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i. Resumen

Alo largo de la historia, los microorganismos han coexistido conlos humanos. A pesar de que muchos
de ellos, en particular bacterias, son beneficiosos otros son responsables una de serie de
enfermedades. Durante siglos, el tratamiento para microorganismos patogénicos descansé en las
propias herramientas del hospedero y una serie de infusiones de origen animal y vegetal. No
obstante, el descubrimiento y empleo de antibidticos en la primera mitad del siglo XX, transformo los
procedimientos en medicina. Ahora se trataban heridas y otras afecciones con moléculas
provenientes de hongos, que evitaban la proliferacion o atenuacién de los sintomas.
Lamentablemente, en los ultimos anos, se ha registrado un aumento en la resistencia al empleo de
antibidticos por parte de bacterias patogénicas, dificultando el tratamiento de diversas enfermedades
infecciosas. Un ejemplo de ello es la bacteria Streptococcus pyogenes, agente etioldgico de la
infeccién bacteriana amigdalitis. Esta es una afeccién caracterizada por la inflamacién de las
amigdalas, pero que bajo ciertas circunstancias esta bacteria puede infectar otro tipo de tejidos de
gran complicaciéon clinica. Este es el caso de la fascitis necrotizante, donde la infeccién debe ser
tratada por especialistas y adecuado el uso de antibidticos. No obstante, en muchos de estos casos,
estas infecciones son refractarias al tratamiento con antibidtico, siendo la solucion la remocion del
tejido infectado.

La bacteria S. pyogenes se une al epitelio del hospedero por medio de una serie de estructuras
especializadas en la unidn, entre ellas el pilus, verdaderos filamentos moleculares que se proyectan
desde la pared alcanzando largos de hasta varios micrones. En el caso de S. pyogenes, los pili se
constituyen en su gran mayoria por Spy0128, proteina estructural que es capaz de soportar grandes
fuerzas mecanicas sin desplegarse. Esta curiosa caracteristica sélo es posible por la presencia de un
enlace ubicado en el extremo C-terminal de Spy0128, enlace isopeptidico formado por las cadenas
laterales de una Lys 179 y Asn 303.

Este proyecto de tesis se enfoca en la bisqueda de alternativas innovadoras para el tratamiento de
infecciones provocadas por S. pyogenes, especificamente a través del desarrollo de un péptido
disefado mediante herramientas computacionales en el laboratorio de Gendmica Microbiana. El
objetivo principal del péptido es interferir con el enlace covalente, denominado enlace iso-peptidico
Lys179-Asn303, presente en la proteina Spy0128. Esta estrategia abre una via prometedora para el
desarrollo de tratamientos que no dependan de los antibidticos tradicionales y que puedan ofrecer

nuevas opciones terapéuticas en la lucha contra las infecciones bacterianas.
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ii. Summary

Throughout history, microorganisms have coexisted with humans. Although many of them,
particulary bacteria, are beneficial, others are responsible for a series of diseases. For centuries, the
treatment for pathogenic microorganisms relied on the host's own tools and a series of infusions of
animal and plant origin. However, the discovery and use of antibiotics in the first half of the 20th
century transformed the procedures in medicine. Wounds and other conditions were now treated with
molecules from fungi, which prevented the proliferation or attenuation of symptoms.

Unfortunately, in recent years, there has been an increase in pathogenic bacteria’s resistance to the
use of antibiotics, making the treatment of various infectious diseases difficult. An example of this is
the bacteria Streptococcus pyogenes, the etiological agent of the bacterial infection tonsillitis. This
condition is characterized by inflammation of the tonsils, but under certain circumstances, this
bacteria can affect other types of tissues of great clinical complication. This is the case of necrotizing
fasciitis, where the infection must be treated by specialists and the appropriate use of antibiotics.
However, in many of these cases, these infections are refractory to antibiotic treatment, the solution
being the removal of the infected tissue.

The S. pyogenes bacteria attaches to the host epithelium through a series of structures specialized in
attachment, including the pilus, true molecular filaments that project from the wall, reaching lengths
of up to several microns. Inthe case of S. pyogenes, the pili are largely made up of Spy0128, a structural
protein that is capable of withstanding large mechanical forces without unfolding. This curious
characteristic is only possible due to the presence of a bond located at the C-terminal end of Spy0128,
an isopeptide bond formed by the side chains of a Lys 179 and Asn 303.

This thesis project focuses on the search for innovative alternatives for the treatment of infections
caused by S. pyogenes, specifically through the development of a peptide designed using
computational tools in the Microbial Genomics laboratory. The main objective of the peptide is to
interfere with the covalent bond, called the Lys179-Asn303 isopeptide bond, present in the Spy0128
protein. This strategy opens a promising avenue for developing treatments that do not depend on

traditional antibiotics and can offer new therapeutic options in the fight against bacterial infections.

13



1. Introduccién y Marco tedrico

1.1 El Impacto de los Antibidticos y el Desafio Creciente de la Resistencia Bacteriana

Una serie patologias de origen bacteriano comenzaron a tener cura, luego del descubrimiento de la
penicilina por Alexander Fleming en 1928 y la subsecuente implementacidon del uso de antibidticos en
la medicina (1,2). Su uso no sélo quedd solo restringido para el tratamiento de infeccion, también se
incorpord en una serie de procedimientos que involucraban el uso profilactico (3,4), impactando de
manera importante en nuestra sociedades reduciendo de manera significativa la mortalidad vy

desencadenado un aumento de la esperanza de vida de la poblacion (4-6).

A pesar de la serie de beneficios que prometié al inicio el empleo de antibidticos, su uso extensivo y a
veces inapropiado, junto con el propio desarrollo de resistencia por parte de microorganismo, ha
conllevado a un aumento cada vez mas preocupante en la resistencia bacteriana (4,7). Sumado a lo
anterior, ya son varias décadas desde el desarrollo del ultimo antibidtico. Daptomicina, molécula
obtenida a partir de Streptomyces roseosporus, fue descrita e implementada en 1987 y es actualmente
utilizada para tratar infecciones por S. aureus resistente a la vancomicina (8,9). Empresas farmacéuticas
han centrado sus esfuerzos en la implementacidon de antibidticos sintéticos inspirados en moléculas
antimicrobianas, sin embargo, la identificacion de nuevas sustancias quimicas con las caracteristicas

fisicoquimicas necesarias para el desarrollo de antibidticos sigue siendo un desafio significativo.

Este desafio se ve agravado por el continuo desarrollo de la Resistencia bacteriana a los
AntiMicrobianos (RAM). La RAM se produce por el uso indebido y excesivo de los antimicrobianos, este
el principal factor que determina la aparicién de patégenos farmacorresistentes. Estas caracteristicas
pueden ser adquiridas por una resistencia intrinseca natural debido ala presencia o ausencia de ciertas
estructuras, a través de mutaciones en genes cromosdmicos o mediante transferencia horizontal de
genes que conducen a la resistencia de los antibidticos (10,11). Este dltimo hace que el tratamiento de
las infecciones bacterianas sea cada vez mas dificil, aumentando el riesgo de propagacion de las
enfermedades, el desarrollo de patologias graves o llevando incluso a la muerte del paciente (12).
Segun OMS, la RAM es una amenaza para la salud mundial, y, ha sido declarada como una de las 10
principales amenazas de salud publica a las que se enfrenta la humanidad; las infecciones por bacterias
resistentes a los antibidticos son responsables de alrededor de 700.000 muertes al afio en todo el

mundo y se estima que serdn responsables de mas de 10 millones de muertes al afio en 2050 (11,13).
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Ademas, los datos de los Centros para el Control y la Prevencion de Enfermedades (CDC) indican que la
RAM causo 1,27 millones de muertes en 2019 y estuvo asociada con casi 5 millones de fallecimientos

en ese mismo afio (14).

El costo asociado al tratamiento de infecciones resistentes es también considerable. Un informe del
2007 del Centro Europeo para la Prevencion y el Control de las Enfermedades (ECDC) y de la Agencia
Europea de Medicamentos (EMEA) estimd que el costo total de la RAM en Europa, Oriente Medio y
Africa, solo para cinco antibiéticos, ascendié a 1.500 millones de euros, de los cuales el 60% (900
millones de euros) correspondié a costes hospitalarios (15). Segun el Banco Mundial proyecta que para
2050, los costos globales atribuibles a la RAM podrian representar entre 1,1% (bajo impacto de RAM)-
3,8% (Alto impacto de RAM) del PIB mundial y en el caso de paises con ingresos bajos la perdida
superara el 5% del PIB, conun coste total estimado de aproximadamente 100 mil millones de USD. Esto
resalta no solo el impacto en la salud, sino también el inmenso desafio econdmico que esta crisis
representa para toda la humanidad (16); dado lo anterior, buscar nuevas alternativas al uso de

antibidticos es una tarea crucial.

1.2 Mecanismos de adhesion bacteriana.

La adhesidn es un paso crucial para que la bacteria colonice al hospedero, ya que le permite evitar la
eliminacién por los sistemas de defensa de este. Por lo tanto, la adhesidn es clave para una colonizacién
exitosa. La adhesion alas células del hospedero facilita la translocacién de bacterias patédgenas a través
de las barreras celulares, asi se genera un ambiente éptimo para que la bacteria pueda persistir y
comience a replicarse e internalizarse en las células de hospedero. Luego de ese paso clave, los
patdgenos pueden propagarse dentro del huésped y expresar o liberar mas factores de virulencia que
permiten la infeccidn por este (17,18). Estos factores de virulencia pueden ser toxinas bacterianas,
hidratos de carbono o proteinas de la superficie celular. Estos patégenos deben adherirse a células
especificas del hospedero para establecer una infeccidn, este proceso es crucial y esta mediado por
adhesinas expuestas en la superficie de las bacterias, que actian como lectinas, las cuales reconocen
los residuos de oligosacaridos en los receptores de glicoproteinas o glicolipidos de la célula hospedera
(19-21). La presencia de estos factores de adhesion especificos no sélo determina la adhesidon del
patdgeno, sino que también determina el tropismo del patdgeno hacia los tejidos que posean los

receptores de superficie correspondientes (19).
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Las adhesinas tienen un tropismo hacia elementos estructurales de la membrana del huésped, como
por ejemplo colageno, fibronectina y laminina (18). Luego de la adhesidn, las bacterias se enfrentan a
una fuerza repulsiva que es causada por los mecanismos propios de la célula hospedera; para que la
bacteria pueda mantenerse adherida y superar la fuerza repulsiva, utiliza una serie de estructuras
filamentosas de superficie conocidas como Pili (latin “pelo”) o fimbrias (latin “hilo” o “fibra”) (19). Estos
filamentos proteicos estdn compuestos por centeneras o miles de repeticiones de subunidades
llamadas pilinas, que unidas entre si pueden llegar a formar estructuras de varios micrones de largo.
Estas fibras participan en la adhesién de superficies bidticas y abidticas, la motilidad, transferencia de
ADN, formacién de biopeliculas y también son factores de virulencia, tanto en bacterias Gramnegativas

como en Grampositivas (17,19).

En bacterias Gramnegativas, las clasificaciones que se encuentran mas representadas son Pili
ensamblados por via de chaperonas (tipo |y P), Pili tipo IV, entre otros. Estos se caracterizan por ser
mas gruesos y con sus subunidades asociadas no covalentemente, dependiendo de la clasificacién de
ensamblaje le otorga fuerza y estabilidad. Estas estructuras filamentosas, que tienen largos entre 1-4
um y diametro de 5-8 nm, son capaces de soportar fuerzas altas producidas por el hospedero (19,21).
Un ejemplo destacado de los pili ensamblados por la via chaperona-usher son los pili tipo I, que se
encuentran distribuidos en la familia Enterobacteriaceae, incluyendo la Escherichia coli uropatégena.
En este caso, el pili este compuesto por un heteropolimeros de varias y diferentes subunidades
proteicas. Los Pili tipo | poseen una proteina adhesiva especifica, localizada en el extremo distal de la
estructura, que se une a hidratos de carbono en la superficie de las células del huésped, lo que facilita

la colonizacidn y evita la eliminacidn bacteriana en sitios como la vejiga (19).

En el caso de las bacterias Grampositivas la organizacidn de estos filamentos es bastante diferente. Las
principales subunidades—o  proteinas estructurales—del pilus se encuentran conectadas
covalentemente entre si. Ademas, la unidn de los filamentos pili a la pared celular es gestionada por
una transpeptidasa, conocida como sortasa que reconoce una secuencia especifica y cataliza la unién
tipo peptidica a grupos presentes en la pared (18). Al igual que en el caso anterior, los pili de
Grampositivos son largas estructuras filamentosas y flexibles, con longitudes que varian entre 0,3-3
mm y conun didmetro de 3-10 nm. No obstante, sus subunidades se unen entre si por medio de enlaces
isopeptidicos, que comunica cadenas laterales de residuos de lisina y asparagina, lo que se traduce no

solo en cambios en el plegamiento y estructura de las subunidades estructurales, sino que también en
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el comportamiento del pili bajo fuerza. Un ejemplo es Streptococcus pyogenes, bacteria que es capaz
de unirse a epitelios humanos por medio de un gran filamento, constituido principalmente por la
proteina Spy0128, la cual presenta dos dominios tipo inmunoglobulina, cada uno de estos con enlaces

isopeptidicos intramoleculares (17,19,22).

1.3 Streptococcus pyogenes: Enfermedades, importancia clinica y su mecanismo de adhesién.

Streptococcus pyogenes es un estreptococo del grupo A o GAS, este presenta un crecimiento pB-
hemolitico en agar sangre. Es un patdgeno de vida libre, su nicho ecoldgico es bastante estrecho, su
Unico huésped bioldgico es el ser humano, por lo tanto, es de transmisidon directa entre persona a
persona y ocurre normalmente a través de microgotas respiratorias o con el simple contacto con la piel
(23,24). Esta bacteria coloniza principalmente la nasofaringe y la piel, provocando una serie de
enfermedades: faringitis, amigdalitis, impétigo, y la celulitis son sdlo un par ejemplos de cuadros
clinicos sencillos; sin embargo, esta bacteria también puede desencadenar enfermedades graves tales
como la fiebre reumatica, sindrome del shock téxico estreptocécico y la temida fascitis necrotizante

(19,22).

Mientras la faringitis y amigdalitis son enfermedades que se localizan en la primera porcién de las vias
respiratorias, atendiendo la garganta y amigdalas causando fiebre y dolor (19,25); otras enfermedades
como la fiebre reumatica vy la celulitis logran colonizar tejidos mas distantes. Por ejemplo, de un foco
primario de infeccién en la garganta puede llegar a afectar tejidos por debajo de la piel que, incluso en
situaciones mas graves, pueden localizarse en la dermis, musculo, el corazdn, y el cerebro (26—28). Sin
embargo, uno de los cuadros mas graves, por GAS, es sin duda la fascitis necrotizante, que consiste en
una infeccion progresiva de la piel asociada a una destruccién y necrosis de la fascia y tejido graso,
caracterizado por una toxicidad sistémica y la alta mortalidad (29). Por ultimo, Sindrome del shock
téxico estreptocécico es una infeccidn asociada a la rapida aparicidn de shock y fracaso multiorganico,
mediado por toxinas que actlan como superantigenos responsables de la activacién masiva de las

células del sistema inmune, produciendo destruccion tisular y toxicidad sistémica (29,30).

Tal como se ha mencionado previamente, S. pyogenes es responsable de diversas enfermedades. Cada
afo, se estima que mas de 616 millones de personas en todo el mundo tienen un cuadro de faringitis
estreptocdcica (31). Por otro lado, se registran alrededor 500.000 casos de fiebre reumatica, que

resultan en aproximadamente 230.000 muertes anuales (32). En cuanto a la Fascitis necrotizante (FN),
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se estima que hay entre 500y 1000 casos al aifo a nivel mundial, con una prevalencia de 0,40 casos por
100.000 habitantes. Aunque la incidencia es baja, la mortalidad asociada a esta enfermad es alta,
variando segun el tipo de FN. La tasa de mortalidad del FN1 “polimicrobiano” oscila entre el 14% y el
34%, mientras que FN tipo 2 “monomicrobiano”, la mortalidad es mayor, alcanzando entre el 22% vy el
40%; los paciente con FN tipo 2 tienen un riesgo aun mas elevado debido al desarrollo del sindrome
Shock Téxico estreptocdcico, aumentando la tasa de mortalidad al 28%-70% (33,34). En Japdn, el
“National Institute of Infectious Diseases” reportd 474 casos de shock téxico estreptocdcico entre el 1
de enero y el 10 de marzo de 2024, en comparacion con los 941 casos registrados en todo el afio 2023,
una cifra preocupante dado que la tasa de mortalidad de esta enfermedad supera el 30%. A nivel global,
se estima que S. pyogenes es responsable de 181 millones de infecciones y 500,000 muertes anuales

(35).

A estas cifras alarmantes, se suma el creciente problema de la resistencia bacteriana. Segun el Instituto
de Salud Publica de Chile (ISP), en un estudio de vigilancia realizado durante 10 afios, entre 2014 y 2023,
sobre la enfermedad invasora por Streptococcus pyogenes, se confirmaron 1352 cepas de las cuales
149 mostraron resistencia a eritromicina y/o clindamicina. Este analisis incluyd antibidticos del grupo
MLSB de tipo B (macrdlidos y lincosamidas) (36), herramientas del arsenal mas sofisticado para el
tratamiento de infecciones. En este mismo reporte, menciona que en el invierno de 2024 se observd
un aumento considerable en los casos de infeccidn por este patdgeno. Esto se debid a su presencia en
personas previamente infectadas con influenza, lo que provocd cuadros graves de infeccién e incluso

la muerte en algunos casos.

La unién de S. pyogenes a células epiteliales o la dermis es el paso inicial mds importante en la
colonizacion del huésped, sin mecanismo de adherencia fuertes S. pyogenes no podria unirse a los
tejidos del huésped, siendo eliminado por los mecanismos de fluidos mucosos, salivales y por
exfoliacion del epitelio. Por lo tanto, esta bacteria utiliza una variedad de componentes de superficie
celular para la adhesidn; la capsula de acido hialurdnico, ciertas proteinas M, proteinas de unién a
laminina y al coldgeno, y el pili son parte de su conjunto de herramientas para asegurar una buena

adhesién al epitelio (22).

La proteina M es un factorde virulencia ampliamente estudiado de esta bacteria, es una proteina que

se encuentra en la pared celular de la bacteria que tiene un papel crucial en la infeccién hacia el
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huésped; gracias a esta proteina S. pygogenes es conocido por ser antifagocitico en conjunto con la
capsula de acido hialurdnico (37,38), se ha demostrado que la ausencia de los genes que codifican a la
proteina M “emm” permiten los fagocitos rapida del estreptococo (39,40). No obstante, es el pili de S.
pyogenes, el cual explica en gran proporcién la alta tasa de adhesion al epitelio; mutante nulas para el
pili ya sea afectando la sortasa o proteinas del pili propiamente tal, han mostrado en ensayos in vitro,

una muy baja tasa de infeccion (39,41).

1.4 Estructura de la Pili de S. pyogenes

El pili de S. pyogenes esta formado por tres diferentes proteinas: Spy0125, Spy0128 y Spy130, moléculas
que median la adhesidon al tejido, estructura propia del pili, y anclaje del filamento a la pared de la
bacteria. Mientras Spy0125 y Spy130, se presentan como una sola copia a lo a largo del filamento,
asegurando la comunicacion bacteria-hospedero, Spy0128 se repite centenares o miles de veces en el

pilus, encargdndose de la disipacidn de energia mecanica (Figura 1.1).
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Figura 1.1 Representacion de la estructura del pili de S. pyogenes en la unién a la célula epitelial. (Imagen
preparada con Pymol y BioRender®).

La proteina Spy0128, considerado un antigeno T de Lancefield debido a su antigenicidad y su extrema

resistencia a la digestion con tripsina (42,43), es una molécula que presenta dos dominios de
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plegamiento tipo inmunoglobulina (Ig) arreglados en tandem (44,45). Cada dominio tipo Ig en Spy0128
contiene un enlace isopeptidico, que desempefia un papel crucial en la estabilidad mecanica de la
proteina. Estos enlaces, especificamente Ly36—Asn168 y Lys179—Asn303, desvian la fuerza de
desplegamiento lejos del dominio plegado, impidiendo su extensidon y asegurando que la proteina

permanezca inextensible ante cualquier tipo de fuerza aplicada.

A pesar de lo anterior, durante la consititucion del pilus, las subunidades Spy0128 polimerizan por
medio del C-terminal de una subunidad y la Lys161 de la siguiente, modo de que sélo el dominio C-
terminal, que posee el enlace entre Lys179—Asn303, se encuentra bajo estrés mecdanico (17,44).
Estudios previos han confirmado que la subunidades de Spy0128 polimerizan mediante una reaccidn
catalizada por la sortasa, uniendo el grupo carboxilo C-terminal de un monémero al NT de Lys161 del
siguiente mondmero. En resumen, bajo sistuaciones fisioldgicas las fuerza se transmite a través de los

residuos 161-179 y, posteriormente, a través del enlace isopeptidico C-terminal al residuo 303 (44,46).

Figura 1.2 Estructura cristalina de la pilina mayor de Streptococcus pyogenes. Estructura cristalina de Spy0128
“3B2M” enfocando el enlace isopeptidico ubicado en el domino C entre Asn303y Lys179 (Imagen preparada con
Pymol y BioRender®).
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Las subunidades de la pilina (Spy0128) estan constantemente expuestas a un entorno de estrés
mecanico, con fuerzas mecdnicas muy grandes. En estudios previos a través de espectroscopia de
fuerza de una sola molécula, demostraron que la proteina Spy0128 es inextensible a fuerzas de hasta
800 pN (46), gracias a sus enlaces intramoleculares “isopeptidicos”. Otros estudios, revelaron que a
través de analisis computacionales de distribucidn de fuerza internas de Spy0128 el enlace covalente
proporciona una estabilidad mecdnica concentrando las tensiones en él, proporcionando una

estabilidad aumentada en situacién de estrés mecanico.

Como se menciond anteriormente, el enlace isopeptidico intramolecular presente en la proteina del
pili de S. pyogenes permite la unién covalente de dos hebras beta, lo que le confiere una alta estabilidad
mecanica. Estudios previos han demostrado que la inhibicién de la formacién de esta proteina en S.
pyogenes reduce la adhesion bacteriana y disminuye su virulencia (17,46,47). Estos hallazgos han
generado interés en desarrollar nuevas estrategias para interferir en la formacién del enlace
isopeptidico intramolecular. Por lo tanto, en este trabajo nos centraremos en la generacion de péptidos
que bloqueen la formacion de este enlace en las proteinas nacientes del pili. Un péptido que interfiera
en la formacion del enlace isopeptidico podria impedir que la pilina cumpla su funcién como molécula
inextensible (45,48), al interrumpir el enlace covalente responsable de la estabilidad mecanica de la

proteina, lo que resultaria en un pili defectuoso.

Gracias a la capacidad de adhesién de esta bacteria, en los Ultimos afios se han intensificado los
esfuerzos para desarrollar nuevos tratamientos contra infecciones bacterianas. A diferencia de los
antibidticos tradicionales, cuya efectividad disminuye debido a la aparicion de bacterias
multirresistentes, el enfoque en sistemas que interfieren con la funcion de los pili podria ofrecer una
alternativa eficaz en el manejo de enfermedades infecciosas. Ademas, la complejidad que implica para
una bacteria modificar sus mecanismos de adhesion, incluyendo mutaciones en los pili u otras
estructuras, sugiere que este tipo de estrategias podria retrasar la aparicion de resistencia a corto

plazo, en contraste con lo que sucede actualmente con el uso de antibidticos.

Sabemos que S. pyogenes es una bacteria que causa una granvariedad de enfermedades. En los ultimos
afos, han aparecido cepas cada vez mas resistentes a diferentes antibidticos, lo que dificulta su
tratamiento. Por ello, en este trabajo de tesis se propone el disefio de un péptido anti adhesivo que

interfiera en la formacidn del enlace isopeptidico en la proteina naciente del pili. Este péptido se disefié
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utilizando un pipeline de cédigo libre desarrollado en el laboratorio, llamado "Random Peptide
Generator" (RPG). Esta herramienta permite crear péptidos de manera aleatoria y evaluarlos mediante
acoplamiento molecular, obteniendo como resultado un péptido bloqueador del enlace isopeptidico,
denominado péptido C96. Tras la generacién del péptido y la seleccidn de los péptidos controles, se
llevaron a cabo pruebas in vitro para evaluar la interaccidn entre el péptido bloqueador y la proteina

Spy0128, utilizando un espectrometro de fuerza basado en pinzas magnéticas.

Con el objetivo de abordar esta problematica, se ha planteado la siguiente pregunta de investigacion:
épodria ser una potencial alternativa al uso de antibidticos interferir la adhesién bacteriana y asi
poder enfrentar infecciones provocadas por patdégenos? De manera de acotar el problema a un
sistema bioldgico molecular hemos planteado la siguiente pregunta de investigacién: iPodemos

mejorar los péptidos bloqueadores que fueron originalmente inspirados en la estructura de Spy0128°?
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2. Hipotesis y Objetivos

2.1 Hipétesis

> Es posible disefiar, mediante herramientas computacionales, péptidos que interfieren con
mayor efectividad la formacién del enlace isopeptidico entre Lys179—Asn303 en la proteina

Spy0128 del pili de Streptococcus pyogenes.

2.2 Objetivos

2.2.1 Objetivo General

> Evaluar el efecto de péptidos bloqueadores del enlace isopeptidico de la proteina Spy0128 del

pili de Streptococcus pyogenes, disefiados mediante herramientas computacionales.

2.2.2 Objetivos Especificos

1) Desarrollar y expresar un péptido bloqueador del enlace isopeptidico de la proteina Spy0128

de S. pyogenes.

2) Evaluar la intervencién de los péptidos bloqueadores del enlace isopeptidico de la proteina

Spy0128.

3) Determinar los cambios de la extensién de la proteina Spy0128 con la presencia y ausencia

de los péptidos bloqueadores.
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3. Materiales y Métodos

3.1 Materiales

En el trabajo de tesis se utilizaron los siguientes reactivos: 30% acrilamida a bisacrilamida (protoGel®),
40% v/v acrilamida (Bio-Rad®), acido acético glacial (Merck®), acido clorhidrico (HCI) (Merck®), acido
clorhidrico (HCI) (Merck®), 4&cido etilendiaminotetraacético(EDTA) (Sigma-Aldrich®), Acido4-(2-
hidroxietil)piperacina-1-etanosulfénico,AcidoN-(2-hidroxietil)piperacina-N’-(2-etanosulfénico)(HEPES)
(Merck®), agua libre de nucleasas (H20 L.N.) (Corning®), amortiguador fosfato salino (PBS) (Merck®),
ampicilina (AMP), Tetraciclina (TET), Kanamicina (KAN) y Cloranfenicol (CLO) (US Biological®), APTES
(Sigma-Aldrich®), arabinosa (Sigma-Aldrich®), azul de Coomasie (Bio-Rad), cloruro de calcio (CaCl2)
(Sigma-Aldrich®), cloruro de sodio (NaCl) (Merck®), Leupeptina (Sigma-Aldrich®), ditiotreitol (DTT)
(Sigma-Aldrich®), dodecilsulfato sddico (SDS) (Merck®), Dynabeads M-270 Streptavidin
(ThermoFisher®), Seroalbumina bovina (Sigma-Aldrich®), estandar de proteinas pretefiidas
PageRulerTM Plus de 10 a 250 kDa (ThermoFisher®), etanol (TCL), fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF)
(ThermoFisher®), fosfato de sodio (Na2HPO4) (Merck®), glicerol (Merck®), glicina (Sigma-Aldrich®),
Glutaraldehido (G7776-10 mL) (Sigma-Aldrich®), HaloTag® 04 amino ligando (5 mg/mL en DMF/DMSO)
(Promega®), HaloTag®® Alexa Fluor® 488 Ligand (ligando fluorescente del HaloTag®) (Promega®),
Hellmanex (1%) (Hellma®), imidazol (Sigma-Aldrich®), InVision™ His-Tag In-gel Stain (ThermoFisher®),
isopropil- B-D- 1-tiogalactopirandsido (IPTG) (US Biological®), metanol de grado técnico (Merck®),
SuperSlip® Cover Glass, 24 x 40 mm y Micro Cover Glass (22 x 22 mm, N° 1) (Ted Pella, INC.),
microesferas amino-poliestireno (2.5-2.9 mm) (Spherotech), N’, N’, N’, N’- tetrametiletilendiamina
(TEMED) (Bio-Rad®), Niquel (I) sulfato hexahidratado (Merck®), persulfato de amonio | (PSA) (Sigma-
Aldrich®), SNAP-Surface® 488 (ligando fluorescente del SNAP-tag), Superslip® Cover Glass (24x40 mm

N2 1) (Ted Pella, INC.), Tiamina (Merck®), 3-aminopropil(trimetoxisilano) (Silano) (Sigma-Aldrich®).

3.1.2 Vectores

La base de biologia molecular de la tesis es el empleo de dos vectores circulares, los cuales son: pFN18a
HaloTag® Spy0128 (Promega), por otro lado, el vector pBAD, el cual tendrd por separado los tres

diferentes péptidos a utilizar (D3, N14, C96).
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3.1.4 Medios de Cultivo

Para la obtencion de ADN, expresion de la proteina Spy0128 y la expresion de los péptidos de interés,
se utilizaron diferentes medios de cultivos para el efectivo crecimiento de las bacterias E. coli (XL10
GOLD y BL21(D3) pLysS). Con ese fin, se empled el medio liquido Luria-Bertani (LB) (Triptona 10 g/L,
extracto de levadura 5 g/L, cloruro de sodio 5 g/L)y medio agar Luria-Bertani (Triptona 10 g/L, extracto
de levadura 5 g/I, cloruro de sodio 5 g/Ly agar 15 g/L) provenientes de la empresa Bio-Rad® (CA, EE.
UU). Por otro lado, para la expresion de los diferentes péptidos, se utilizé medio minimo (Medio sales
minimas M9, suplementado con 0.2% de casaminodcidos (C2080, US Biological), 2 mM MgSQ,, 0,1 mM
CaCl2 y 1,5% Glicerol). Cada medio ya mencionado, se suplemento con los diferentes antibidticos
especificos por cepa bacteriana vy resistencia otorgada por los vectores utilizados, para ello se utilizd
una concentracion de 1x por cada antibidtico. Los antibidticos utilizados son: Ampicilina “AMP” (10
mg/mL), Cloranfenicol “CLO” (2,5 mg/mL), Kanamicina “KAN” (5 mg/mL) y Tetraciclina “TET” (3 mg/mL).
Ademas, los medios fueron suplementados con 0,5 mM de IPTG y 0,2% p/v de Arabinosa para la inducir

la expresion de la proteina recombinante y péptidos.

3.1.3 Cepas Bacterianas

Para la expresion de proteinas recombinantes y su clonamiento efectivo, se utilizd la bacteria

Escherichia coli, especificamente las cepas XL10 Gold y BL21(D3) pLysS de la empresa Novagen.

3.1.6 Sistema de purificacion

Con el fin de la obtencién de la proteina de interés se utilizaron columnas de purificacidon con fritas
constituidas con Sefarosa (IMAC Sepharose 6 Fast Flow) y cargadas con Niquel. Para la concentracion

de las fracciones purificadas se utilizaron unidades de filtrado Amicon 50-100 KDA (Merck Millipore).

3.1.5 Amortiguadores

Las actividades de purificacién y visualizaciéon de proteinas se debieron realizar diferentes soluciones
amortiguadoras. Especificamente para la purificacién de proteinas, se utilizdé amortiguador de
equilibrio (20 mM de Tris-HCI pH 7,5, 200 mM NaCl) y el amortiguador de Lavado con diferentes
concentraciones de Imidazol (20 mM Tris-HCl pH 7,5, 200 mM de NacCl, Imidazol (10 mM, 20 mM, 50
mM, 100 mM, 400 mM)), por otro lado, para la separacion electroforesis de proteinas se utilizé
amortiguador de corrida 1x de una solucién madre de 10X (Tris 0,2 M, Glicina 1,9 M, SDS 10%, Agua

MiliQ), amortiguador de carga para proteinas (Load-Buffer 5x SDS, b-mercaptoetanol, azul de
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coomassie y glicerol). Para visualizar estructuras especificas de la proteina de interés (secuencia His-
Tag) se utilizaron los siguientes amortiguadores: Solucion de fijacidn por Tris/Glicina geles (Etanol,
Acido acético y agua ultrapura), por otro lado, amortiguador fosfato 20 mM pH 7.8 (Fosfato de sodio
monobasico, NaOH 3 M para ajustar el pH a 7.8 y agua ultrapura). Para realizar las camaras de fluido
se necesito diferentes amortiguadores, entre ellos se encuentran: PBS (10 mM buffer Fosfato pH 7.4,
137 mM NaCly 27 mM KCI), amortiguador Tris (20 mM Tris-HCI pH 7.4, 150 mM NaCl, 2 mM MgCI2 y
1% BSA tiol bloqueado) vy, por ultimo, amortiguador HEPES (20 mM HEPES pH 7,2, 150 mM NacCl, 1%
BSA tiol bloqueado y 1 mM EDTA).

3.1.7 Biotinilacion

Para la reaccion de biotinilacién en la proteina de interés en la presencia o ausencia del péptido, se
empled la proteina ligasa de biotina BirA. La reaccidon de biotinilizacion se llevé a cabo usando 1 mg/ml
(BirA 500) o 3 mg/ml (Bulk BirA)], en amortiguador bicina 50 mM pH 8.3 (BiomixA 10X), suplementado
con el Biomix B (10 mM ATP, 10 mM MgO Ac, 50 uM d-biotina) y BIO 200 (50_uM de biotina). El kit de

biotinilizacion, incluyendo las enzimas fue adquirido desde la empresa AVIDITY.

3.1.8 Camaras de Fluido

Para la preparacién de las camaras de fluido se utilizaron diferentes materiales, incluyendo solventes,
agentes quimicos y microesferas de referencias. Para el lavado se de los vidrios cubre objetos se utilizd
el detergente Hellmanex Il 1%, agua MiliQ, acetona (99.5%), y etanol (100%) (Merck®). Por otro lado,
para la preparacion quimica de las camaras se utilizd silano 1%, glutaraldehido 1%, microesferas de
referencia (diluidas 200x durante la preparacion de la camara), Halo ligando (diluidas 500x durante la

preparacion de la cdmara), PBS, amortiguador TRIS/BSA 1% y amortiguador HEPES/BSA 1%.

3.2 Desarrollo del péptido bloqueador del enlace isopeptidico de Spy0128.

3.2.1 Obtencion del bolsillo de la proteina Spy0128

Para el disefo del péptido, en primer lugar, fue necesario utilizar una modelo de la proteina Spy0128.
Para esto se buscé en la base de datos “Protein Data Bank” (PDB), obteniendo un modelo cristalografico
de la adhesina Spy0128 de Sreptococcus pyogenes serotype M1. El modelo (PDB Id 3B2M) se visualizo
en “Pymol”, programa de visualizacion molecular, eliminando las multiples cadenas de proteinas, aguas

y otros atomos presentes en el cristal. Se utilizé la funcidn mutagénesis del programa permitir la
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interrupcion de la comunicacién entre cadenas laterales de los residuos participantes del enlace
isopeptidico (Lys179--Asn303). En este caso, se modificd desde el aminoacido Asn303 para interrumpir
el enlace isopeptidico; se removid el aminoacido manteniendo la cadena lateral intacta para la Lys179.
Mads tarde, y por medio de la funcidn “sculpting”, se movid la ultima hebra generando un bolsillo para
la unién del péptido. La posicidn 303, se volvié a mutar hasta Asn, de modo de restituir la secuencia

aminoacidica.

3.2.2 Desarrollo del péptido a través del pipeline RPG

El desarrollo del péptido, disefiado para interferir en el enlace isopeptidico de Spy0128 de S. pyogenes,
se prepard a través del pipeline RPG, programa de cdédigo libre elaborado en el laboratorio para
gestionar la preparacion de péptidos de manera al azar y evaluarlos mediante acoplamiento molecular.
RPG, que recibe su nombre por “Random Peptide Generator”, es una herramienta rapida y sencilla que
funciona gestionando por varios programas: OpenBabel, UCSF chimera y Autodock Vina. RPG puede
ser entendido como un pipeline de trabajo, que cumple con una serie de etapas: i) preparacidn de la
libreria; ii) conversion de péptidos en estructura 3D; vy iii) evaluacidon del complejo péptido-proteina

mediante acoplamiento molecular.

Cémo primera etapa para la construccidon de la libreria, el programa consulta sobre el largo y los
aminodcidos que se seran iterados en cada posicidn. A continuacién, RPG da paso a la construccién de
la libreria que tiene como salida un archivo List.txt cada uno de los péptidos anotados con los
aminoacidos que lo componen. En la segunda etapa de RPG, se toma un niumero determinado péptidos
escritos desde el archivo “List.txt”y los convierte a estructuras tridimensionales utilizando UCSF
chimera. Luego de obtener los péptidos procesados por Chimera, se continud con la tercera etapa del
pipeline, donde se probd el acoplamiento molecular de cada uno de los péptidos con la proteina de
interés. La proteina debe tener el bolsillo previamente creado para simular la unién de péptido-
proteina, aqui se cred un archivo de configuracién para determinar la flexibilidad que tendran los
péptidos para unirse al bolsillo de la proteina. El proceso mencionado anteriormente, se ejecutd con
Autodock Vina, cada uno de los acoplamientos entrego un valor de afinidad que después es utilizado
como medida de comparacién, para escoger el mejor péptido. Ya finalizada la tercera etapa del
programa, se obtuvieron los archivos que contienen una lista de los péptidos generados con sus

afinidades obtenidas con cada uno de los acoplamientos realizados, seleccionamos en el programa el
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valor de afinidad que deseamos observar. RPG facilita un archivo Excel para ver los péptidos obtenidos

con sus respectivos aminoacidos vy la afinidad.

Cémo controles para el desarrollo del péptido de interés, se utilizdé RPG para obtener la afinidad del
péptido N14 mencionado anteriormente, el cual es un péptido formado a partir de la cadena misma de
la proteina. Este péptido ya fue estudiado previamente en la intervencion del enlace isopeptidico de
Spy0128, siendo este un control positivo para el desarrollo del trabajo. Por otro lado, se encuentra el
péptido D3, el cual fue creado por un integrante del laboratorio a través de diferentes herramientas
como Pymol y Quimera; este péptido se cred para la intervencion del enlace isopeptidico del dominio
3 de SpaD de la bacteria Corynebacterium diphteriae, por lo tanto, el péptido D3 sera escogido como el

control negativo.

Tabla 3.1 Péptidos controles para el desarrollo del nuevo péptido bloqueador del enlace isopeptidico.

EFTDKDMTITFTNKKDAE
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Para el disefio del péptido bloqueador del enlace isopeptidico Lys179—Asn303, se escogid un largo de
10 aminoacidos fijando la posicién N°4 conuna Asn de modo que este en proximidad para la formacién
del enlace con la Lys179; asi formar un péptido que compita con la formacién del enlace isopeptidico
en la proteina entre la Lys179—Asn303. Luego de escogerel largo y la posicidn fija de la Asn del péptido
de interés, se realizaron iteraciones entre las posiciones restantes del péptido bloqueador, hasta

obtener un péptido con la mejor afinidad.

3.3 Representaciones de vectores de expresion

3.3.1 Vector pFN18a HaloTag®_His-Tag_ Avitag™

Dado que la finalidad del trabajo era evidenciar tanto la intervencidon del enlace isopeptidico como el
cambio en elasticidad de la proteina Spy0128, la proteina fue clonada en un vector de expresion que
incluye reporteros de expresion como mecdanicos. Estos reporteros permiten seguir la expresién de
manera especifica en geles, como el desplegamiento en los ensayos mecanicos. Especificamente se

empled el vector pFN18a HaloTag® His-Tag_ Avitag™, el cual se caracteriza por presentar genes de
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resistencia al antibidtico ampicilina, promotor y terminador T7, y la secuencia del operador Lac. El
vector ademas cuenta con una serie de etiquetas que permiten inmovilizacién y seguimiento de la
proteina, —HaloTag®—, purificacion de la molécula—His-Tag—, vy finalmente anclaje a
estreptavidina— Avitag™—. Ademas, el constructo, contiene entre el HaloTag® y His-Tag un sitio de
clonamiento para ubicar la proteina de interés. La poliproteina Spy0128, ademas del marco de lectura
para la pilina de S. pyogenes se encuentran los dominios reporteros 127, originalmente tomados de la
proteina titina, molécula modelo en el campo de la elasticidad de proteinas (Figura 3.1). Estos dominios

rodean dos marcos de lectura de Spy0128 dando origen a la proteina quimérica Spy0128.

pFN18a HaloTag®_Histag®_AviTag
657

7 bp

B.

HaloTag® 127 |Spy0128| 127 |Spy0128| 127 | His-Tag >|Avitag™

Figura 3.1 Vector pFN18a HaloTag®_His-Tag_ Avitag™, mas la proteina Spy0128. A. El vector pFN18a contiene genes de
resistencia a ampicilina, posee elorigen de replicacion, el promotorT7 y por consiguiente el constructo de la proteina Spy0128.
B. El disefio de la proteina se basa en primer lugar una proteina de etiqueta HaloTag®, luego un sitio de corte TEV, los dominios
control para la fuerzamecanica 127y la proteina Spy0128, luego la proteina de etiquetade polihistidinas “His-Tag” importante
para la purificacidn y, por dltimo, Avitag™ proteina responsable para lograr la biotinilacién del constructo (Imagen preparada
con SnapGene y BioRender®).

3.3.3 Vector de expresion pBAD

pBAD se caracteriza por presentar genes de resistencia al antibiético kanamicina siendo un marcador

de seleccidn, antes de presentar como se conforma el vector, debemos mencionar que los diferentes
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péptidos bloqueadores se encuentran insertos por separados en el vector. El vector pBAD se conforman
por: el promotor araBAD que es parte del operdn de arabinosa, luego con el sitio de unién al ribosoma
“RBS”, continuando viene la secuencia codificante a los péptidos, Sitio de corte del Virus del grabado
del Tabaco “TEV”, el cual es reconocido por una proteasa TEV, por ultimo, la secuencia codificante para
la proteina de etiqueta SNAP-tag®, proteina importante para la verificacién de la expresién de los

péptidos.

3.4 Transformacidn de los vectores de expresidon en Escherichia coli

3.4.1 Transformacion en células de clonamiento XL10 GOLD con vectores de expresion.

Para obtener un stock de ADN con el fin de trabajar con él, se realizaron transformaciones en células
quimio-competentes de clonamiento especificamente E. coli XL10 GOLD con los vectores ya mostrados
anteriormente (Figura 3.1, Figura 4.1). Para ello se utilizé 2-5 pL de ADN en 100 uL de células quimio-
competentes dando golpes suaves al tubo para mezclar el ADN con las células bacterianas (Figura 3.2
1), continuando con la incubacion en hielo durante 30 minutos (Figura 3.2 Il); transcurrido los 30
minutos se realizé el shock térmico a 42 °C durante 2 minutos (Figura 3.2 lll). Luego, se sacaron los
tubos y se colocaron en hielo durante 5 minutos y se agregd 250 uL de medio LB liquido estéril (Figura
3.2 1V), se dejod el tubo en agitacién en un incubador a 37 °Cy a 180 rpm durante 1 hora. Se Inoculd las
células transformadas en una placa Petri con LB agar estéril agregando en el agar los antibiéticos
correspondientes para la cepa y los plasmidos (Figura 3.2 V), se colocd la placa Petri en una estufa a
37 °C durante toda la noche, se obtuvieron y se escogieron colonias que no presentaran colonias
satélites. Para obtener stock de ADN se crecieron las colonias y se ocupd el kit de extraccién de ADN de

Favorgen “FavorPrep Plasmid DNA Extraction Mini Kit”.
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Figura 3.2 Diagrama de la metodologia de transformacidn bacteriana. I. El ADN se debe ingresar al tubo que
contiene las células quimio-competentes. Il. Incubacién durante 30 minutos en hielo. Ill. Golpe térmico a 42 °C
durante 2 minutos en un termobloque. IV. Recuperacion de las células bacterianas agregando 250 puL de medio
LB liquido estéril. V. Incubacién de las bacterias a 37 °C a 180 rpm durante una hora; inoculacion de las células
transformadas en placas Petri con medio LB agar estéril con los antibidticos correspondientes. VI. Incubacién de
placa en una estufa de 37 °C toda la noche para obtener colonias (Imagen preparada con BioRender®).

3.4.2 Transformacion en células de expresion BL21(DE3) pLysS con los vectores de expresion

Para expresar la proteina Spy0128, se realizd en primer lugar la transformacion del vector pFN18a
HaloTag® Histag® Avitag™ con las células quimio-competentes de expresién especificamente E. coli
BL21(DE3) plysS. Para esto, se siguié el mismo protocolo de transformacién mencionado anteriormente
(Figura 3.2) escogiendo una colonia que no presentara colinas satélites y se crecio en LB liquido estéril

con los antibidticos correspondientes a la cepa y al vector utilizado.

Para expresar la proteina Spy0128 y los péptidos, se debid realizar células quimio-competentes de la
colonia transformada con el vector pFN18a HaloTag® His-Tag_ Avitag™. Para esto, se crecié en un
Falcon de 50 mL, 20 mL de medio LB liquido (antibidticos: AMP, CLO) la colonia ya transformada en un
agitador orbital 180 rpm programado a 37 °C hasta llegar a una OD oo, para luego colocar el tubo en
hielo durante 10 minutos para centrifugarlo a 9000 rpm durante 10 minutos a 4 °C. Se descarté el
sobrenadante y se re-suspendié el pellet en 12,5 mL de CaCl, 0,1M (debe estar frio y estéril), se
centrifugé nuevamente el tubo a 9000 rpm durante 10 minutos a 4 °C, se descarto el sobrenadante y
se re-suspendié el pellet en 3,5 mL de CaCl0,1M y 1 mL de glicerol al 50%, para luego colocar 100 pL
de las células quimio-competentes en tubos de microcentrifuga de 1,5 mL autoclavados para ser

guardados en el refrigerador de -80 °C.
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Para lograr la expresion de los péptidos y la proteina Spy0128, se transformd el vector pBAD en las
células quimio-competentes E. coli BL21(DE3) pLysS (pFN18a HaloTag®_ His-Tag_ Avitag™) con el mismo
protocolo comentado anteriormente (Figura 3.2, en este caso las bacterias transformadas poseen 3
diferentes resistencias a antibidticos, las cuales son: AMP, KAN, CLO). Luego se escogid una colonia que
no presentara colinas satélites y se crecié en LB liquido estéril con los antibidticos correspondientes a

la cepa y a los vectores utilizados.

3.5 Expresion de la proteina de Spy0128 en presencia y ausencia de los péptidos bloqueadores.

3.5.1 Expresion de la proteina Spy0128 en cepas E. coli BL21(DE3) pLysS.

Las células de E. coli BL21(DE3) pLysS transformadas con el vector pFN18a se crecieron durante toda la
noche, para luego realizar la transferencia del inédculo a medios de 300 mL de LB previamente estéril.
Esto se realizé en un incubador orbital a 180 rpm equilibrado a 37 °C hasta llegar a OD 4o; tras alcanzar
la densidad dptica deseada se inducié durante 18h hrs en un incubador orbital a 180 rpm programado
a 20° C.Pasado las horas de induccidn, las bacterias se centrifugaron a maxima velocidad a 4 °C durante
15 minutos, descartando el sobrenadante y rescatando el pellet obtenido, para luego agregar PBS (1x),
PMSF 0,1 mM vy leupeptina 1 uM; se rompieron las células con el pulso ultrasénico “Pulse 150
Ultrasonic Homogenizer” de la marca Benchmark, se realizaron 75 ciclos, 8 segundos de pulso y
16 segundos de descanso a una amplitud de 60%. Se centrifugaron a maxima velocidad y a una

temperatura de 4 °C se guardo el sobrenadante y se descarto el pellet obtenido (Figura 3.3).

En paralelo, se realizd el control negativo a partir del indculo mencionado anteriormente, en este caso
no se indujeron con IPTG y se continué con el protocolo de la induccién: luego de llegar a OD g, S€
dejaron creciendo durante 18hrs en un incubador orbital programado a 20° C, se centrifugd a maxima
velocidad a 4 °C durante 15 minutos, luego agregar PBS (1x), PMSF 0,1 mM vy leupeptina 1 uM se
rompieron las células con el pulso ultrasénico, realizando el mismo protocolo mencionado
anteriormente. Se centrifugaron a maxima velocidad y a una temperatura de 4° C se guardd el

sobrenadante y se descartd el pellet obtenido.

32



Preinéculo de
BL21 (D3) pLysS

N1 Indeulo de 300 mL T 05mMIPTG
(Sp 0128) de LB liquido mds Lo
Pyolee) AMP y CAM (1%)

Induccién de 18 hrs a 20 °C a 180 rpm

PMSF
PBS 1x
| 1 Leupeptina

=/
T W
-+
Centrifugar y descartar el

pellet Concentracion de
pellety se descarta el
sobrenadante

T

QO

Figura 3.3 Diagrama de flujo de la expresidon de Spy0128. Metodologia utilizada para expresar Spy0128 en
conjunto con la proteina de etiqueta HaloTag® (Imagen preparada con BioRender®).

3.5.2 Expresion de los péptidos (C96, N14 y D3) en cepas de BL21(DE3) pLysS (pFN18a) quimio-

competentes.

Se escogid una colonia resultante de la transformacion del vector pBAD (C96), pBAD (N14) y pBAD (D3)
en cepas BL21(DE3) pLysS (pFN18a HaloTag® His-Tag_ Avitag™) quimio-competentes, para luego
crecer la colonia con medio LB estéril mas antibidticos (AMP, KAN y CLO) toda la noche. Se centrifugo
las células a 2000-3000 xg durante 15 minutos a temperatura ambiente (25 °C) y se descarto el
sobrenadante (medio LB) para luego colocar medio M9 estéril (10,5 g en 1 L) mds casaminoacidos
(0,2%) y acompafiado por suplementos: Glicerol (1,5%), Tiamina (40 mg/mL), MgSO4 (2 mM) y CaCl
(0,1 mM) y los siguientes antibidticos: AMP, KAN y CAM; se dejaron creciendo las células a 37 °C a 180

rpm hasta llegar ODgoo.
Las células se indujeron con L-arabinosa (0,2%) durante 3hrs en un incubador orbital a 180 rpm

programado a 37 °C, terminando la induccion de los péptidos se centrifugd el medio a 2000-3000 xg

durante 10 minutos a temperatura ambiente (25 °C) para eliminar completamente el medio M9 de las
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células. Luego para inducir la proteina, se agregd medio LB estéril con los antibidticos ya mencionados
anteriormente, agregando IPTG (0,5 mM) y se dejo 18hrs en un incubador orbital 180 rpm programado
37 °C. Finalizada la induccion de la proteina, se centrifugaron las células a maxima velocidad durante
15 minutos a 4 °C, el pellet obtenido se resuspendié en PBS (1x), PMSF (0,1 mM) y leupeptina (1 uM)
para romper las células con el pulso ultrasénico, se realizaron 75 ciclos, 8 segundos de pulso y 16
segundos de descanso a una amplitud de 60%. El producto obtenido se centrifugd a maxima velocidad
durante 30 minutos a 4 °Cy se guardd el sobrenadante (extracto crudo de proteinas) y se descarté el
pellet (Figura 3.4). En paralelo, se realizd el control negativo a partir del inoculo usado anteriormente,
en este caso, no se indujeron con IPTG ni con L-arabinosa, continuando con el protocolo mencionado

anteriormente exceptuando los inductores de la proteina y péptidos.

. 0,2% L-arabinosa
Preinoculo de

= Inéeulo de 300 mL de .
BLNF()%%"LVSS | M3 + Cas liquido mds Sy I
péptidos @ \A AMP, KAN y CLO F ;
/' > | v —‘—-.‘ =y

Induccion de 18 hrs a
20°C a 180 rpm

7
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Figura 3.4 Diagramade flujo de la expresion de Spy0128 y expresion de los péptidos. Metodologia utilizada para
expresar Spy0128 en conjunto con la proteina de etiqueta HaloTag®y la expresidn de los péptidos (C96, N14, D3)
en conjunto con la proteina de etiqueta Snap-tag® (Imagen preparada con BioRender®).
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3.6 Purificacion y verificacion de la expresion de Spy0128 en presencia y ausencia de los péptidos

bloqueadores.

3.6.1 Purificacion de la proteina Spy0128 en presencia y ausencia de los péptidos bloqueadores.

La purificacion de Spy0128 en presencia y ausencia de los péptidos bloqueadores se realizd a partir de
columnas de purificacién cargadas con Niquel. En primer lugar, se debié equilibrar la columna con
amortiguador de equilibrio (5 volimenes del volumen de la resina) todo el procedimiento a partir de
este paso es en hielo, se dejo recirculando el extracto crudo durante 1-2 hrs por la resina, luego se lavd
la columna de purificacién con amortiguador de lavado con 10 mM (10 volumenes), a continuacién, se
ocupd amortiguador de elucidén con diferentes concentraciones de imidazol (20 mM, 50 mM, 100 mM
y 400 mM) iniciando con 5 volimenes del amortiguador de elucién de 20 mM y terminando con la

concentracion de 400 mM, se recolectd la elucion de la columna de purificaciéon (Figura 3.5).
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Figura 3.5 Diagrama de flujo de la purificacion de la proteina Spy0128 en ausencia y presencia de los péptidos.
Metodologia utilizada para purificar la proteina Spy0128 en presencia y ausencia de los péptidos bloqueadores
gracias a la proteina His-Tag (Imagen preparada con BioRender®).

3.6.2 Verificacion de la expresion de Spy0128 y la expresidon de los péptidos a través de geles de

poliacrilamida SDS.

Para confirmar la expresidon de la proteina Spy0128 sin la expresion de los péptidos bloqueadores, se
utilizaron las muestras con mayor concentracién de proteina obtenidas en la purificacién. Las muestras
conaltas concentraciones de proteinas se concentraron en unidades de filtrado Amicon® 50 kDa (Merck

Millipore, UFC203024) a 3000 xg a 4 °C hasta llegar a un volumen final de 70-80 plL aproximadamente,
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recuperando lo concentrado en un tubo de microcentrifuga de 0,6 mL. A partir de la proteina
concentrada, se tomo 19 plL de la muestra a un nuevo tubo de 1.5 mL, se agregd 1 uL de “HaloTag®
Alexa Fluor® 488 Ligand” (1X) y se dejé incubando durante 20 minutos a 37 °C. Transcurrido el tiempo,
se agregd 5 L de buffer de carga SDS-PAGE (5X), luego se desnaturalizaron las proteinas a 95 °C por 10
minutos para ser cargadas en el gel de poliacrilamida SDS 8%. Al gel ya mencionado, se incluyd

controles: extracto crudo no inducido y extracto crudo inducido.

Por otro lado, la confirmacion de la expresion Spy0128 en conjunto con la expresion de los péptidos
bloqueadores, los procedimientos fueron parecidos a los mencionados anteriormente. Exceptuando,
solo en la preparacién de la muestra con las sondas fluorescente, hubo dos tipos de geles en este caso,
en primer lugar, uno con extractos crudos con diferentes tipos de induccién: Sin induccién Spy0128 (-
Spy0128) y sin induccidn de los péptidos (-Pep), induccién Spy0128 (+Spy0128) e induccidén de péptidos
(+Pep), +Spy0128 y -Pep, por ultimd -Spy0128 y +Pep. En segundo lugar, las proteinas purificadas y
concentradas con sus respectivos controles (extracto crudo no inducido y extracto crudo inducido).
Siguiendo, se utilizé igualmente 1 pL de “HaloTag® Alexa Fluor® 488 Ligand” (1X) y en otro tubo 1 pL de
SNAP-Surface® 488 y 19 uL de muestra se dejaron incubando 20 minutos a 37 °C. Transcurrido el
tiempo, se agregd 5 uL de buffer de carga SDS-PAGE (5X), luego se desnaturalizaron las proteinas a

95 °C por 10 minutos para ser cargadas en el gel de poliacrilamida SDS en gradiente (10%-15%).

Continuado, se realizd una electroforesis vertical, en un gel de poliacrilamida SDS ((8%) (10%-15%)),
para cargar el gel, se utilizd 5 uL del estandar de proteinas pretenidas PageRulerTM Plus (10 a 250 KDa)
y el estandar de proteinas pretefiida RGB PlusRGB “Maestrogen” 245kDa-11kDa y se cargé los 25 pL de
muestras desnaturalizadas. Para proteger la integridad de las sondas fluorescentes, la electroforesis se
corrio protegida de la luz y bajo condiciones de voltaje constante a 100 V por 1 hora, para luego ser

dejadas a 120 V por aproximadamente 2-3 horas, o hasta que el frente de migracidn se cayera del gel.

El gel fue visualizado usando un transiluminador con captura digital y equipado con epiluminiscencia.
En primer lugar, se visualizéd con luz azul para poder excitar las sondas fluorescentes, capturando una
foto al gel completo, en segundo lugar, se realizd la tincién “InVision™ His-Tag In-Gel Stain” para
visualizar los His-Tag de la proteina, ocupando la solucidon “Fixing Solution” durante una hora en
agitacién suave, para ser lavado con agua MiliQ durante 10 minutos en agitacién suave, dejando el gel

en la tincion de InVision durante 1 hora en agitacién suave y se finalizé utilizando el “phosphate buffer”
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durante 10 minutos en agitacion suave, visualizando la tincion en el transiluminador con luz
ultravioleta. En tercer lugar, se procedio a tefiir el gel con azul de Coomassie con agitacion suave
durante la noche, al dia siguiente se realizé la destincidon del gel con solucién de destincién durante el
dia hasta lograr visualizar las bandas. Se utilizé la misma cdmara y se tomd una nueva foto con luz

blanca.

3.7 Preparacion de proteinas para el uso del Microscopio de Pinzas Magnéticas.

3.7.1 Biotinilacion de la proteina Spy0128 en ausencia y en presencia de los péptidos bloqueadores.

La biotinilacién de la proteina Spy0128 es fundamental para permitir la inmovilizacién de la proteina a
la microesfera paramagnética, por tanto, evaluar la intervencién de la proteina. En esta reaccion, una
molécula de biotina se une covalente al grupo amino de uno los residuos contenidos en la secuencia
Avi-Tag®. Este procedimiento, se realizd empleando el kit de reaccién BirA 500-RT de Avidity, que
permite la unidn entre la biotina y la secuencia Avitag™ gracias al uso de ATP y la enzima biotina ligasa
(biotin-protein ligase) y se dejo la reacciéon durante 3 horas a 30 °C. Posteriormente, para conservar las

proteinas biotinililadas, se guardaron en el congelador de -20 °C con glicerol al 30%.

3.7.2 Elaboracion de las camaras de fluido.

Para lograr desplegar la proteina de interés se necesitd realizar un ambiente dptimo, para ello se
utilizaron camaras de fluido, estas permiten crear una interfase para que ocurra el experimento. Para
la preparacién de las cdmaras se utilizaron cubreobjetos de 24 x 40 mm (largos), el cual funciona como
plataforma para la funcionalizacién y donde ocurrird la inmovilizacidn de las proteinas, y segundo vidrio

mas corto de 22 x 22mm (cortos), el cual funciona para cerrar y generar la cdamara de fluido.

Para armar las camaras, se inicié con la limpieza de los cubreobjetos, para ello se utilizé el detergente
Hellmanex al 1% por 30 minutos en un bafio ultrasdnico a 50 °C, seguido de lavados con agua miliQ (10
veces), los cubreobjetos de cortos fueron lavados en etanol y secados en la estufa a 60 °C. Por otro
lado, los cubreobjetos largos se sumergieron en acetona por 30 minutos en el bafio ultrasénico, luego
se lavaron nuevamente con agua MiliQ (10 veces) y se lavd con etanol 99% (HPLC), para luego sumergir
los portaobjetos largos nuevamente en etanol 99% para colocarlos en el bafio ultrasénico durante 30
minutos, finalmente secarlos con aire comprimido y secarlos en la estufa a 60 °C. A continuacién, los

cubreobjetos largos ya lavados, se prepararon quimicamente con amino-sinalizados empleando (3-
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Aminopropil) trimetoxisilano al 1% en una solucién alcohdlica (Etanol o Metanol) durante 20 minutos
y luego se lavaron 3 veces con una solucidon alcohdlica (Etanol o Metanol) y secados nuevamente en

una estufa a 100 °C durante 1-2 horas.

Con ambos cubreobjetos limpios y funcionalizados, se formd la camara de fluido entre ambos vidrios
usando Parafilm de (40 x 20 mm) como espaciador, se colocé sobre las orillas superiores e inferiores
de los cubreobjetos largos, gracias al grosor del Parafilm se forma una interfase de aproximadamente
200-300 pum, entre el cubreobjeto largo y corto (Figura 3.6). Para sellar la unién de los cubreobjetos
evitando todo tipo de filtracion por los bordes, se calentaron los cubreobjetos superpuestos entre si en
un bloque térmico a 90 °C; posteriormente, sobre el vidrio superior o cubreobjeto corto, se trazd una

linea con un lapiz hidrofébico para evitar filtraciones.

A. B. C.

| 1%
o ' J
22x40 mm [ 2202mm__\ K Y
f—"""—N o Ls—‘
& N
Portaobjetos | Parafilm .,'
22x22 mm o
&
Portaobjetos & N
2240mm o ;
Parafilm = e
‘e Si
te 7.5
- 293
SiSiSi

Figura 3.6 Funcionalizacion de superficies y preparacion de la camara de fluido. A. Fotografia de una camara de
fluido utilizada en el experimento de pinzas- magnéticas. B. esquema del montaje de la cdmara de fluido. C.
Quimica de superficie utilizada en la funcionalizacién del portaobjetos con el ligando HaloTag® O4. La
fncionalizacién incluye una quimica de 3 pasos: adiciéon de un griupo amino por medio de amino-silanizacion,

adicion de un entrecruzador —glutaraldehido—, y finalmente la adicién del cloro-alcano o sustrato de HaloTag.

Formada la camara de fluido, se realizd la preparacién de la cdmara, adicionando en primer lugar
glutaraldehido al 1% en amortiguador PBS dejando la incubacion de este durante 1 hora, continuando
en segundo lugar, se agregaron sin lavar la cdmara, las esferas de poliestireno con amino de superficie
en una dilucion de 200X en amortiguador PBS durante 20 minutos. Luego se agregd 100 uL de Halo-
amino(04)-ligando en una dilucién de 500x durante minimo 4 horas o dejar toda la noche a 4 °C,
transcurrido el tiempo se lavd 2 veces la camara con 100 pL de amortiguador Tris/BSA 1% y se dejé la

camara con 200 pL de amortiguador Tris/BSA 1% durante toda la noche; dejando pasivar los grupos
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aldehidos reactivos no modificados con los grupos amino presente en el BSA. Por otro lado, las
microesferas paramagnéticas de estreptavidina “DynaBead” M270 se prepararon un dia antes de ser
ocupadas (30 pL de microesferas y 1 mL de HEPES/BSA 1%) dejandolas en un rotor a 4 °C; luego de que
las cdmaras hayan pasado toda la noche con el amortiguador Tris/BSA 1%, se debieron lavar 3 veces
con 100 pL de amortiguador HEPES/BSA 1%, para continuar con la incubaciéon de la proteina de interés
adicionando 200 plL de esta en la cdmara de fluido, lavando nuevamente 3 veces con 100 L de
amortiguador HEPES/BSA 1%, finalizando con la adicion de 50 plL de microesferas paramagnéticas de

estreptavidina M270 a la cdmara de fluido y llevando la cdmara al microscopio de pinzas magnéticas.

3.7.3 Microscopio de pinzas magnéticas “MT”.

Para lograr ver la extensidon de la proteina Spy0128 con la presencia y ausencia del péptido C96,
utilizaremos el microscopio de pinzas magnéticas “Magnetic Twezer (MT)”, el cual fue desarrollado en
el laboratorio por un estudiante; este microscopio tiene la ventaja de poder estudiar la dindmica de

proteinas y biomoléculas en el rango fisioldgico de fuerza, estas dinamicas ocurren en escalas de

NE
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Figura 3.7 Representacion de la dinamica de desplegamiento de la estructura de la proteina. Unidn covalente
de la proteina HaloTag® al Halo-amino(0O4)-ligando funcionalizado en la cdmara de fluido, por el otro extremo se
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une la esfera paramagnética de estreptavidina a la biotina ejerciendo la fuerza en la estructura de la proteina;
por otro lado, se encuentra a la esfera de referencia anclada a la cdmara de fluido.

Se colocé la camara de fluido cargada con la proteina y las microesferas paramagnéticas, en el
microscopio de pinzas magnéticas. El andlisis de la extension de la proteina se realizé a partir de dos
softwares, el primero es MT_Optimus, en este programa seleccionaremos las microesferas para el
andlisis, para ello ocupamos la opcion ROI (Region Of Interest) la cual nos mostrara la regidn de interés
donde se encuentran nuestras microesferas, las seleccionaremos e iremos a la opcién “Mesure” esta
permite realizar la medicion de las microesferas seleccionadas (Figura 3.7), luego se generd un conjunto
de imagenes con la funcion “Stack” y se debid enfocar nuevamente las microesferas para generar la

relacidn de las microesferas y finalmente ocupar el pulso magnético con el protocolo de la Tabla 1.

Tabla 3.2 Protocolo de pulso utilizado para medir la extension de la proteina Spy0128 cony sin intervencion de

los péptidos bloqueadores.

5.5 30 Lineal
1.5 30 Constante
1.5 30 Lineal
5.5 30 Constante

Para el analisis de la extension de los diferentes registros capturados en los ensayos de elasticidad, se
utilizé el programa Igor 8 (WaveMetrics). En él se graficaron los datos entregados por el programa

MT_Optimus permitiendo el andlisis y la estadistica de la extension de Spy0128.
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4. Resultados

4.1 Creacion y obtencion de los péptidos bloqueadores del enlace isopeptidico.

4.1.1 Creacion de los péptidos bloqueadores a partir de RPG.

Antes de generar el péptido de interés, se analizo la afinidad de los péptidos bloqueadores que seran
utilizados como controles en este estudio. Para ello se utilizdé RPG como herramienta de analisis; en
primer lugar, se estudié la afinidad del péptido N14 Tabla 3.1 (control positivo), en este caso solo se
utilizaron 10 aminoacidos del péptido debido a la capacidad de procesamiento del programa
(KEMTITFNTNK) vy, en segundo lugar, el péptido D3 Tabla 3.1 (control negativo), se disefié previamente

en el laboratorio para la bacteria Corynebacterium diphtheriae tiene 7 aminodcidos (EIKNIKQ).

El ensayo de acoplamiento molecular realizado por medio de RPG para el péptido N14 revelé una
afinidad de -7.6 kcal/mol (Tabla 4.1). Este resultado es determinante para comparar las afinidades de
los demas péptidos bloqueadores, debido a que es la cadena de la hebra original de la proteina. Por
otro lado, el péptido D3, consistente en una cadena de 7 aminoacidos “EIKNIKQ” y que se disefid
previamente en el laboratorio y que es usado como control negativo, tiene una afinidad medida por

medio de RPG de -7.4 kcal/mol (Tabla 4.1).

Tabla 4.1 Resultados de la afinidad obtenidos a partir de RPG de los péptidos controles “D3” y “N14”.
Nombres de los | Afinidad
Péptidos kcal/mol

‘ N14 (original)

‘ D3

Por ultimo, el péptido creado a partir de RPG se generd a partir de reiteradas iteraciones de las
posiciones de los aminoacidos tomando en consideracidon que en su creacién debia contener al menos
un aminodcido de asparagina para la intervencién del enlace isopeptidico entre Lys179-Asn303. En el
disefo se utilizd una asparagina en la posicién N°4 (Tabla 4.2). Luego de fijar la posicidn, se iteraron las
posiciones restantes con una lista de 20 aminoacidos, generada por el programa. Una vez finalizada la
ultima etapa de la generacidn de péptidos, se obtuvieron los archivos que contenian una lista con las

afinidades obtenidas de cada uno de los acoplamientos realizados, y seleccionamos en RPG un valor de
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afinidad del -7.6 kcal/mol para lograr observar péptidos con mayores afinidades a la obtenida por el
péptido original (Tabla 4.1). Se obtuvo un péptido con el valor mas alto de afinidad -9.0 kcal/mol,
nombrado como C96 (Tabla 4.2). Este péptido tuvo una afinidad mucho mayor a la cadena original o

péptido N14; por lo tanto, este péptido es utilizado para los ensayos de intervencion in vitro del enlace

isopeptidico de Spy0128.

Tabla 4.2 Resultado de la afinidad obtenida del péptido creado a partir de RPG “Random Peptide Generator”.
Afinidad

Péptido de RPG

kcal/mol
Disefio péptido

1o

4.1.2 Diseiio del vector de expresidn de los péptidos.

El vector seleccionado para incluir las secuencias codificantes de los péptidos bloqueadores es el pBAD.
En este vector se clonaron de manera independiente los tres péptidos bloqueadores. El péptido C96,
especificamente desarrollado para interferir con el enlace isopeptidico entre Lys179--Asn303 de la

proteina Spy0128, por otro lado, los péptidos: N14 control positivo y D3 control negativo del sistema

(Figura 4.1 B1-3).
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Figura 4.1 Disefio del Vector pBAD con diferentes péptidos bloqueadores. A. Mapa circular del vector pBAD, el
cual posee un promotor de arabinosa “araBAD”, que controla la expresion de los péptidos. La secuencia del
péptido es antecedido -por la region de union al ribosoma “RBS” y sucedido por una secuencia de corte TEV junto
a la fusion SNAP-Tag, usado en los ensayos de seguimiento en geles. B. Representacién de los péptidos. B.1. El
péptido C96 creado en el laboratorio por el software “RPG” luego el sitio de corte TEV y la proteina de etiqueta.
B.2. El péptido N14, luego el sitio de corte TEV y la proteina de etiqueta. B.3. El péptido D3 creado en el
laboratorio, luego el sitio de corte TEV y la proteina de etiqueta (Imagen preparada con SnapGeney BioRender®).

4.1.3 Expresion de los péptidos bloqueadores del enlace isopeptidico.

Tras el disefio del vector pBAD, se buscé evaluar la expresion de los péptidos en conjunto con la
proteina de etiqueta SNAP-tag®, esencial para detectar la presencia de los péptidos. La induccion de la
expresién del péptido se llevd a cabo por la adicidon de L-arabinosa, registrando mds tarde y por medio
de electroforesis vertical en poliacrilamida-SDS al 15%, la presencia o ausencia de los diferentes
péptidos. Para confirmar la expresion de los péptidos, se cargaron los extractos crudos obtenidos de la
bacteria inducida en conjunto con la sonda fluorescente SNAP-Surface®Alexa Fluor® 488 para

evidenciar la presencia de la proteina de etiqueta SNAP-tag®.
En los geles y bajo iluminacién con luz azul, se observaron bandas en todas las condiciones ensayadas

(Figura 4.2). En la condicion de induccion con el péptido D3—22.6 kDa—, se detectd una banda por

debajo de los 25 kDa. En la condicién de induccién con el péptido N14—23.8 kDa—, se observd una
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banda cercana alos 25 kDa. Finalmente, en la condicién de induccién con el péptido C96—23 kDa—,
se detectaron dos bandas, una con mayor masa molecular que la otra, ambas cercanas a los 25 kDa.
Las bandas fueron detectables sdlo en la condicidn en presencia del inductor arabinosa, no asi en su

ausencia, descartando fuga de expresion y confirmando el adecuado control del promotor pBAD.

l. PéptidoD3  PéptidoN14  Péptido C96 I. PéptidoD3  PéptidoN14  Péptido C96
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Figura 4.2 Gel de poliacrilamida SDS al 15% cargados con la induccion de los péptidos bloqueadores. I, tincién
con la sonda fluorescente SNAP-Surface®Alexa Fluor® 488. 1, tincidn con azul de Coomassie. Carril 1: estandar de
proteina pretefiidas PageRulerTM Plus de 10 a 250 kDa (Marcador Molecular “MW?”), Carril 2: control negativo
de la induccién del Péptido D3 (-Ara), Carril 3: induccidn del Péptido D3 (+Ara), Carril 4: control negativo de la
induccion del Péptido N14 (-Ara), Carril 5: induccidn del péptido N14 (+Ara), Carril 6: control negativo de la
induccién del Péptido C96 (Ara-), por ultimo, Carril 7: induccidn del Péptido C96 (Ara+).

4.2 Evaluacion de la intervencion de péptidos bloqueadores del enlace isopeptidico de la proteina

Spy0128 a través de geles SDS-PAGE.

4.2.1 Expresion y purificacion la proteina Spy0128 sin la intervencion de los péptidos bloqueadores.

Buscamos evaluar la expresiéon de la proteina Spy0128 en conjunto con sus proteinas de fusidn
HaloTag® e His-Tag (Figura 3.1) por medio del inductor IPTG. Tras la expresidon de la proteina, se purificd
las proteinas obtenidas para evaluarlas a través de una electroforesis vertical, utilizado un gel de

poliacrilamida-SDS al 8%, cargando en el gel las fracciones obtenidas en la purificacidn con
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cromatografia de afinidad en columnas. La afinidad se produjo gracias a las histidinas (6x His-Tag) que
se encuentran expresadas en el constructo, donde las histidinas tienen afinidad por el niquel presente

en la columna de purificacion.

Para distinguir las proteinas de etiqueta asociadas a nuestra proteina de interés, se utilizé la sonda
fluorescente HaloTag® Alexa Fluor® 488 Ligand, la que se une covalentemente a la proteina de
etiqueta HaloTag®. Por otro lado, se utilizé la tincién InVision, la cual se une especificamente en
secuencias His-Tag. A partir de lo presentado en la Figura 4.3, podemos concluir que efectivamente
nuestra proteina de interés se expresd y se purificd correctamente. La proteina Spy0128 se expresa
como proteina de fusidn a la proteina de etiqueta HaloTag® y la proteina His-Tag, obteniendo bandas

superiores a los 130 kDa, en perfecta concordancia con la masa molecular esperada de 133 kDa.

I Controles  __ Fracciones " Controles _____ Fracciones m Controles  ____ Fracciones
. PTG +IPTG  50mM 100mM : PTG +IPTG  50mM 100mM . PTG +IPTG  50mM 100mM
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kDa T o > kDa
250p - 250
no»r '
100}'
(] 2 ; s
. f S
| : & A I TR S
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Figura 4.3 Expresiony purificacion de la proteinaSpy0128 en conjunto con las proteinas de etiqueta (HaloTag®
y AviTag). |, tincion con sondafluorescente HaloTag® Alexa Fluor® 488 Ligand. Il, Tincidn con InVision. 11, tincion
con azul de Coomassie. Carril 1: estandar de proteina pretefiidas PageRulerTM Plus de 10 a 250 kDa (Marcador
Molecular “MW?”), Carril 2: control negativo de la induccion (-IPTG), Carril 3: control positivo de la induccién
(+IPTG), Carril 4: Fraccién N° 5 de la elucidn con amortiguador de elucién con 50 mM de imidazol, Carril 5-7:
fracciones N° 1-3 de la elucién con amortiguador de elucién con 100 mM de imidazol.

4.2.2 Verificacion de la induccion y expresion la proteina Spy0128 con la intervencion de los péptidos

bloqueadores en diferentes condiciones de expresion.

A continuacidén, se buscé evaluar la expresion secuencial de los péptidos bloqueadores seguido por la
induccién de la proteina HaloTag®-Spy0128-His-Tag. Para ello se realizaron coexpresiones de los
constructos de interés, en primer lugar, induciendo los péptidos en conjunto con su proteina de fusidn

SNAP-tag®, seguido de la proteina Spy0128 con su respectiva proteina de etiqueta HaloTag®. La
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expresion secuencial se evallio a través de una electroforesis vertical, utilizando un gel de

poliacrilamida SDS de 10% y 15% (Figura 4.4, 4.5, 4.6).

Para diferenciar la proteina de fusién de los péptidos se utilizé la sonda fluorescente SNAP-Surface®
Alexa Fluor® 488 “S”, la que se une covalentemente a la proteina SNAP-tag®. Por otro lado, para
diferenciar las proteinas de etiqueta que presenta nuestra proteina de interés, se utilizéd la sonda
fluorescente HaloTag® Alexa Fluor® 488 Ligand “H”, la que se une covalentemente la proteina de
etiqueta HaloTag®. Por otro lado, al igual que en el caso de la expresidon de la proteina Spy0128, se

utilizé InVision para identificar la etiqueta His-Tag.

A partir de lo presentado en la Figura 4.4, confirmamos la expresién tanto del péptido D3 como de la
expresion de la proteina quimérica Spy0128, obteniendo una banda cercana a los 20 kDa ademds de
un doble bandeo superior a los 135 kDa. Este doble marcaje, explicaria proteinas de alta masa
molecular separadas por unas cuantas decenas de kDa, por lo que, considerando la evidencia de
marcaje y migracién bajo SNAP-tag®, HaloTag®, e InVision, podria tratarse de una proteina quimérica
Spy0128 y una versién decorada (Figura 4.4 1). Cabe mencionar, en el caso de la condicién de
expresién de la proteina Spy0128 y con marcaje con el ligando del HaloTag, se aprecia un gran nimero
de bandas de baja masa molecular ubicadas aproximadamente a 75 kDa y 50 kDa, probablemente

asociadas a hidrolisis de la proteina quimérica.
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Figura 4.4 Coexpresion entre el péptido D3 y la proteina Spy0128 con diferentes condiciones de induccion. |,
se encuentra la tincién con las sondas fluorescentes en primer lugar para todas las condiciones se encuentra la
sonda SNAP-Surface® Alexa Fluor® 488 “S”y en segundo lugar la sonda fluorescente Halo-Tag® Alexa Fluor® 488
Ligand “H". I, Tincion con InVision. lll, tincidon con azul de Coomassie. En el carril 1: estandar de proteinas
pretefiida RGB PlusRGB “Maestrogen” 245kDa-11kDa (Marcador Molecular “MW”), Carriles 2-3: condiciones de
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coexpresién de -Spy y -D3, Carriles 4-5: condiciones de coexpresidn de -Spy y +D3, Carriles 6-7: condiciones de
coexpresién +Spy y -D3, por ultimo, Carriles 8-9: condiciones de coexpresién +Spy y +D3.

Por otro lado, repetimos los mismos ensayos y analisis de la coexpresion para el péptido N14. Tal cual
como en el caso anterior, se obtuvo banda cercana a los 25 kDa en las condiciones de induccidon de
s6lo el péptido y una Unica banda a superior a los 130 kDa en la condicidn de induccidn de la proteina
(Figura 4.5). Aqui la decoracidn no parece tan evidente; doble bandeo no esta presente, tampoco las

bandas de baja masa molecular asociadas probablemente a la hidrdlisis.
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Figura 4.5 Coexpresion entre el péptido N14 y la proteina Spy0128 con diferentes condiciones de induccion.
I, se encuentra la tincidn con las sondas fluorescentes en primer lugar para todas las condiciones se encuentra
la sonda SNAP-Surface® Alexa Fluor® 488 “S” y en segundo lugar la sonda fluorescente Halo-Tag® Alexa
Fluor® 488 Ligand “H". Il, Tincién con InVision. lll, tincidn con azul de Coomassie. En el carril 1: se encuentra el
estandar de proteina pretefiidas PageRulerTM Plus de 10 a 250 kDa (Marcador Molecular “MW”), Carriles 2-3:
condiciones de coexpresion de -Spy y -N14, Carriles 4-5: condiciones de coexpresién de -Spy y +N14, Carriles 6-
7: condiciones de coexpresion +Spy y -N14, por ultimo, Carriles 8-9: condiciones de coexpresion +Spy y +N14.

Por ultimo, se ensayd la coexpresion de la proteina en la presencia del péptido C96, péptido
especialmente disefado para intervenir con la formacién del enlace. De los ensayos de expresion, se
obtuvo una banda cercana alos 25 kDa en las condiciones donde inducimos el péptido y mientras que
una banda superior alos 130 kDa en la condicion de induccién de la proteina (Figura 4.6). Las bandas
obtenidas en estos ensayos corresponden a los pesos moleculares tanto del péptido como de la
proteina, confirmado por las bandas obtenidas tanto para la tincién con la sonda fluorescente
HaloTag® ligando, la tincién InVision y la tincién con azul de Coomassie. Aqui la decoracién, tal cual
como en el caso anterior, no parece tan evidente; doble bandeo no esta presente, tampoco las bandas

de baja masa molecular asociadas probablemente a hidrdlisis.
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Figura 4.6 Coexpresion entre el péptido C96 y la proteina Spy0128 con diferentes condiciones de induccién. |,
se encuentra la tincién con las sondas fluorescentes en primer lugar para todas las condiciones se encuentra la
sonda SNAP-Surface® Alexa Fluor® 488 “S”y en segundo lugar la sondafluorescente Halo-Tag® Alexa Fluor® 488
Ligand “H". Il, Tincion con InVision. ll1, tincién con azul de Coomassie. En el carril 1: se encuentra el estdndar de
proteina pretefiidas PageRulerTM Plus de 10 a 250 kDa (Marcador Molecular “MW?”), Carriles 2-3: condiciones
de coexpresionde -Spyy -C96, Carriles 4-5: condiciones de coexpresidén de -Spyy +C96, Carriles 6-7: condiciones
de coexpresién +Spy y -C96, por ultimo, Carriles 8-9: condiciones de coexpresion +Spy y +C96.
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Estos resultados nos confirman que la bacteria puede expresar tanto los péptidos bloqueadores como
la proteina de interés, no obstante, las decoraciones de la proteina Spy0128 puede ser marginal. En las
condiciones donde existe tanto el péptido como la proteina quimérica Spy0128, y son tratados con el
ligando de SNAP-tag®, no hay evidencia de proteina decorada a alta mas molecular o bandas de
hidrolisis, solo lo que seria la banda correspondiente al péptido (Figura 4.4, 4.5y 4.6). En el caso de que
exista una posible decoracién con el péptido, puede ser muy baja, por lo que se hace necesario purificar

la proteina, de modo de poder cuantificar de manera precisa la decoraciéon y posibles cambios en la

movilidad electroforética.

4.2.3 Expresion y purificacién la proteina Spy0128 con la intervencidn de los péptidos bloqueadores.

Una vez confirmado que la bacteria puede expresar tanto los péptidos blogqueadores como la proteina
de interés, se buscd evaluar la expresion y purificacién del constructo en conjunto con sus proteinas de
fusidon, ya mencionadas anteriormente. Tras hecha la expresién secuencial entre los péptidos y la
proteina, se realizd la purificacion de las proteinas obtenidas para evaluarlas por medio de la técnica
de electroforesis vertical, utilizando un gel de poliacrilamida SDS al 8% cargando las fracciones
obtenidas en la purificacion por medio de cromatografia de afinidad. Al igual que en la seccién anterior,

para diferenciar las proteinas de etiqueta que presenta nuestra proteina de interés, se utilizd la sonda
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fluorescente HaloTag® Alexa Fluor® 488 Ligand, la que se une covalentemente a la proteina de etiqueta

HaloTag® e InVision la que tife la secuencia His-Tag.

A partir de lo presentado en la Figura 4.7, podemos concluir que efectivamente nuestra proteina de
interés se expresé y se purificd correctamente, debido a que queda unida a la proteina HaloTag® y la
proteina His-Tag, observamos dos bandas que practicamente migran por debajo de los 135 kDa,
correspondientes a la masa molecular de la proteina. Por otra parte, no se obtuvo ninguna banda por
arriba de esta masa molecular de la proteina, tal como se aprecio en los geles de extractos crudos. Se
observan un par de bandas por debajo de los 100 kDa y por arriba de los 75 kDa posiblemente asociados
a hidrolisis de la proteina decorada. En la tincidon conazul de Coomassie, se observan diferentes bandas
por debajo del peso molecular de la proteina de interés, confirmando contaminantes en la purificacién

que nos son eliminados en los pasos cromatograficos.
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Figura 4.7. Coexpresion y purificacion entre el péptido D3 y la proteina Spy0128. |, tincidon con la sonda
fluorescente Halo-Tag® Alexa Fluor® 488 Ligand. Il, Tincién con InVision. Ill, tincidon con azul de Coomassie. En
el Carril 1: el estandar de proteinas pretefiida RGB PlusRGB “Maestrogen” 245kDa-11kDa (Marcador Molecular
“MW?”), Carril 2: Control negativo dela coexpresion -D3 -Spy0128 “-Ara, -IPTG” (Extracto crudo), Carril 3: Control
positivo de la coexpresidn +D3 +Spy0128 “+Ara, +IPTG” (Extracto crudo), Carril 4-7: fracciones N° 2-5 obtenidas
a partir del amortiguador de elucién 50 mM de imidazol.

En el caso del ensayo de coexpresion de Spy0128 en presencia del péptido control N14, la proteina se
puede purificar e identificar al menos una banda por arriba de los 130 kDa que coincide con la masa

molecular de la proteina (Figura 4.8). No obstante, en fracciones eluidas a 50 y 100 mM imidazol, se
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puede encontrar una banda extra ahora localizada por debajo de los 250 kDa, aproximadamente con

una masa molecular de 180 kDa (Figura 4.8 I, Il, Ill). Esta banda podria ser evidencia de la decoracion

de la proteina con el péptido N14. Bajo la tincién con InVision, es posible ver que hay varias bandas

extras de menor masa molecular, probablemente asociadas con hidrélisis de la proteina quimérica.
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Figura 4.8 Coexpresion y purificacion entre el péptido N14 y la proteina Spy0128. I, tincién con la sonda
fluorescente Halo-Tag® Alexa Fluor® 488 Ligand. Il, Tincién con InVision. Ill, tincidn con azul de Coomassie. En
el Carril 1: Estandar de proteina pretefiidas PageRulerTM Plus de 10 a 250 kDa (Marcador Molecular “MW”),
Carril 2: Control negativo de la coexpresion -N14 -Spy0128 “-Ara, -IPTG” (Extracto crudo), Carril 3: Control
positivodelacoexpresion +N14 +Spy0128 “+Ara, +IPTG” (Extracto crudo), Carril 4-5: fracciones N° 2-3 obtenidas
a partir del amortiguador de elucion 50 mM de imidazol. Carril 6: fraccién N° 2 obtenida a partir del
amortiguador de elucién 100 mM de imidazol.

Por ultimo, en la coexpresidn de la proteina Spy0128 en la presencia del ahora disefnado péptido C96,

se logré purificar la proteina evidenciando una banda que coincide con la masa molecular de la proteina

quimera pero ademas una banda localizada a alta masa molecular (Figura 4.9, ver carriles 5y 6). Al

igual que en el caso anterior, la banda se obseva mejor en la condicidn capturada en InVision, tincion

para His-Tag, sugiriedno una posible decoracidon de la proteina con el péptido.
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Figura 4.9 Coexpresion y purificacion entre el péptido C96 y la proteina Spy0128. I, tincién con la sonda
fluorescente Halo-Tag® Alexa Fluor® 488 Ligand. Il, Tincién con InVision. Ill, tincidn con azul de Coomassie. En
el Carril 1: Estandar de proteina pretefiidas PageRulerTM Plus de 10 a 250 kDa (Marcador Molecular “MW”),
Carril 2: Control negativo de la coexpresion -C96 -Spy0128 “-Ara, -IPTG” (Extracto crudo), Carril 3: Control
positivo de la coexpresion +C96 +Spy0128 “+Ara, +IPTG” (Extracto crudo), Carril 4-5: fracciones N° 4-5
Fracciones obtenidas a partir del amortiguador de elucién 50 mM de imidazol. Carril 6: fraccion N° 4 obtenida
a partir del amortiguador de elucién 100 mM de imidazol.

Luego de este analisis, y con la idea de facilitar la deteccion de la posible proteina Spy0128 decorada
con los péptidos, las fracciones de las diferentes purificaciones fueron concentradas mediante unidades
de filtracion Amicon (100 kDa) y luego decoradas con el ligando del HaloTag®. Para facilitar el ensayo y
hacerlo compartivo para los diferentes tres péptidos, las condiciones fueron analizadas mediante
electroforesis de poliacrilamida SDS al 8% agregando la misma cantidad de proteina total. En la Figura
4.10, se resumen este ensayo donde se puede apreciar la banda aproximadamente a 130 kDa, evidencia
de la proteina quimérica Spy0128. No obstante, en el caso de los peptidos D3 y N14, esta banda es

acompanada por una segunda banda a alta masa molecular, aproximadamente 250 kDa.
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Figura 4.10 Proteinas concentradas de Spy0128 con laintervencion de los diferentes péptidos bloqueadores. I,
tincién con la sonda fluorescente Halo-Tag® Alexa Fluor® 488 Ligand. Il, Tincidn con InVision. lll, tincién con azul
de Coomassie. En el Carril 1: Estandar de proteina pretefiidas PageRulerTM Plus de 10 a 250 kDa (Marcador
Molecular “MW?”), Carril 2: Proteina Spy0128 intervenida con el péptido D3, Carril 3: Proteina SPy0128
intervenida con el péptido N14, por ultimo, Carril 4: Proteina Spy0128 intervenida con el péptido C96.

Por lo tanto, luego de terminar con los ensayos de coexpresidon podemos concluir que se logrd
confirmar la expresién, purificacién y concentracion de las proteinas Spy0128, tanto en ausencia como
presencia de los diferentes péptidos bloqueadores (Figuras 4.7, 4.8, 4.9, 4.10). Sorprendentemente, el
péptido D3, el cual escogimos inicialmente para usarlo como control de nuestro sistema, al no contener
necesariamente un contexto de secuencia, mostré muy buenos resultados en los ensayos de migracion
electroforética. Bandas de alta masa molecular y doble bandeo estaban presentes en estos ensayos
(Figura 4.7 y 4.19). Por otro lado, el péptido C96 no mostrd, al menos en estos ensayos in vitro,

evidencias importantes de decoracion o mayores que el péptido N14.
4.3 Extension de la proteina Spy0128 con la ausencia y presencia de los péptidos bloqueadores.

4.3.1 Extension de la proteina Spy0128 en la ausencia de los péptidos bloqueadores.

Luego de la expresidn de la proteina sin la coexpresién de los péptidos, probamos la extensién de la
proteina en el microscopio de pinzas magnéticas. Esto se realizd siguiendo los protocolos mencionados
en la metodologia, donde se expuso a la proteina a una fuerza constante evaluando la ganancia de

extensién y usando los reporteros de desplegamiento dominios 127. En la Figura 4.11, se visualizan 4
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peldafios en el grafico, correspondientes alos dominios reporteros y la proteina de etiqueta HaloTag®.
La extension maxima de la proteina fue de aproximadamente 270 nm; la primera extensidon que se
visualiza posee un largo de 41 nm por el efecto de la fuerza ejercida por la posicion del magneto que
en este caso fue 1,6 mm de la cdmara, dada esa posicion, la fuerza ejercida en la esfera paramagnetica
fue de 80 pN para lograr la extensidn de la proteina de etiqueta HaloTag®. Por otro lado, las siguientes
tres extensiones que se logran visualizar corresponden a los reporteros de extensién 127, el primer
dominio de 127 midié 20 nm de extensidn por el efecto de la fuerza ejercida por la posiciéon del magneto
que fue 1,6 mm de la cdmara, la fuerza ejercida fue de 92 pN; el siguiente dominio de 127 midio 29 nm
de extension dado por la posicion del magneto que fue de 1,5 mm de la camara ejerciendo una fuerza
de 97 pN; por ultimo, el siguiente dominio de 127 midio 21 nm de extensién dado por la posicién del
magneto que en este caso fue 1,4 mm de la cdmara ejerciendo una fuerza de 103 pN; para entender el
proceso que ocurrié se encuentra un esquema en el costado derecho de la imagen para ejemplificar el

proceso de extension de la proteina.

E 200
RS
c
N=]
w
c
:
m 127

100 o
Zz BOPN 92PN oo 103 pN |Z|
= . w WY~ Y.
gwo—4g Yy ¥y Lamm
] mm
i R — ,,1’6""“,1,’6"‘,',", 1,5mm L g L
£ g S !—A —_ v e Q) T
b O
z 57 | | | | I Y

168 170 172 174 176 178
Tiempo (s)

Figura 4.11 Resultados de la extension de la proteina Spy0128 en el microscopio de pinzas magnéticas. En el
costadoizquierdode laimagense encuentrael grafico de extensién de la proteinaSpy0128, endondese visualiza
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los dominios reporteros de extensién de la proteina y la extension de la proteina de etiqueta HaloTag®; en la
parte inferior del grafico se encuentran las posiciones del magneto y las fuerzas ejercidas por la posicién de este,
por otro lado, en el costado derecho se encuentra un esquema representativo de la extensién de los dominios
reporteros de la proteina.

Para determinar de manera precisa la dimensidon de cada uno de los eventos de desplegamiento se
utilizé el mismo programa mencionado anteriormente “lgor”, ejecutando histogramas de posicidn de
las microesferas. En la Figura 4.12 A, se presenta el histograma de posicidn obtenido a partir del grafico
mostrado anteriormente, generando 4 picos por cada transicion de estado que generaba la esfera
paramagnética cuando se desplegaba un dominio de la proteina, con el mismo orden que se comentd
anteriormente, representando los datos a través de un histograma de posicion con una distribucion
gaussiana de los datos en la parte superior y en la parte inferior se encuentran el histograma con la
distribucién gaussiana. En la Figura 4.12 B se representan los datos obtenidos a partir del histograma
de posicién presentado en la Figura 4.12 A estos valores se obtuvieron gracias a las diferentes deltas
de transicion de la microesfera “pico”, para lograr medir cada perturbacion se realizd la resta de cada
posicidon de los “picos” obteniendo el valor de cada transicion ocurrida, obteniendo diferentes
transiciones correspondientes a las distancias de los dominios de extensidn y proteina de etiqueta. En
primer lugar, la diferencia entre el pico 0-1 da como resultado una extension de 41 nm correspondiente
a la proteina HaloTag®; en segundo lugar, la diferencia entre el pico 1-2 da una extensién de 20 nm
asociada a la extensién del dominio reportero 127; en tercer lugar y cuarto lugar la diferencia entre los

picos 2-3y 3-4 dan como resultado extensiones de 29 nm y 21 nm respectivamente.
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Figura 4.12 Histogramas de estado de la proteina Spy0128. A. Histograma de estado de Spy0128 obtenido a
partir del grafico de extension de la proteina, en el eje x es la extensidn (nm) y en el eje y se encuentra la cantidad
de veces que la esfera paramagnéticaestuvo en ese estado. B. Tablade datos obtenida porla transiciéon de estado

de la esfera paramagnética.

4.3.2 Extension de la proteina Spy0128 con la intervencion de los péptidos bloqueadores.

Luego de la expresidn de la proteina Spy0128 con el péptido bloqueador D3, se realizaron los ensayos
de extension de la proteina coexpresada en el microscopio de pinzas magnéticas; esto se realizé con
los protocolos mencionados en la metodologia de este trabajo. Para determinar de manera precisa la
dimension de cada uno de los eventos de desplegamiento se utilizé el mismo programa mencionado
anteriormente “Igor”, ejecutando histogramas de posicién de las microesferas para todas las

condiciones mostradas de aqui en adelante.

La proteina coexpresada con el péptido D3 tuvo una extension maxima de 820 nm aproximandamente,
resutado de una proteina intervenida conel péptido control “Negativo”. En la Figura 4.13, se
encuentran 4 extensiones totales de desplegamiento; en primer lugar, el primer dominio desplegado

posee una extension de 25 nm correspondiente a un dominio reportero “127”, el siguiente dominio
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tuvo una extension de 57 nm asociado a la extensidon de la proteina de etiqueta HaloTag®; los siguientes
dos dominios que se encuentran en el grafico tuvieron una extension de 28 nm y 16 nm, coincidiendo
con la extension aproximada de los dominios reporteros “127”; la extension completa de la proteina

fue de 25 segundos aproximadamente.
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Figura 4.13 Resultados de la extension de la proteina Spy0128 con la intervencion del péptido D3 en el
microscopio de pinzas magnéticas. En el costado izquierdo de laimagen se encuentra el grafico de extensién de
la proteina Spy0128+D3, obteniendo una proteina intervenida con el desplegamiento de sus respectivos
reporteros de extension y la extension de la proteina de etiqueta HaloTag®; en la parte inferior del grafico se
encuentran las posiciones del magneto y las fuerzas ejercidas por la posicién de este, por otro lado, en el costado
derecho se encuentra un esquema representativo de la extensién de los dominios reporteros de la proteina
intervenida.

En la Figura 4.14 A se presenta el histograma de posicién obtenido a partir del grafico mostrado
anteriormente, generando 4 picos por cada transicion de estado que generaba la esfera paramagnética
cuando se desplegaba un dominio de la proteina, con el mismo orden que se comenté anteriormente,
representando los datos a través de un histograma de posicién con una distribucién gaussiana de los
datos en la parte superior y en la parte inferior solo se encuentran el histograma con la distribucién
gaussiana. En la Figura 4.14 B, se presentan los datos obtenidos a partir del histograma de posicion

mostrado en la Figura 4.14 A, como ya se menciond anteriormente, estos datos se obtuvieron gracias
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las diferentes transiciones de estado de la microesfera paramagnética, generando un pico de
transicion, para calcular las extensiones de los dominios se restaron los valores obtenidos de los
diferentes picos de transicién; entre los picos 0-1 se generd el desplegamiento de un dominio reportero
127 midiendo 25 nm de extensién, entre los picos 1-2 se desplego la proteina de etiqueta HaloTag®
midiendo 57 nm, por otro lado, entre los picos 2-3 se generd una extensién de 12 nm, por ultimo, entre
los picos 3-4 y 4-5 se generé el desplegamiento de los dos ultimos dominios reporteros de 127 midiendo

28 nm y 16 nm respectivamente.
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Figura 4.14 Histogramas de estado de la proteina Spy0128 intervenida con el péptido bloqueador D3. A.
Histograma de estado de Spy0128+D3 obtenido a partir del grafico de extension de la proteina intervenida, en el
eje x es la extension (nm)y en el eje y se encuentra la cantidad de veces que la esfera paramagnética estuvo en
ese estado. B. Tabla de datos obtenida por la transicion de estado de la esfera paramagnética.

La extension total de la proteina Spy0128+N14, mostrada en la Figura 4.15, fue de aproximadamente
680 nm, lo que indica que la proteina fue intervenida. Esta figura presenta 3 dominios de
desplegamiento que se produjeron por la posicién del magneto que fue 1.6 mm de la camara de fluido,
lo que ejercid una fuerza total de 84 pN hacia la microesfera paramagnética. El primer dominio
reportero que se despleglo fue un “127” que tuvo una extension final de 22 nm, siguiendo con una

extensién de 13 nm, por ultimé el otro dominio de “127” que obtuvo una extensién final de 26 nm.
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Figura 4.15 Resultados de la extension de la proteina Spy0128 con la intervencion del péptido N14 en el
microscopio de pinzas magnéticas. En el costado izquierdo de laimagen se encuentra el grafico de extension de
la proteina Spy0128+N14, obteniendo una proteina intervenida con el desplegamiento de “3” reporteros de
extension; en la parte inferior del grafico se encuentran las posiciones del magneto y las fuerzas ejercidas por la
posicidon de este, por otro lado, en el costado derecho se encuentra un esquema representativo de la extensién
de los dominios reporteros de la proteina intervenida.

En la Figura 4.16 A, se presenta el histograma de posicién obtenido a partir del grafico mostrado
anteriormente, generando 3 picos por cada transicion de estado que generaba la esfera paramagnética
cuando se desplegaba un dominio de la proteina, siendo dos dominios con una extensidn asociada a
los dominios reporteros “127” y un desplegamiento no claro, en la parte superior estan representados
los cambios de estados de la esfera en un histograma de posicion generado a partir del grafico de
extensidn de la proteina intervenida y en la parte inferior se encuentra el histograma con la distribucién
gaussiana de los datos . En la Figura 4.16 B, se presentan los datos obtenidos a partir del histograma
de posicion mostrado en la Figura 4.16 A, los diferentes cambios de estado o de posicidon de la
microesfera paramagnética muestran los dominios desplegados dela proteina intervenida, estos picos
se calculan igualmente como se mencioné anteriormente, entre la diferencia de los picos generados,

en este caso entre el pico 0-1 se presentd un dominio reportero “127” midiendo 22 nm de extension
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final y continuando entre los picos 2-3 hubo una extension de 13 nm, por Ultimo, otra extension de
interés fue entre los picos 4-5 que midid 26 nm de extensidon concordando con la extensién de los
reporteros “I27”. Hubo otros picos sin lograr asociarlos a algin dominio, solo siendo del

comportamiento de la proteina intervenida.
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Figura 4.16 Histogramas de estado de la proteina Spy0128 intervenida con el péptido bloqueador N14. A.
Histograma de estado de Spy0128+N14 obtenido a partir del grafico de extension de la proteinaintervenida, en
el eje x es la extensién (hm) y en el eje y se encuentra la cantidad de veces que la esfera paramagnética estuvo
en ese estado. B. Tabla de datos obtenida por la transicién de estado de la esfera paramagnética.

Por ultimo, en la Figura 4.18, se presenta la proteina Spy0128 con el péptido C96, la cual muestra una
intervencion reflejada en una extensién final de 740 nm. El primer desplegamiento midié 51 nm
ocasionado por la posicidon del magneto a la cdmara de fluido que fue de 2,6 mm generando una fuerza
de 43 pN ala microesfera paramagnética, este valor estd asociado la proteina de etiqueta HaloTag®; el
siguiente desplegamiento de la proteina asociado a un dominio reportero de extensién “127” midié 20
nm determinado por la posicién del magneto que fue de 1,9 mm ejerciendo una fuerza de 60 pN en la
microesfera, por ultimo, el siguiente dominio reportero “127” desplegado midié 27 nm de extensidn

ocasionado por la posicion del magneto que en este caso fue 1,6 mm de la camara de fluido ejerciendo
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una fuerza de 84 pN a la microesfera. En este caso el desplegamiento de la proteina y de los dominios

fue de 32 segundos en total en donde en solo 6 segundos se logrd ver los dominios reporteros.
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Figura 4.17 Resultados de la extension de la proteina Spy0128 con la intervencion del péptido C96 en el
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microscopio de pinzas magnéticas. En el costado izquierdo de laimagen se encuentra el grafico de extension de
la proteina Spy0128+C96, obteniendo una proteina intervenida con el desplegamiento de “2” reporteros de
extension y la proteina de etiqueta HaloTag®; en la parte inferior del gréafico se encuentran las posiciones del
magneto y las fuerzas ejercidas por la posicion de este, por otro lado, en el costado derecho se encuentra un
esquema representativo de la extension de los dominios reporteros de la proteina intervenida.

En la Figura 4.18 A se presenta el histograma de posicion obtenido a partir del grafico mostrado
anteriormente, generando 3 picos por cada transicion de estado que generaba la esfera paramagnética
cuando se desplegaba un dominio de la proteina, el primer dominio presentado en esta extensién es la
proteina de etiqueta HaloTag® y los siguientes desplegamientos marcados en el histograma son los
dominios reporteros “127”, en la parte inferior se encuentra el histograma con la distribucidn gaussiana
de los datos obtenidos del grafico. En la Figura 4.18 B, se presentan los datos obtenidos a partir del
histograma de posicion mostrado en la Figura 4.18 A, los diferentes cambios de estado o de posicidn
de la microesfera paramagnética muestran los dominios desplegados de la proteina intervenida, estos

picos se calculan mediante el mismo protocolo mencionado en las figuras anteriores. Entre los picos 0-
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1 se encuentra la proteina de etiqueta HaloTag® midiendo 51 nm de extensidn, entre los picos 2-3 se
encuentra el primer dominio de “127” midiendo 20 nm de extensidon y por ultimo, el siguiente dominio
reportero “127” se encontrd entre los picos 4-5 midiendo 27 nm de extension. Al igual que en los otros
graficos hubo otros picos sin lograr asociarlos a algin dominio, solo siendo del comportamiento de la

proteina intervenida.
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Figura 4.18 Histogramas de estado de la proteina Spy0128 intervenida con el péptido bloqueador C96. A.

51 nm

A |Tipo de Pico! Localizacién % SpYO128-C96

Histograma de estado de Spy0128+C96 obtenido a partir del grafico de extensidn de la proteina intervenida, en
el eje x es la extensidn (hm) y en el eje y se encuentra la cantidad de veces que la esfera paramagnética estuvo
en ese estado. B. Tabla de datos obtenida por la transicién de estado de la esfera paramagnética.

Tras los resultados presentado en los ensayos de elasticidad de Spy0128 llevados a cabo por medio del
espectrometro de fuerza basado en pinzas magnéticas, comprobamos el despegamiento de la proteina
tanto en condiciones sin intervencién como con la intervencién de los péptidos bloqueadores. Esto
confirma la intervencidén tanto del péptido control N14, ya utilizado anteriormente para intervenir el
enlace isopeptidico y del péptido de interés C96, el cual fue creado a partir de herramientas
computacionales. Sin embargo, los resultados obtenidos de la extension de la proteina Spy0128 con el
péptido D3--control negativo--, se confirma la accion como péptido bloqueador del enlace isopeptidico

de la proteina Spy0128.
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5. Discusion

A lo largo de la historia, los microorganismos han coexistido con los humanos. Si bien, muchos son
necesarios para llevar a cabo procesos fundamentales, constituyéndose en componentes criticos
como en nuestra microbiota, muchas de estas bacterias las asociamos a procesos fisiopatoldgicos. No
obstante, gracias al descubrimiento y desarrollo de los antibidticos a partir de 1928, hemos logrado
establecer una serie de estrategias fundamentales en la medicina llevada de la mano de estas
moléculas. Actualmente, los antibidticos son ampliamente empleados para el tratamiento de
enfermedades y procedimientos quirdrgicos (1,2), no obstante, una combinacién de herramientas
propias de los microorganismos junto al mal uso de estas moléculas ha llevado a la aparicidon de
bacterias resistentes (10,11). Esto se ha traducido en una verdadera emergencia sanitaria, debido al
bajo desarrollo de nuevos antibidticos, y la aparicidn cada vez mas frecuente de resistencia a

antibidticos.

Estos microorganismos han desarrollado sistemas complejos para poder colonizar diferentes
superficies, estos sistemas complejos son conocidos como adhesinas, las cuales se encuentran
expuestas en la superficie de las bacterias, reconociendo los residuos de oligosacdridos en los
receptores de glicoproteinas o glicolipidos de la célula hospedera (19-21). Luego de la adhesidn de la
bacteria al hospedero, estos microorganismos se enfrentan una fuerza repulsiva que es causada por
los mecanismos propios de la célula hospedera, y para que la bacteria se mantenga adherida utiliza
estructuras filamentosas de superficie conocidas como pili, estas fibras participan en la adhesion de
superficies bidticas y abidticas, la motilidad, transferencia de ADN, formacién de biopeliculas y
también son factores de virulencia, tanto en bacterias Gramnegativas como en Grampositivas. En
particular, el pili de las bacterias Grampositivas se encuentran conectadas covalentemente entre si
por medio de enlaces isopeptidicos que comunican las cadenas laterales de residuos de lisina y
asparagina, lo que se traduce no solo en cambios en el plegamiento y estructura de las subunidades

estructurales, sino que también en el comportamiento del pilus bajo fuerza (22,23).

Streptococcus pyogenes es un patdégeno extracelular que puede causar una amplia gama de
enfermedades (23,24). La adhesién de este patdgeno al huésped se realiza a través del pilus, una
estructura filamentosa compuesta por repeticiones de la proteina Spy0128 junto a dos proteinas
accesorias, Spy125 y Spy130 que aseguran el anclaje del filamento al epitelio y pared bacteriana,

respectivamente (17,39,40). Esta proteina presenta dos dominios, denominados como CnaB N-y C-
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terminal, los cuales son capaces de soportar altos niveles de fuerza sin desplegarse, todo graciasa un
enlace covalente presente en su dominio C terminal. Especificamente en el dominio C-terminal y en
particular los residuos Asn303 y Lys179 los que forman un enlace isopeptidico que comunican la
primera y ultima hebra beta del plegamiento, dejando sdélo una pequefia porcidn del dominio
expuesta al estrés mecanico (44,45). Esta pequefia porcidon del dominio disipa la fuerza mecanica,
asegurando la adherencia del patégeno a la superficie del huésped sin comprometer su union (44,49).
En este contexto, hemos propuesto una estrategia basada en péptidos bloqueadores que interfieran
con el enlace isopeptidico de Spy0128, especificamente atacando el enlace formado entre Asn303 vy
Lys179, con el objetivo de desestabilizar la conformacion de la pilina y reducir, eventualmente, la

capacidad de la adhesidn de S. pyogenes.

Inicialmente el desarrollo del péptido se hizo completamente inspirado en la estructura de la proteina.
En una segunda iteracidn se uso el pipeline RPG, elaborado localmente en el laboratorio y que consiste
en una herramienta rapida y sencilla para la busqueda de estructuras afines—acoplamiento molecular—.
RPG usa una linea de trabajo que se basa en tres programas: OpenBabel, UCSF chimera y Autodock
Vina. Es una plataforma eficaz para generar péptidos en cuatro pasos claves: en primer lugar, la
seleccién del nimero de aminodcidos y la posicién de cada uno de estos; en segundo lugar, el programa
comienza a iterar cada una de las posiciones de aminodacidos escogida generando un archivo de texto
que contiene cada péptido creado para en un tercer paso generar en estructuras tridimensionales
utilizando UCSF chimera. Finalmente, un conjunto de péptidos es evaluados por medio de
acoplamiento, que en nuestro caso en particular consisten en péptidos la proteina Spy0128, la cual
previamente se ha tratado para ensayar en su bolsillo de unidon de los péptidos. Cada uno de los
acoplamientos realizados arrojo un valor de afinidad que es mas tarde utilizado como medida de

comparacién para discernir que péptido es el mejor.

En este caso, se hizo la comparacidn con los péptidos mencionados en la metodologia, el péptido N14
se compone por 19 aminodcidos “EFTDKDMTITFTNKKDAE”. Este péptido ya habia sido probado como
péptido bloqueador del enlace isopeptidico (17); obteniendo resultados favorables en la intervencidén
del enlace isopeptidico de Spy0128. El péptido N14 fue creado a partir de la hebra original de la proteina
Spy0128, disefiado con residuos extra en cada extremo como consecuencia de la biologia molecular
empleada para el disefio. En el caso de este trabajo de tesis, el andlisis de afinidad en RPG solo se

utilizaron los aminoacidos implicados en la cadena original de proteina, por lo tanto, los residuos y
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posiciones comprendidas en el péptido “KDMTITFTNK”. Ademads, nuestro pipeline cuenta con una
limitacién, en donde el célculo sin sesgo por arriba de 10 posiciones se encarece notablemente el
tiempo de cdmputo. De este modo, al evaluar el péptido N14 logramos una afinidad de -7,6 Kcal/mol,
valor usado como referencial para el desarrollo de péptidos. Por otro lado, tomamos también el péptido
D3, originalmente preparado por un integrante del laboratorio para la intervenir del enlace isopeptidico
del dominio 3 de SpaD de la bacteria Corynebacterium diphteriae. El péptido posee 7 aminoacidos
“EIKNIKQ”, que, en comparacién con el péptido original, obtiene bajo nuestro ensayo de acoplamiento
molecular en RPG una afinidad de -7,4 Kcal/mol. Finalmente, el desarrollo y aumento de la afinidad de
un péptido, se logra al ensayar de manera iterativa usando RPG. Se considerardan 10 posiciones de
aminodcidos para imitar el péptido original, arbitrariamente fijando una posicién de asparagina “N°4”,
e iterando las otras posiciones con los diferentes 20 aminodcidos. El péptido de mayor afinidad,
obtenido en el tercer ciclo de iteracién y nombrado como C96, obtuvo una afinidad de -9,0 Kcal/mol y
este compuesto por los siguientes aminodcidos “QWGNMFNKWK?”. Estos hallazgos preliminares nos
entregaban ideas de que el péptido C96 podria ser mas afin respecto a N14 y D3, por lo tanto, encontrar

una mayor decoracién en las proteinas Spy0128.

Una vez finalizado las simulaciones computacionales de los péptidos mencionados, trabajamos en el
desarrollo del sistema de expresion de los péptidos. Para ello utilizamos el vector de expresién pBAD,
posee el promotor araBAD, este es inducible por L-arabinosa siempre y cuando no exista glucosa en el
medio de cultivo (50) y los diferentes péptidos bloqueadores. Para inducir el promotor, se crecio la
bacteria en medio minimo M9CA (VWR) suplementado con 40 pg/ml timina, 2 mM sulfato de magnesio,
0,1 mM cloruro de calcio y 1,5% glicerol como fuente de carbono para que la bacteria logara crecer a
una ODggo, para asi inducir el promotor araBAD con L-arabinosa (17,50). Para confirmar la expresion de
los péptidos bloqueadores, se realizaron las inducciones correspondientes a las células ya
transformadas con el vector pBAD con los diferentes péptidos bloqueadores, obteniendo los resultados
presentados en la Figura 4.2, en donde cada control negativo de induccidn (-Ara) presentado confirmd
que no hay una expresion basal de los péptidos bloqueadores, por otro lado, las condiciones con
induccién de L-arabinosa confirmaron la expresién de los péptidos visualizando dicha expresién por la
union de la sonda fluorescente SNAP-Surface® Alexa Fluor® 488 a la proteina de etiqueta SNAP-tag®,
obteniendo en la condicion del péptido D3 una banda cercana a los 25 kDa, cercano al peso molecular
de este péptido que es de 22,6 kDa; para la condicion del péptido N14 se obtuvo una banda por arriba

a la mencionada anteriormente mas cercana a los 25 kDa correspondiendo a un valor cercano del peso
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molecular de este que es de 23,8 kDa. Por ultimo, en la condicidn con el péptido C96 se obtuvieron dos
bandas; una cercana al peso molecular de este péptido que es de 23 kDa y por debajo de ella, se
encuentra una banda que pudo ser provocada por la hidrélisis del péptido, la que se puede asociar al
peso molecular de la proteina de etiqueta SNAP-tag® que es de 19,3 kDa. Confirmando en esta figura,

el disefio y la expresion de la proteina de etiqueta en conjunto con los péptidos bloqueadores.

Luego el paso clave es ver la expresion de la proteina sin la intervencion de los péptidos, para ello se
utilizé el vector pFN18a Figura 3.1, es un vector de expresidon que nos entrega gran versatilidad, gracias
a sus componentes, mencionados en la metodologia. Destacando las dos proteinas de etiquetas, que
juegan un rol fundamental para analizar la expresién y purificacién de la proteina de interés; HaloTag®
por su lado, no tan solo nos sirve para lograr ver la integridad de la proteina, sino que también tiene
una funcidn especifica para lograr estirar la proteina de interés, funciona como anclaje a la camara de
fluido, uniéndose al Halo Ligando funcionalizado en la cdmara (51). Por otro lado, His-Tag proteina de
etiqueta importante para ver la integridad del constructo y clave para el proceso de purificacidén, debido
a que se une al ion metalico Niquel que es en este caso, y también a cobre o cobalto (52,53). En la
Figura 4.3, confirmamos la expresion y purificacion de la proteina Spy0128 obteniendo 4 bandas en los
diferentes carriles de las fracciones purificadas; destacando que el peso molecular de esta proteina
esta por arriba de los 130 kDa, concordando con el peso molecular del constructo que es 133 kDa, por
otro lado, existe una banda clara en las tinciones con InVision y la tincién con azul de Coomassie de
aproximadamente 70 kDa que pudo ser producto de hidrélisis de la proteina, teniendo en su contenido

la proteina de etiqueta His-Tag.

Luego de haber confirmado la expresion de los péptidos y la proteina de interés, se realizaron
coexpresiones, en primer lugar, expresando el péptido con el fin de tener una concentracién alta de
péptidos dentro de la bacteria, para que luego cuando se realice la expresion de la proteina, interfiera
el enlace de la proteina naciente. En las Figuras 4.4, 4.5y 4.6 se presentaron las pruebas de coexpresién
donde confirmamos la coexpresidn tanto de los péptidos bloqueadores y la proteina Spy0128, en esta
ocasidn se cargaron los extractos crudos de las inducciones para realizar las pruebas. En las tres figuras
mostradas, se visualiza una banda correspondiente a la proteina Spy0128 de aproximadamente 133
kDa y una banda correspondiente a las masas moleculares de los péptidos bloqueadores, ya
mencionados anteriormente. Por otro lado, en las condiciones sin expresion de la proteina se identifica

una banda correspondiente a la proteina, observando una expresion basal de Spy0128. Estos resultados

65



fueron clave para continuar la coexpresion de los péptidos bloqueadores con la proteina Spy0128 a

gran escala para su purificacion.

Transcurrida la purificacién de la proteina Spy0128 coexpresada con los péptidos bloqueadores,
analizamos los resultados obtenidos y presentados en las Figura 4.7, 4.8 y 4.9. En la Figura 4.7 se
presentd la purificacion de la proteina Spy0128+D3 observando una expresién basal de Spy0128 en
condiciones sin induccién de la proteina, por otro lado, en la misma imagen logramos ver en los carriles
de las fracciones purificadas una banda por arriba de los 135 kDa concordando con el peso molecular
de la proteina que es de 133 kDa. En el caso de una intervencion por el péptido presentado, se debid
observar bandas por arriba de las presentadas en la Figura 4.7, recordando que el peso molecular del
péptido D3 es de 22,6 kDa y en el caso que hubiera intervenido un Spy0128, la proteina deberia tener
un peso molecular aproximado de 155,6 kDa y en el caso, de la intervencidon de dos Spy0128, se deberia
haber visto una proteina decorada alos 178,2 kDa. En la Figura 4.7 presentada no se logré visualizar

ninguna banda correspondiente a los mencionado anteriormente.

En la Figura 4.8, observamos la purificacion de la proteina Spy0128 con el péptido N14, en la imagen
podemos confirmar una expresién basal de Spy0128 en condiciones sin induccién de la proteina, pero
logramos identificar en los carriles de las fracciones purificadas bandas correspondientes al peso
molecular de la proteina Spy0128—133 kDa—, pero en esta ocasidn en los ultimos dos carriles de la
Figura 4.8 logramos obtener una banda por arriba de los 130 kDa y por debajo de los 250 kDa marcada
en un rectdngulo en cada una de las diferentes tinciones presentadas en la Figura. Estas bandas
observadas pueden ser asociadas a proteinas intervenidas con el péptido N14—23.8 kDa—, si el
péptido fue capaz de intervenir las dos Spy0128, la suma de los pesos moleculares de los constructos
debid ser de aproximadamente 180 kDa concordando con el peso molecular de la banda presentada

en las tres diferentes tinciones (Figura 4.8 1. I1. 1ll.)

Por dltimo, en la Figura 4.9 se presenta la purificacion de la proteina Spy0128 con el péptido C96,
confirmando en la figura la expresién basal de la proteina en condiciones sin induccién del constructo,
por otro lado, los carriles con las fracciones purificadas se observa una banda por arriba de los 130 kDa
correspondiendo al peso molecular de la proteina Spy0128—133kDa--, en esta ocasion no se logré
observar bandas por arriba de los 133 kDa en la tincién con la sonda fluorescente Alexa Fluor® 488 Halo

Ligando, por otro lado, en la tincién con InVision aparecen bandas decoradas por arriba de los 130 kDa
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y por debajo de los 250 kDa observados también en la tincién con azul de Coomassie. Recordando que
el péptido C96 tiene un peso molecular de 23 kDa y la suma en el caso de la intervencion de las dos
Spy0128 del constructo de la proteina deberiamos observar bandas de aproximadamente 179 kDa,

asocidndolas con las bandas obtenidas en la Figura 4.9 1l y IIl.

En todas las Figuras 4.7, 4.8 y 4.9, se lograron ver multiples bandas en las fracciones purificadas, esto
puede ser porque generalmente las células eucariontes tienden a tener secuencias codificantes a
histidinas, generando contaminaciones indeseada en las purificaciones (54) o hubo una hidrolisis en las
proteinas purificadas; con el fin de proponer una solucidon en ensayos futuros se intentara optimizar la
tasa de Niquel cargado en la columna y la concentracién de imidazol para lograr disminuir todo tipo de
contaminante. Por otro lado, en todas las condiciones mencionadas, hubo una expresidon basal de las
proteinas a pesar de las células competentes BL21 (DE3)pLysS se caracterizan por una alta eficiencia de
expresién de proteinas y lo mas importante el pldsmido pLysS se encarga especificamente de codificar
la lisozima T7, esta reduce los niveles de expresion basal de los genes de interés bajo el control del
promotor T7, destacando que este no interfiere con el nivel de expresién alcanzando después de la

induccién por IPTG (55,56).

Por ultimo, para confirmar el peso molecular de las bandas obtenidas por arriba de los 130 kDa en las
Figuras 4.8 y 4.9, se utilizaron unidades de filtrado Amicon 100 kDa, para concentrar las proteinas de
alto peso molecular solo quedando las proteinas por arriba de los 100 kDa. Los resultados de las
concentraciones se presentan en la Figura 4.10, donde logramos observar en las tres diferentes carriles
y tinciones bandas correspondientes al peso molecular de la proteina Spy0128 —133kDa—, por otro lado,
se observan bandas claras por arriba de los 130 kDa y por debajo de los 250 kDa en los diferentes
carriles observados. En esta ocasidn, el carril correspondiente a Spy0128 con el péptido D3 se observo
una banda cercana a los 250 kDa en las tres diferentes tinciones presentadas en la Figura 4.10, no
observada en la Figura 4.7, dado esto observamos una posible interrupcién no deseada en nuestra
proteina en la condicidn con nuestro péptido control. Por otro lado, en los carriles correspondientes a
Spy0128 con el péptido N14 se observa claramente una proteina por debajo de los 250 kDa observada
en las tres diferentes tinciones. Finalmente, en el carril correspondiente a Spy0128 con el péptido C96
se observa una banda de baja concentracidon por debajo de los 250 kDa en las diferentes tinciones
presentadas, sin obtener un resultado parecido al mostrado en la Figura 4.9, en este caso se esperaba

ver una banda mas intensa por debajo de los 250 kDa. A pesar de concentrar solo proteinas de alto
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peso molecular, hubo una contaminacién de bandas por debajo de los 130 kDa, infiriendo dos razones
en particular: en primer lugar, las unidades de filtrado utilizadas en este trabajo se encontraban en uso,
lo que pudo conllevar a la contaminacién vista en la figura y, en segundo lugar, pudo ser hidrd
lisis de las proteinas debido a que a través de las 3 tinciones mostradas en la figura se logran visualizar

bandeos por debajo de los 130 kDa.

Tras la confirmacidén de una banda por arriba de los 130 kDa y por debajo de los 250 kDa presentada
en la Figura 4.10, se llevd a cabo el andlisis de desplegamiento de la proteina cony sin los péptidos
bloqueadores. Para ello, se utilizd un espectrometro de fuerza basado en pinzas magnéticas “Magnetic
Tweezer”, que es una técnica de espectroscopia de fuerza y torsidon de moléculas individuales, en este
trabajo en particular, especificamente de proteinas. Este utiliza un campo magnético, originando a
partir de imanes permanentes para atraer una particula magnética y asi estirando la biomolécula a
sujeta a ella (51,57). En este caso, estiraremos la proteina Spy0128 sin la intervencion de los péptidos
bloqueadores, en la Figura 4.11 y Figura 4.12 comprobamos el desplegamiento de la proteina Spy0128,
el cual alcanzd una extension final de la proteina de 270 nm aproximadamente, en primer lugar, se
presento el desplegamiento de la proteina de etiqueta HaloTag® con una extension final de 41 nm valor
cercano obtenido en un estudio previo del dominio de esta proteina que fue de 36 nm de extensién
final (58); siguiendo con la extensién de 3 dominios de 127 los cuales midieron 20 nm, 29 nm y 21 nm
de extensién aplicando fuerzas de 92 pN, 97 pN y 103 pN respectivamente; estas extensiones
concuerdan con estudios previos de desplegamiento del dominio inmunoglobulina investigado 27 de
titina (127) en microscopio de fuerza atdmica “AFM” que a fuerzas de desplegamiento altas (200 pN)

los dominios de 127 llegaban a pedir 24,76 nm de extension (59).

Para comprobar los indicios de una posible intervencién del péptido D3 mencionada anteriormente y
(péptido control negativo) presentados en la Figura 4.10, realizamos el desplegamiento de la proteina
en la condicidn con la expresién del péptido D3, obteniendo los resultados mostrados en la Figura 4.13
y Figura 4.14 podemos confirmar que el péptido D3 intervino la proteina Spy0128, debido a la extension
que de aproximadamente 810 nm, en este desplegamiento, se observéd cuatro eventos
correspondientes al dominio reportero 127, proteina de etiqueta HaloTag® y los otros dos dominios
reporteros 127, midiendo una extension de 25 nm, 57 nm, 28 nm y 16 nm respectivamente. A partir de
los resultados obtenidos, el péptido disefiado para el dominio 3 de SpaD de la bacteria Corynebacterium

diphteriae, puede también interferir en el enlace isopeptidico de Spy0128 debido a la presencia de la
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asparagina, a pesar de que los analisis computacionales indicaban una afinidad baja hacia el bolsillo de

la proteina.

Por otro lado, para confirmar la banda obtenida en la Figura 4.10 en la condicidn Spy0128 con el
péptido bloqueador N14 “control positivo de la intervencién del enlace isopeptidico”, se realizd el
desplegamiento de la proteina Spy0128 coexpresada con el péptido N14, presentados en las Figura
4.13 vy la Figura 4.14, confirmando en estas figuras la intervencién de Spy0128 con el péptido
bloqueador. Se muestra una extension final de la proteina intervenida de 700 nm aproximadamente,
obteniendo dos eventos correspondientes a los reporteros de extension 127 que midieron 22 nm y 26
nm. Logramos observar 3 eventos en los graficos presentados que tuvieron extensiones de 13 nm, 157
nm, y 84 nm, los eventos con mayor extensidn pueden ser asociados a proteinas intervenidas con el
péptido bloqueador debido a que no se logran asociar a dominios reporteros de la proteina, por otro
lado, el evento de 13 nm no se logra asociar a ningln reportero de extensidn o algun evento de proteina

con intervencion.

Por ultimo, para comprobar si el péptido creado a partir de RPG “C96” intervino la proteina Spy0128,
se realizé desplegamiento de la proteina coexpresada, resultados mostrados en las Figura 4.17 y la
Figura 4.18. Tras lo visualizado en las figuras mencionadas, confirmamos la intervenciéon de la proteina
gracias a la extensién maxima obtenida que fue de 720 nm aproximadamente, donde logramos ver tres
eventos correspondientes a dos reporteros de extensidn 127 y la proteina de etiqueta HaloTag®
logrando extensiones de 27 nm, 20 nm y 51 nm, respectivamente. Por otro lado, en el desplegamiento
de la proteina se visualizd dos eventos con gran extension con valores de 256 nm y 160 nm, sin lograr
asociar estas extensiones a dominios reporteros de nuestra proteina; se sugiere que estas extensiones
pueden estar relacionadas con la intervencién de la proteina con nuestro péptido bloqueador.
Comprobando que el péptido creado a través de herramientas computacionales, logro intervenir el

enlace isopeptidico de la proteina Spy0128.

El desarrollo de una estrategia de atacar la proteina estructural proteina Spy0128 del patégeno S.
pyogenes, genera una nueva idea para la creacidn de novedosas alternativas para combatir las
infecciones provocadas por esta bacteria. Interferimos el enlace isopeptidico del dominico C terminal,
debido a que este enlace covalente es fundamental para la rigidez mecanica de la proteina generando

una proteina inextensible que soporta todas las fuerzas mecanicas ejercidas por el hospedero. A
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diferencia de los antibidticos que se basan en interferir vias de sintesis, membranas, entre otras; el
enfoque es atacara la bacteria por una estrategia dirigida hacia la adhesidn, siendo una alternativa que
no generaria resistencia en corto plazo. Si bien la estrategia es prometedora, aun se encuentra en
etapas iniciales, por lo que se necesitan mas ensayos, y en especial ver cdmo afecta en primer lugar a

S. pyogenes y luego a otras bacterias.

Hemos propuesto una nueva estrategia antimicrobiana usando péptidos, que parecen ser
prometedores para desarrollar nuevos tratamientos. Sin embargo, antes de avanzar en esta
investigacion, es importante mejorar la especificidad de estos péptidos. Por ejemplo, el péptido D3,
creado para un enlace covalente con una bacteria especifica, mostré actividad contra el pili de S.
pyogenes. Aunque estos resultados son prometedores, los datos sugieren que aun hay mejorar el
disefio. En particular, los péptidos disefiados con herramientas computacionales y probados en el
laboratorio han mostrado ser efectivos al bloquear el enlace isopeptidico de Spy0128. Esto abre nuevas
posibilidades para seguir investigando estos péptidos como posibles tratamientos para las infecciones

bacterianas.
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6. Conclusion

Los resultados obtenidos en este trabajo de tesis respaldan la viabilidad de desarrollar nuevas
alternativas para combatir bacterias mediante la generacién de herramientas peptidicas capaces de
interferir con los pili de los patégenos. Utilizando biologia computacional, se identificaron los primeros
candidatos para simular las interacciones péptido-proteina. Posteriormente, se validaron estos
péptidos a través de biologia molecular, logrando desarrollar un sistema de expresion para los péptidos
utilizando el vector pBAD, y para la proteina de interés con el vector pFN18a-HaloTag®, cada uno de
ellos con Tags para el seguimiento del péptido y proteina. Este enfoque facilité la deteccidn en geles de
acrilamida y confirmo la coexpresién de péptidos y proteinas mediante el uso de sondas fluorescentes.
Ademads, el microscopio equipado con pinzas magnéticas fue fundamental para confirmar la

intervencion de la proteina por los péptidos bloqueadores.

A partir del estudio realizado en esta tesis, concluimos que se acepta la hipdtesis, ya que se logramos
disefiar péptidos a través de herramientas computacionales capaces de interferir con el enlace
isopeptidico entre Lys179—Asn303 de la proteina Spy0128. A pesar de que los rendimientos de
decoracién y formacion del enlace intermolecular péptido-proteina pueden ser bajos, se confirmé el
aumento de masa y decoracion fluorescente— en ensayos de electroforesis en geles de poliacrilamida
SDS—y por el aumento de la extensibilidad de Spy0128—ensayos mecanicos—. Sorprendentemente, el
péptido D3 no disefiado para la intervencién especifica, también logra decorar e intervenir la proteina
Spy0128, lo que sugiere que es necesario revisar mas profundamente el disefio de los péptidos.
Probablemente, existan propiedades fisicoquimicas universales en el desarrollo de estas estructuras,

las cuales deban ser consideradas para futuros disefios.

En resumen, nuestros resultados entregan bases fundamentales para el disefio y expresion de péptidos
gue intenten interferir con el mecanismo de adhesién de bacterias basados en filamentos tipo pili. La
biologia computacional ofrece una alternativa al desarrollo puramente racional, considerando las
propias caracteristicas de proteinas. No obstante, es probable que existan otras alternativas para
favorecer la formacidn de un complejo proteina-péptido, que ademds busque y fomente la formacién
de un enlace isopeptidico intermolecular. El actual advenimiento de otras herramientas
computacionales, tales como AlphaFold o RosettaFold, pueden ofrecer una guia mds adecuadas para

el desarrollo de péptidos bloqueadores.
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7. Implicancias y Proyecciones

El disefio de péptidos bloqueadores presentados en esta tesis podria abrir el camino para el desarrollo
de nuevas estrategias para el tratamiento de infecciones bacterianas. Enfocdndonos especificamente
en la adhesién y elasticidad bacteriana—primeras etapas de la colonizacion—disefiando péptidos que
interfieran con proteinas del mecanismo adhesién, la investigacion en dos proyectarse en dos grandes

caminos: optimizacidn del disefio y ensayos de biolégicos de unidn.

En primer lugar, es crucial optimizar el disefio de los péptidos bloqueadores para asegurar que su
interferencia sea especifica al enlace isopeptidico de Streptococcus pyogenes. Aungque nuestros
resultados demostraron la efectividad de estos péptidos en Spy0128 de S. pyogenes, se necesita evaluar
el potencial de impacto en otras proteinas de bacterias patogénicas. Nuestra estrategia se basa en
aumentar la afinidad péptido-proteina, por medio de sustituciones en la secuencia manteniendo la
capacidad de formacidn del enlace isopeptidico intermolecular. No obstante, se hace necesario
confirmar que este arreglo de péptidos no interfiera con otros mecanismos de adhesion, presente en

otras bacterias incluyendo Grampositivas, que forman parte de la microbiota natural.

Por otro lado, el proyecto debe necesariamente transitar hasta ensayos de unidon donde se evalué la
efectividad de los péptidos en la adhesion bacteriana, por ejemplo, sobre monocapas de células
epiteliales. Especificamente se deben considerar multiples concentraciones y cuantificar cualquier
efecto adverso que tiene el tratamiento de los péptidos sobre las células. Esto nos permitira confirmar

la eficacia del péptido y establecer su viabilidad para posibles estudios en animales.

Finalmente, la fase clave de este proyecto consistird en ensayos preclinicos destinados a evaluar la
prevencion de infecciones y enfermedades causadas por S. pyogenes utilizando estos péptidos
bloqueadores. Todo esto para determinar si estos péptidos pueden ser desarrollados como una opcidn
terapéutica, marcando un avance significativo en la biotecnologia aplicada a la lucha contra patdgenos

bacterianos.
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