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Resumen

La oxidacion e inactivacion de FtsZ es de interés bioldgico debido al papel
clave de esta proteina en la division celular bacteriana. Caracterizamos la
oxidacion mediada por radicales peroxilo derivados de AAPH (diclorhidrato
de 2,2'-azobis(2-metilpropionamidina)) de la proteina FtsZ del termofilo M.
jannaschii (MjFtsZ). La proteina MjFtsZ posee once residuos de Met, un
residuo de Tyr y un residuo de Trp que son susceptibles a la oxidacion por
radicales peroxilo. Este microorganismo es capaz de replicarse en un
ecosistema que posee altas cantidades de agentes oxidantes. Por lo que,
nuestra hipétesis es que la proteina FtsZ de este microorganismo termofilo
posee una mayor estabilidad frente a radicales peroxilo (ROOQOe¢) que la
proteina FtsZ de las bacterias mesoéfilas. La incubaion de MjFtsZ con AAPH
(a una concentracion de 10 o 100 mM) a 37 °C durante 3 horas provocaron:
La pérdida de la actividad polimérica, afectando el perfil de
polimerizacidén/despolimerizacion, que se evaludé mediante dispersion de luz;
ademds produjo niveles bajos de dimeros covalentes irreversibles, que se
analizaron mediante SDS-PAGE y SEC. El consumo de aminoacidos se
cuantifico mediante HPLC con deteccion de fluorescencia o fluorescencia

directa (para el residuos de Trp). Los productos de oxidacion y las

Xiii



modificaciones en los residuos de Met individuales se cuantificaron mediante
UPLC con detector de masas. Con AAPH 10 mM solo se consumieron Trp y
Met dando di-alcoholes, quinurenina y di-Trp (de Trp) y el sulféxido (de
Met). En presencia de AAPH 100 mM también se observaron niveles bajos
de oxidacion de Tyr (pero no formacién de di-Tyr). La correlacion con los
analisis funcionales indica que la oxidacion de Met, y en particular Met164,
es el factor clave de la inactivacion de MjFtsZ, probablemente como
resultado de la posicion de este residuo en la interfaz proteina-proteina de

interacciones longitudinales y muy cerca del sitio de union de GTP.
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Abstract

The oxidation and inactivation of FtsZ is of interest due to the key role of this
protein in bacterial cell division. We characterized the oxidation, mediated
by peroxyl radicals (ROOe) derived from AAPH
(2,2-'azobis(2-methylpropionamidine) dihydrochloride), of the FtsZ protein
of the thermophile M. jannaschii (MjFtsZ). The MjFtsZ protein has eleven
Met residues, a single Tyr residue and Trp residue that are susceptible to
oxidation by ROOe. This microorganism is capable of replicating itself in an
ecosystem that has high amounts of oxidizing agents. Therefore, our
hypothesis is that the FtsZ protein of this thermophilic microorganism has
greater stability against ROOe than the FtsZ protein of mesophilic bacteria.
The incubation of MjFtsZ with AAPH (at 10 or 100 mM) at 37 °C for 3 horas
caused: The loss of polymeric activity, affecting the
polymerization/depolymerization profile, which was evaluated by light
scattering; it also produced low levels of irreversible covalent dimers, which
were analyzed by SDS-PAGE and SEC. Amino acid consumption was
quantified by HPLC with fluorescence detection or direct fluorescence (for
Trp residues). The oxidation products and the modifications at individual Met

residues were quantified by UPLC with mass detection. With 10 mM AAPH
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only Trp and Met were consumed giving di-alcohols, quinurenine and di-Trp
(from Trp) and the sulfoxide (from Met). In the presence of 100 mM AAPH
low levels of Tyr oxidation (but no di-Tyr formation) were also observed.
Correlation of these results with the functional analyzes indicates that the
oxidation of Met, in particular Met164, is the key factor in the inactivation of
MjFtsZ. This probably resulting from the location of this residue in the
protein-protein interface of longitudinal interactions and very close to the

GTP binding site.
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1. Introduccion

La citoquinesis es la ultima fase de la mitosis en donde se produce la
separacion de las células hijas. En este proceso participan una variedad de
proteinas que permiten la division celular. En las bacterias, el Divisoma es
un complejo multiproteico que participa en la citoquinesis y tiene la funcion
de invaginar la membrana celular y sintetizar peptidoglican (PG) en el sitio
de divisién (Du & Lutkenhaus, 2017; Lutkenhaus y cols., 2012). El Divisoma
se ensambla sobre una estructura del citoesqueleto bacteriano Ilamado
Anillo-Z (Du & Lutkenhaus, 2019). Dicho anillo, es el resultado de la
estabilizacion de una sub-estructura denominada proto-anillo, el cual esta
compuesto por las proteinas FtsA y ZipA, junto con polimeros de una unica

proteina llamada FtsZ (Schumacher y cols., 2017; Vicente y Rico, 2006).

1.1. Estructura, funcion y regulacion de la proteina FtsZ.

1.1.1. Estructura de la proteina FtsZ.

La proteina FtsZ tiene una masa molecular de 40,2 kDa, su estructura
molecular se determin al cristalizar la proteina FtsZ de la arquea termofila
Methanocaldococcus jannaschii — previamente llamada Methanococcus

jannaschii — (Lowe y Amos, 1998) (Figura 1.1). El extremo N-terminal



(NTD) de su estructura estd compuesto por 5 a-hélices que se ordenan por
una topologia tipo plegamiento Rossmann (Lowe y Amos, 1998; Diaz-
Espinoza y cols., 2007). Estas hélices dan origen a un sitio de union del
nucledtido de GTP o GDP (Erickson y cols., 2010) (Figura 1.1, Color Azul).
Por otra parte, el extremo C-terminal (CTD) puede subdividirse en una region
conservada (CTC) y una regidn variable (CTV). En bacterias, dentro de esta
zona existe una secuencia de entre 8 a 15 aminoacidos la cual es necesaria

para interactuar con otras proteinas que participan en su funcion celular

(Schumacher y cols., 2017; Buske y Levin, 2012; Huecas y cols., 2017).

1.1.2. Funcion de la proteina FtsZ.

FtsZ es un homologo ancestral de las tubulinas, y al igual que estas ltimas,
la proteina FtsZ es una GTPasa capaz de polimerizar de manera GTP
dependiente (Erickson 1997; Buddelmeijer y Beckwith, 2002). Esta proteina
es un mondmero que in vitro tiene unido un nucledtido de GDP (FtsZgpp). El
intercambio de GDP por una molécula de GTP (FtsZgrp) promueve la
interaccion entre estos mondmeros FtsZatp, lo que provoca la polimerizacion
de esta proteina formando largos filamentos lineales (Krupka y Margolin,
2018). La interaccion entre los monoémeros FtsZgrp en el filamento permite

el acercamiento de un residuo de aspartato del mondmero n.; a la molécula



de GTP, lo que provoca la hidrolisis de este nucledtido (Sossong y cols. 1999;
Scheffers y cols., 2002; Erickson y cols., 2010). La hidrélisis de GTP a GDP
genera una curvatura en los filamentos de FtsZ que luego se desestabilizan
librando al citoplasma monomeros FtsZgpp (Erickson y cols., 2010). Estos
procesos de despolimerizacion y polimerizacion ocurren paralelamente
provocando un recambio de los mondmeros de FtsZ en el mismo filamento

(Krupka y Margolin, 2018).

En una célula bacteriana en divisidon, una vez duplicado su material genético
y polarizados sus nucléolos se comienzan a acumular filamentos de FtsZ, que
marcan el sitio de division. Esta acumulacion de filamentos se produce por
la interaccién con proteinas accesorias, que en E. coli corresponde a las
proteinas ZipA 'y FtsA, que anclan los filamentos de FtsZ a la cara interna de
la membrana citoplasmatica, conformando el proto-anillo (Vicente y Rico,
2006; Rico y cols., 2013). La completa estabilizacion de los componentes del
proto-anillo en la membrana provoca la formacion del Anillo-Z, que delimita
finalmente el sitio en donde se producira la division celular (Buddelmeijer &

Beckwith, 2002; Szwedziak y cols., 2014).



Figura 1.1. Estructura terciaria de la proteina FtsZ de M. jannaschii.

Representacion de la estructura de la proteina MjFtsZ (PDB ID:2VAP). El extremo
N-terminal, que posee un plegamiento tipo Rossmann esta destacado en Azul, en amarillo
se muestra la hélice central H7 y en rojo se muestra el extremo C-Terminal. En anaranjado
se muestra una molécula de GDP en el sitio de unién a nucledtido.



El Anillo-Z es el andamio para la conformacién del complejo multiproteico
llamado Divisoma, este complejo se encarga de la sintesis de nuevo PG en el
sitio de division (Du & Lutkenhaus, 2017). Todas las proteinas que
conforman este complejo se van reclutando en un orden especifico sobre el
Anillo-Z (den Blaauwen y cols., 2014; Du & Lutkenhaus, 2017). El Anillo-
Z participa activamente en la sintesis de PG a través del fendmeno de
Treadmilling (Yang y cols., 2017). Este fenomeno se describe como un
movimiento del Divisoma sobre el Anillo-Z debido al recambio de
mondmeros en el filamento. Este movimiento ayuda a direccionar la sintesis
del nuevo PG (Bisson-Filho y cols., 2017). La accion combinada de la
sintesis de PG junto a la accion de la curvatura en los filamentos, provocada
por la hidroélisis de GTP, lleva a la formacién de un septo que define el sitio
de division lo que lleva finalmente a la separacion de las 2 células hijas
concluyendo la division celular (Hurley y cols., 2016). Debido a la
importancia del mecanismo de polimerizacion de la proteina FtsZ, este

proceso esta estrictamente regulado.

1.1.3. Regulacion de la proteina FtsZ.
La polimerizacion de FtsZ tiene una fuerte regulacion tanto espacial como

temporal, esto debido a que las condiciones intracelulares son muy favorables



para la formacién de filamentos de FtsZ (Harry, 2001). En E. coli, 1a proteina
FtsZ posee una concentracion intracelular cercana a los 10 uM (Lu y cols.,
1998). Estad concentracion es muy superior a la concentracion critica de
polimerizacién de FtsZ ~1uM (Concha-Marambio y cols., 2017). Ademas, la
concentracion intracelular de GTP es lo suficientemente alta para inducir la
formacion de filamentos por el intercambio del nucle6tido en los mondmeros
de FtsZgpr (Hurley y cols., 2016; Bennett y cols., 2009). Esta regulacion esta
dada por diferentes sistemas que impiden la interaccion entre monomeros de
FtsZ o la estabilizacion de los filamentos (Harry, 2001). El sistema Min, que
en E. coli se compone de las proteinas; MinC, MinD y MinE, se encarga de
la regulacion espacial (Lutkenhaus, 2007). Las proteinas del sistema Min
impiden la acumulaciéon de FtsZ en los polos, permitiendo que FtsZ
solamente conformen los filamentos en el centro de célula. Las proteinas Min
C y Min D son capaces de forman un heterodimero llamado MinCD. Este
dimero es capaz de interactuar con la cara interna de la membrana plasmatica
ademas de monomeros de FtsZ. Esta interaccion arresta a la proteina FtsZ, lo
que a su vez le impide que interactie con otros monomeros de FtsZ. El
complejo MinCD oscila de un extremo al otro de la célula, impidiendo que

FtsZ se acumule en los extremos y solamente se formen filamentos en el



medio de la célula (Lutkenhaus, 2007). Un desequilibrio en la regulacion de
la formacion de filamentos de FtsZ por el sistema Min provoca la formacion

de mini células, debido a que el Anillo-Z se ensambla en cualquier sitio de la

célula (Lutkenhaus, 2007).

La regulacion temporal del Anillo-Z est4 dada por el sistema de oclusion del
nucleoide (NO) (Schumacher y Zeng, 2016). Este sistema, que en E. coli esta
compuesto por una Unica proteina: SImA, inhibe el ensamblaje del Anillo-Z
hasta que se haya completado la duplicaciéon del material genético
(Woldringh, 2002; Schumacher y Zeng, 2016). La proteina SImA es capaz
de unirse al ADN en secuencias especificas de union para SImA (SBSs). Esta
interaccion ADN-SImA induce que esta ultima se una al extremo CTD de la
proteina FtsZ (Schumacher y Zeng, 2016). La interaccion ADN-SImA-FtsZ,
impide la formacion de filamentos de FtsZ, mientras no se complete la
replicacién del DNA (Schumacher y Zeng, 2016). Errores en la regulacion
temporal de la formacion del Anillo-Z, hacen que la célula se divida sin haber
completado la replicacion de su genoma o provoca que el Anillo-Z guillotine

a los cromosomas no polarizados (Du y Lutkenhaus, 2014).



El mecanismo descrito, en donde la proteina FtsZ participa en la division
celular mediante la formacion del Anillo-Z, es muy conservado y casi la
totalidad de las bacterias y gran parte de las arqueas, sin importar su nicho
ecologico, poseen esta proteina (Bernander y Ettema, 2010). Debido a que la
funcion de FtsZ es muy conservada, es de interés determinar cuales son las
adaptaciones que tiene esta proteina en los microorganismos que son capaces

de dividirse en condiciones extremas.

1.2. Extremdfilos.

Desde una visidén antropocéntrica, clasificamos a todos los microorganismos
que son capaces de reproducirse en condiciones letales para la humanidad
como extremofilos (Hendry, 2006). Aunque existe una amplia clasificacion
de este tipo de organismos, los extremodfilos se agrupan segun las
caracteristicas de sus ecosistemas (Robbins y Konhauser, 2020). Los
microrganismos termoéfilos e hipertermoéfilos son capaces de reproducirse a
temperaturas superiores a 40 °C o incluso en temperaturas de hasta sobre los
100 °C (Kashefi y Lovely, 2003). Los microorganismos psicrofilos, son
capaces de crecer a temperaturas inferiores a 15 °C, incluidas temperaturas

bajo los 0 °C como en el mar antartico (Kohshima, 1984; Pikuta y cols.,



2008). Los microorganismos acidéfilos y alcalofilos, son capaces de vivir a
pH acido y basico, respectivamente (Edwards y cols., 2000; Takai y cols.,
2001). Mientras que los microorganismos baréfilos que se reproducen en
ambientes con presiones que alcanzan incluso los 80 MPa (Kato y cols.,
1998). Por otra parte, el habitat de los microorganismos hal6filos se
caracteriza por altas concentraciones de sales, incluso sobre los 2 M (Bowers
y Wiegel, 2011). Finalmente, los microorganismos que se adaptaron a vivir
a temperaturas cercanas a las condiciones normales de presion y temperatura
(~25 °C y 1 atm de presion) se denominan mes6filos (Robbins y Konhauser,
2020). En las células, las proteinas son el efector final de cada proceso
bioldgico y en todos los microorganismos extremoéfilos mencionados, sus
proteinas estdn constantemente expuestas a las caracteristicas de su
ecosistema, por lo que han desarrollado una serie de adaptaciones

estructurales que le permiten mantener su funcion.

1.3. Adaptacion de las proteinas de los extremofilos a la Temperatura.

Las proteinas de los microrganismos termoéfilos e hipertermofilos, han
desarrollado una mayor compactacion de sus grupos hidrofébicos en el

interior de la estructura, mayor nimero de puentes de hidrogeno y puentes



disulfuros, mayor cantidad de enlaces salinos junto a /loops mas cortos en su
superficie (Vogt y cols., 1997; Argos y cols., 2002). Aparentemente, tanto la
integridad de los aminodcidos como la formacién del nticleo hidrofébico tras
el plegamiento de las proteinas son esenciales para la viabilidad (Carpenter y

cols., 1993; Timasheff, 1993).

La adaptacion de las proteinas en microorganismos psicrofilos incluye: una
menor cantidad de puentes salinos en el interior de la estructura; un aumento
en las cadenas laterales hidroéfobas expuestas a solventes; una disminucion
de los residuos hidrofobos en el niicleo; una disminucion de las interacciones
aromatico-aromaticas; un aumento de glicinas (Gly); menor cantidad de
prolinas (Pro) en sus loops; menor cantidad de sitios de union a metales o una
menor afinidad por la union de estos; una menor cantidad de puentes
disulfuros; y finalmente una menor interaccion de sus residuos aromaticos
(Siddiqui y Cavicchioli, 2006). Todo esto se traduce en una mayor
flexibilidad en su estructura, que permite la modificacion de la cinética de las
enzimas lo que mantiene las velocidades de reaccion adecuadas en estos
ecosistemas extremos (Siddiqui y Cavicchioli, 2006, Piette, y cols., 2011).
Muchos estudios indican que solo se necesitan modificaciones estructurales

menores para cambiar la estabilidad intrinseca de las enzimas psicrofilicas, y

10



que la flexibilidad local en lugar de la global puede jugar un papel importante
(Siddiqui y Cavicchioli 2006). Estos ambientes de temperatura extrema,
también se caracterizan por estar expuestos a altas cantidades de agentes

oxidantes, que pueden afectar el normal funcionamiento celular.

1.4. Agentes oxidantes y sus efectos en las proteinas.

Los agentes oxidantes afectan el metabolismo de los microorganismos al
alterar la funcionalidad de lipidos, nucledtidos y proteinas. Estos agentes
oxidantes pueden ser especies radicalarias como no radicalarias y dafian a
estas macromoléculas por diferentes mecanismos (Davies, 2016). Estos
agentes oxidantes pueden ser especies reactivas (RS) como exposiciones a
radiacion. El efecto principal sobre las proteinas es la abstraccion de un
electron desde la macromolécula, extrayéndolo directamente o a través de un
atomo de hidrégeno, generandose un radical secundario en la proteina. Este
radical puede generar productos de oxidacion que alteran la estructura de la

proteina o participar en reacciones radicalarias secundarias (Davies, 2016).

El radical peroxilo (ROO¢) es un tipo de RS, en particular una especie
reactiva de oxigeno (ROS) y afecta a las proteinas selectivamente en los

residuos triptofano (Trp), tirosina (Tyr), metionina (Met) y cisteina (Cys)
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(Davies, 2016). La oxidacion de Met da como resultado principalmente un
sulfoxido (Metioninasulféxido [MetSO]) (Schoneich, 2005). La oxidaciéon de
Met puede alterar la estructura y funcion de las proteinas (Hawkins y Davies,
2005), mientras que, en algunos casos, se ha sugerido que la oxidacion de
este residuo actia como un proceso protector (Levine y cols., 2000). La
abstraccion de un atomo de hidrégeno de los residuos de Tyr y Trp da como
resultado la formacion de radicales tirosilo (Tyre) y triptofanilo (Trpe),
respectivamente. Estas especies pueden reaccionar con Oz (k <10° M!s™! para
Tyr » (Houée-Lévin y cols., 2015) y k<4 x 10 M's! para Trp+ (Candeias y
cols., 1997)) lo que produce radicales peroxilo que posteriormente llevan a
la formacién productos de oxidacién como hidroperoxidos, alcoholes y
grupos carbonilo (Davies, 2016; Candeias y cols., 1997). Una vez oxidados,
los radicales Trpe y Tyre pueden participar en reacciones de término con otro
radical generando un dimero entre estos residuos. En las proteinas se han
descrito la formacion de dimeros de Tyr (di-Tyr, £ = 10° M s”! (Candeias y
cols., 1997)), dimeros de Trp (di-Trp, k = 2-6 x 10® M!s! (Carroll y cols.,
2017)) e incluso la generacion de un dimero Trp-Tyr (Leinisch y cols., 2017).
Estas modificaciones pueden ser intramolecular o intermolecular provocando

la dimerizacién de mondmeros de proteina (Annibal y cols., 2016; Leinisch
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y cols., 2017; Fuentes-Lemus y cols., 2021) que conducen a cambios
estructurales y funcionales irreversibles que pueden afectar el metabolismo
celular (Cabiscol y cols., 2000; Davies, 2016). Debido a que la citoquinesis
en un proceso esencial para la supervivencia, la caracterizacion del efecto de
la temperatura y los agentes oxidantes sobre proteina FtsZ, es clave para

entender las adaptaciones de los extremofilos a sus ecosistemas.

1.5. Efecto de la Temperatura y Oxidacion sobre FtsZ.

Se describio el efecto de la temperatura mediante experimentos de dispersion
de luz (light scattering; LS) sobre la actividad polimérica de la proteina FtsZ
del organismo mesofilo Escherichia coli (EcFtsZ) (Concha-Marambio y
cols., 2017). La adicion de GTP provoca un inmediato aumento en la
intensidad de LS producto de la formaciéon de polimeros de FtsZ, sin
embargo, el maximo de LS es dependiente de la temperatura
(Concha-Marambio y cols., 2017). EcFtsZ es capaz de polimerizar desde los
10 °C hasta los 30 °C con una actividad GTPasa remanente por encima y

debajo de este rango de temperaturas.

Escobar-Alvarez y cols. (2017) describieron el efecto de la oxidacién

inducida por radicales peroxilo derivados de 2,2-azobis-2-amidinopropane
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(AAPH) sobre la proteina EcFtsZ. El AAPH es una fuente de radicales
peroxilo (ROO¢), que tiene la ventaja de generar estos radicales a una tasa
constante por varias horas (Niki, 1990; Lopez-Alarcon y cols., 2020). La
incubacion de EcFtsZ con AAPH (10 y 100 mM) provoca la oxidacion de los
residuos Met y Tyr. Esta oxidacion afecta notablemente la actividad
polimérica y provoca la generacion de MetSO en la proteina junto con la
generacion de nuevos grupos carbonilos. Ademas, la oxidacion de EcFtsZ
induce la generacion de dimeros y agregados de mayor peso molecular

mediante enlaces covalentes di-Tyr (Escobar-Alvarez y cols., 2017).

M. jannaschii es un microorganismo termoéfilo que fue aislado de una
chimenea submarina a 2.600 metros de profundidad (Jones y cols. 1983). Este
microorganismo es capaz de replicarse a temperaturas de hasta 90 °C, y
también tiene una alta tolerancia a las radiaciones ionizantes (Beblo y cols.,
2011). En atmdsferas anaerdbicas, su metabolismo implica la produccion de
radicales libres, asi como la reduccién de CO2 a CHs (Zhu y cols., 2004;
Hiscox y cols., 2012; Susanti y cols., 2019). Concha-Marambio y cols.
(2017), también describieron el efecto de la temperatura sobre la
polimerizacién de la proteina FtsZ del termofilo M. jannaschii (MjFtsZ) por

experimentos de LS. MjFtsZ tiene el mismo comportamiento que posee
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EcFtsZ, pero a temperaturas muy superiores (desde los 40 °C a los 80 °C),
con una actividad catalitica remanente fuera de este rango de temperaturas.
La proteina MjFtsZ carece de residuos Cys libres, posee once Met, pero s6lo
tiene un residuo de Tyr y de Trp. El bajo nimero de Tyr y Trp puede surgir
de la presion evolutiva para eliminar residuos susceptibles de oxidarse en este
termofilo, y se podria postular que los niveles relativamente altos de Met
estan presentes para proporcionar proteccion ante oxidantes. Por lo tanto,
estudios utilizando como modelo la proteina FtsZ, la cual posee una funcion
extremadamente conservada, permitirdn determinar si existe una mayor
resistencia a la oxidacioén de las proteinas de organismos extremofilos, en
comparacion con un organismo mesofilo que no estd expuesto a condiciones

tan drasticas como los primeros.

Por lo que se plante¢ la siguiente hipdtesis:

La modificacion oxidativa de los residuos de Trp y Tyr de la proteina
MjFtsZ por la accion de ROO-», llevara a la inactivacion de la capacidad
polimérica de esta proteina, debido a la generacion de dimeros o agregados

covalentes de alto peso molecular.
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Con los siguientes objetivos.

Objetivo general

Determinar el efecto de la oxidacion mediada por ROO* sobre la proteina
FtsZ del termdfilo M. jannaschii (Mj¥tsZ) y la relacion del daiio con la

oxidacion de aminoacidos y la funcionalidad de la proteina.

Objetivos especificos.

* Determinar el efecto de ROOe sobre la actividad polimérica de MjFtsZ.

* Estudiar el efecto de ROOe+ sobre la estructura secundaria de la

proteina MjFtsZ.

* Determinar el grado de oxidacion de los residuos aminoacidicos de la

proteina MjFtsZ inducido por ROOe
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2. Materiales y métodos

2.1. Reactivos

Los reactivos: Diclorhidrato de 2,2"-azobis(2-metilpropionamidina) (AAPH),
acido tricloroacético (TCA), 2.,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH), 4&cido
metanosulfonico (MSA), triptamina, o-ftalldialdehido (OPA), sales de
fosfato de sodio (NaHPO4 y NaH>POy), cloruro de sodio, cloruro de potasio,
perclorato de potasio, persulfato de sodio, Trizma base, hidroxido de sodio,
MES, cloruro de magnesio, cloruro de calcio, GTP, GTP-y-S, glicina (Gly),
Acetato de sodio, metanol, tetrahidrofurano, acido fosforico, acido formico,
clorhidrato de guanidinio, TCA, HCI, DTT, yodoacetamida, glicerol, etanol,
Imidazol, acetato de etilo, docecil-sulfato de sodio (SDS), el sulfoxido de
Met (MetSO), los estandares de aminoacidos, cloramina T y acrilamida,
2-mercaptoetanol fueron adquiridos desde Sigma Aldrich o Merck.

Coomassie coloidal se adquiri6 de BioRad.

2.2. Purificacion de la proteina MjFtsZ.

La proteina MjFtsZ se expreso y purificéd de la célula de E. coli C41 siguiendo
el protocolo descrito previamente por Concha y cols. (2017). Se sembro E.

coli C41-MjFtsZ en 4 L de medio Luria Broth (LB) suplementado con

17



ampicilina (10 g/L de Triptona, 5 g/l de Extracto de Levadura, 10 g/L de
NaCl, ampicilina 50 uM/mL) y se incubaron a 37 °C en agitacion constante.
Se midi6 periddicamente la ODgoonm del cultivo hasta que alcanzo6 un valor de
~0,5. En ese momento se le afiadio IPTG a una concentracion final de 1 mM
y se incubo a 37 °C con agitacion constante por 5 horas. Luego se
recolectaron las bacterias centrifugandolas en botellas de 250 mL a 5000 x g
por 10 minutos y el pellet bacteriano se guardo a -80 °C. El pellet se suspendio
en buffer A (Tris-HCl 50 mM pH 8,0; KCI 300 mM, glicerol 10 %) y se
suplement6 con inhibidores de proteasas. Luego, la suspension celular se lisé
mediante sonicacion y se centrifugo a 20.000 x g a 4 °C durante 1,5 horas. El
sobrenadante se ajusté a 5 mM de imidazol y luego se carg6 en una columna
de afinidad de Ni-Sepharose (GE Healthcare, Piscataway, NJ). La elucion se
llevo a cabo con un flujo de 1 mL/minuto utilizando una gradiente lineal de
5SmM a1 M de imidazol a 4 °C siguiendo la absorbancia a 280 nm del frente
de migracidén. La proteina MjFtsZ eluyo a ~500 mM de imidazol. Las
fracciones de proteina purificadas se dializaron en a buffer A frio durante 18
horas. La proteina se cuantificé mediante el Kit de ensayo de proteinas BCA

Pierce™ (ThermoFisher) siguiendo las instrucciones del fabricante.
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Finamente, la proteina purificada y cuantificada se almacen6 a -80 °C hasta

Su uso.

2.3. Oxidacion de MjFtsZ.

75 uM de MjFtsZ (en buffer fosfato 75 mM, pH 7,4) se incubaron en ausencia
y presencia de AAPH 10 o 100 mM a 37 °C durante 3 horas. Cada 30 minutos
las soluciones se burbujearon con aire durante 30 s para evitar el agotamiento
de O, y se tomaron alicuotas de 150 pL. Para eliminar el exceso de AAPH
de cada muestra se utilizo un filtro de corte de 10 kDa (Amicon, Merk). Las
muestras (150 uL) se diluyeron (1:10) con buffer fosfato (75 mM, pH 7,4) y
se centrifugaron durante 4 ciclos para dar el mismo volumen inicial. Las
muestras resultantes (sin AAPH) se utilizaron posteriormente para evaluar la
integridad estructural (mediante SDS-PAGE, dicroismo circular y
fluorescencia), la actividad de polimerizacion, los cambios en la composicion

de aminoacidos y la formacién de productos de oxidacion.

2.4. Actividad de polimerizacion de MjFtsZ

La capacidad de polimerizacion de las proteinas oxidadas y no oxidadas se
evaluo siguiendo los cambios en la intensidad de la dispersion de luz (Light

scattering, LS) (Concha-Marambio y cols., 2017). Las muestras de MjFtsZ
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(75 uM) control (no oxidadas) y obtenidas de la cinética de oxidacion a
tiempos definidos de incubacién (0, 1, 2 y 3 horas) en presencia de 10y 100
mM de AAPH, se diluyeron, en razén de 1:10, a una concentracion final de
proteina de 7 uM usando buffer de polimerizaciéon (MES 50 mM pH 6,5; KCI
300 mM; MgCl, 5 mM). Las soluciones resultantes se incubaron a 65 °C
durante 10 minutos, después de lo cual se midi6 el LS basal durante
1,5 minutos. La polimerizacion se inici6 afiadiendo GTP o un andlogo no
hidrolizable (GTP-y-S, ambos con una concentracion final 1 mM). Los
perfiles cinéticos de LS se controlaron midiendo en un dngulo de 90° y con
una Aex ¥ Aem @ 350 nm (empleando una cubeta de fluorescencia de 200 pL)
en un soporte termo-estabilizado (65 °C) de un espectrofluorimetro Perkin

Elmer LS-55 (Beaconsfield, Reino Unido).

2.5. Estudios de espectroscopia de dicroismo circular

Se incubaron alicuotas de MjFtsZ (75 uM) en ausencia y presencia de AAPH
10 0 100 mM durante 3 horas, luego se diluyeron en buffer fosfato 75 mM,
pH 7.,4; para dar una concentracion final de proteina de 7 uM. Se utilizaron
300 uL de cada muestra para obtener los espectros de dicroismo circular (CD)

resultantes del promedio de barrido, entre 210 y 260 nm, de tres muestras
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independientes, (Jasco, J-1500 Circular Dichroism Spectrophotometer). Los
espectros se registraron en un espectropolarimetro Jasco 660 utilizando
celdas de 1 mm de longitud de trayectoria, con una velocidad de exploracion

de 20 nm/minutos y filtros de ancho de banda de 1 nm.

2.6. Estudios SDS-PAGE

Las muestras de MjFtsZ (75 uM) incubadas en ausencia y presencia de
AAPH 10 o 100 mM durante 3 horas, se trataron como se indica en la seccion
2.2. Las muestras (20 uL) se mezclaron con 7 plL de buffer de carga 4X y se
calentaron a 95 °C durante 5 minutos. Todas las muestras se cargaron en geles
de poliacrilamida (gel concentrador al 4%, resolutivo al 12%). El gel cargado
se corrid a corriente constante (50 mA) durante 1 hora, usando buffer de
corrida (Tris 25 mM, Gly 400 mM, SDS al 0,1%, pH 8,3). Los geles se
tifieron con Coomassie coloidal. El andlisis densitométrico de geles

SDS-PAGE se realiz6 utilizando el software Image].

2.7. Consumo de monomeros de MjFtsZ determinado Cromatografia por

exclusion de tamaiio (SEC)

Alicuotas de MjFtsZ (75 uM) control (no oxidadas) y oxidadas (expuestas a

10 0 100 mM de AAPH durante 3 horas a 37 °C), se diluyeron 5 veces en una
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solucion que contenia: buffer fosfato de sodio 100 mM pH 7,4; Cloruro de
sodio 150 mM y 0,1% p/v de SDS. A continuaciodn, las muestras se calentaron
a 95 °C durante 10 minutos y se transfirieron a viales de HPLC. Las muestras
desnaturizadas se separaron utilizando una columna Phenomenex, BioSep ™
SEC-s3000 (5 pum, 290 A, 300 A~ 7.8 mm, Phenomenex, Torrance, CA,
EUA), mantenida a 40 °C, en un HPLC Agilent serie 1200, equipado con un
multisampler Agilent serie 1260 Infinity II (ajustado a 25 °C), acoplado a un
detector de arreglo de diodos (serie Agilent 1200). La separacion
cromatografica se logrd utilizando una fase moévil isocratica que contenia
buffer fosfato de sodio 100 mM pH 7.,4; Cloruro de sodio 150 mM y 0,1%
p/v de SDS, fijando un flujo de 0,8 mL/minutos. La absorbancia se controlo
a 220 nm. El analisis de los datos se realizo con el software OpenLAB (Santa

Clara, CA, EUA).

2.8. Estudios de fluorescencia

La disminucion de la fluorescencia intrinseca del Unico residuo Trp de
MjFtsZ. inducido por ROOe, se evalu6 mediante espectroscopia de

fluorescencia. Se incub6 MjFtsZ (75 uM) a 37 °C con AAPH (10 o 100 mM)

en buffer fosfato (75 mM, pH 7,4). La emision de fluorescencia se registrod

22



continuamente a 360 nm (Aex 295 nm) empleando un espectrofluorimetro

Perkin Elmer LS-55 (Beaconsfield, Reino Unido).

2.9. Andlisis del consumo de aminodcidos por HPLC con deteccion de

fluorescencia de la derivatizacion en precolumna.

La cuantificacion de aminodacidos se realizo por HPLC de la derivatizacion
con o-ftaldialdehido (OPA). Las muestras de MjFtsZ control (no oxidadas) y
oxidadas por 3 horas de incubaciéon con 10 y 100 mM de AAPH, se
sometieron a hidroélisis acida usando acido metanosulfonico (MSA). Los
aminoacidos liberados se derivatizaron con OPA antes del andlisis por HPLC
(Escobar-Alvarez y cols., 2017). 200 pL de las muestras de MjFtsZ
preparadas como se describid anteriormente, se transfirieron a viales de
vidrio y se precipitaron mediante la adicion de 50 uL. de TCA al 50% p/v.
Las muestras se centrifugaron a 9000 x g 4 °C y los pellets de proteina
resultante se lavaron dos veces con acetona fria y se secaron usando una
corriente de N». Luego, cada pellet se suspendi6 en 150 pL de una solucion
de MSA 4 M con triptamina al 0,2% p/v. Los viales se transfirieron al sistema
Pico-Tag y se elimin6 el Oz del ambiente usando 3 ciclos repetidos de

Vacio-N; (5 minutos de vacio, 30 segundos de N»>). Luego, las muestras al
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vacio se incubaron a 110 °C durante 18 horas. Las muestras ya frias se
neutralizaron mediante la adicion de 150 uLL de NaOH 4 M vy las soluciones
se filtraron a través de filtros Pall Nanosep de 0,2 um (Merck). Las soluciones
resultantes se diluyeron 20 veces con agua ultrapura (Milli-Q) y se
transfirieron a viales de HPLC colocados en un multisampler, Agilent 1260
serie Infinity II, ajustado a 8 °C. Las muestras se separaron utilizando un
HPLC Agilent serie 1200, junto con un detector de fluorescencia (Agilent
serie 1260). Para la derivatizacion de los aminoacidos libres, el reactivo OPA
se activo inmediatamente antes de su uso mediante la adicion de 5 uL de
2-mercaptoetanol a 1 mL de reactivo OPA no activo. En el multisampler se
agregaron 20 pL de reactivo OPA activado a 40 pL de muestras hidrolizadas
de MjFtsZ y se inyectaron 20 pL de la solucion resultante en una columna de
fase reversa (Hibar® 250 x 4.3 mm RP-18 cerrada [tamafio de particula 5
um] Phurospher® STAR; Millipore) mantenida a 40 °C. Las muestras se
eluyeron usando un gradiente de buffer A (acetato de sodio 50 mM pH 5,3;
20% metanol; 2,5% tetrahidrofurano [THF]) y buffer B (acetato de sodio 50
mM pH 5,3; 80 % metanol; 2,5% THF) con un flujo de 0,8 mL/minutos. El
buffer A comenzo al 100% y disminuy6 al 80% durante los primeros 5

minutos. El buffer A disminuyd al 40% en los siguientes 15 minutos,
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alcanzando finalmente el 5% durante 25 minutos. Esto se mantuvo durante
10 minutos. Posteriormente, el buffer A se devolvio al 100% durante 1
minuto, con la columna luego equilibrada durante 4 minutos. Las especies
eluidas se detectaron por fluorescencia (Aex 340 nm y Aem 440 nm). El anélisis
de los datos se llevo a cabo con el software OpenLab (Santa Clara, CA). La
cuantificacion se determind a partir del area bajo la curva de los picos
cromatograficos correspondientes, utilizando curvas de calibracion

construidas utilizando estandares comerciales de aminoacidos y de MetSO.

2.10. Analisis de los productos de oxidacion, derivados de Tyr y Trp de

MjFtsZ, por HPLC con deteccion de fluorescencia (HPLC-FL)

El analisis de los productos de oxidacion relacionados con Tyr y Trp
producidos en muestras de MjFtsZ se llevo a cabo mediante HPLC-FL, como
se describi¢ anteriormente (Hawkins y cols., 2009). 40 uL de las muestras
hidrolizadas y neutralizadas (como se describié en la seccion 2.8) se
diluyeron en una razon 1:5 con agua ultrapura (Milli-Q). Las muestras
diluidas se transfirieron a viales de HPLC y se mantuvieron a 8 °C en un
dispositivo multisampler, Agilent 1260 serie Infinity II. Se inyectaron

alicuotas de 30 pL en una columna de fase reversa (descrita en la seccion 2.8)
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y se eluyeron usando un gradiente de buffer A (perclorato de sodio 100 mM;
acido fosforico 10 mM) y buffer B (Metanol al 80%) con un flujo de
0,8 mL/minutos. La cromatografia de separacion se llevo a cabo usando un
HPLC Agilent serie 1200. Los productos de oxidacion se monitorizaron
utilizando un detector de fluorescencia parametrizado con valores de Aex y
Aem especificos para cada producto de oxidacion; 3,4-dihidroxifenilalanina
(DOPA): rex 280 nm, Aem 320 nm; di-Tyr: Aex 280 nm, Aem 410 nm; y
quinurenina (Kyn) + N-formilquinurenina (NFK): Aex 370 nm, Aem 510 nm.
El andlisis de los datos se realizd con el software OpenLAB (Santa Clara,
CA, EUA). La identificacion de especies especificas se determind por
comparacion con los estandares comerciales que se utilizaron para construir

curvas de calibracion.

2.11 Andlisis por espectrometria de masas de productos de oxidacion.

2.11.1 Andlisis de productos de oxidacion de Tyr y Trp en muestras MjFtsZ

sometidas a hidrolisis dcida (MSA).

Las muestras de MjFtsZ, incubadas en ausencia y presencia de AAPH (10 o
100 mM) durante 3 horas a 37 °C se hidrolizaron como se describio

anteriormente (seccion 2.8), luego se analizaron usando un sistema de
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cromatografia liquida de ultra alta resolucion (UPLC) Ekspert ABSciex 4500
acoplado a un triple cuadrupolo detector (Triple Quad ™). Se inyectaron 20
uL de muestras en una columna de fase inversa (como se describe en la
seccion 2.9) mantenida a 40 °C. La separacién cromatografica se realizo
usando un gradiente de buffer A (4cido formico al 0,1% en agua) y buffer B
(50:50 metanol: agua que contenia acido formico al 1%) a un flujo de
0,8 mL/minutos. El buffer A se mantuvo al 100% durante los primeros
2 minutos, antes de disminuir al 20% durante los siguientes 25 minutos.
Posteriormente, el buffer A se devolvid al 100% durante 35 minutos con una
fase de equilibrado adicional de 5 minutos. La deteccion de masas se llevo a
cabo en un modo de polaridad positiva empleando un método de exploracion
de adquisicion dependiente de datos (DDA). El periodo de adquisicion fue
de 45 minutos con una tolerancia de masa de 250,0 mDa, y se emple6 una
exploracion de resolucion mejorada para confirmar el estado de carga y/o el
patron de iso6topos. No se emplearon sustracciones dinamicas de fondo ni
energia de colision rodante. Ademds, se usé Monitoreo de Reacciones
Seleccionadas (Selective Reaction Monitoring; SRM) con polaridad positiva
y empleando un sistema Turbo Spray ™ como fuente de iones (ionizacion

por electropulverizacion), para recolectar los Q1 y Qs de los productos de
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oxidacion relacionados con Tyr y Trp. Los espectros de MS? se recopilaron
utilizando un tamafio de paso de 0,1 Da de iones originales seleccionados,
con un rango de exploracion de MS? de 50 a 1000 Da. La energia de colision
y los potenciales de desagrupamiento fueron de 15 y 56 V, respectivamente.
Se utilizé N2 como gas nebulizador, la temperatura dentro de la cdmara de
nebulizacion se fij6 en 600 °C. El modo SRM se establecio para examinar las
siguientes transiciones: 197 — 151 para DOPA; 361 — 315 para di-Tyr;
237 — 118 para NFK; 237 — 146 para di-alcoholes derivados de Trp; para
Kyn 209 — 94; y 407 — 203 para di-Trp. Cabe sefialar que la transicion
237 — 118 es comun para los di-alcoholes derivados de Trp, Kyn y NFK,

pero cada derivado tiene un tiempo de retencidn diferente.

2.11.2. Andlisis de productos de oxidacion de Tyr, Trp y Met en muestras de
MjFtsZ sometidas a hidrolisis triptica.

20 pg de muestras de proteina control y oxidadas fueron secados a 30 °C, al
vacio. Luego, las muestras se disolvieron en 20 pL de urea (8 M) en Tris-HCI
50 mM pH 8,0. Se agregaron 2 uL de ditiotreitol (DTT, 460 mM) a cada
muestra y se incubaron a 21 °C durante 1 hora. Luego se anadi6 4 pL de

yodoacetamida 500 mM y las muestras se incubaron a 21 °C durante 1 hora
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en la oscuridad. A continuacion, se afiadieron a las muestras 74 uL de
bicarbonato de amonio 50 mM y 4 uL de 0,1 pg/uL de tripsina, seguido de
incubacion durante la noche a 37 °C. A continuacion, los péptidos se
sometieron a extraccion en fase sélida StageTip en discos de fase inversa
Empore C18 activados (3 M, St. Paul, MN), y las muestras se eluyeron
utilizando 50 pL de acido trifluoroacético al 0,1% en acetonitrilo al 60%. A
continuacién, se secaron los eluyentes (concentrador Speedvac ™,
60 minutos) y las muestras se suspendieron en 50 pl de acido formico al
0,1 % en agua ultrapura. Las muestras se analizaron en un espectrometro de
masas Impact II ESI-QTOF (Bruker Daltonics) en el modo de iones positivos
conectado en linea a un sistema de cromatografia Dionex Ultimate 3000
(Thermo Fisher Scientific). Los analitos se separaron utilizando una columna
MabPac de 150 mm x 150 pm de columna (Thermo Fisher Scientific) a 60 °C
con un caudal de 10 pl/minuto mediante elucion en gradiente utilizando
buffer A (0,1% acido formico) y buffer B (80% acetonitrilo; 0,1% acido
formico). La aguja de electropulverizaciéon se mantuvo a 4500 V, con un
desplazamiento de la placa terminal de 500 V y una temperatura de 200 °C.
Se utilizé gas nitrogeno tanto para el nebulizador (0,7 bar) como para el gas

seco (6,0 L/minutos). Las exploraciones de precursores de MS!
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(150-2200 m/z) fueron seguidas por la fragmentacion MS? dependiente de los
datos de los tres precursores mas intensos con frecuencias de muestreo de 2
Hz. Los analisis y la cuantificacion de MS se llevaron a cabo a nivel de MS'.
El analisis de datos se realizé utilizando MaxQuant (version 1.6.1.0) con
restricciones tripticas semi-especificas y una tasa de falso positivo de nivel
de péptido del 1%. Se usé carbamidometil de cisteina como una modificacion
fija y los cambios en Met, Tyr y Trp se usaron como modificaciones
variables. Para Met, se seleccionaron m/z +16 (sulfoxido) y m/z +32 (sulfona)
como una modificacion variable. Para Trp, las modificaciones variables
utilizadas fueron m/z +4 (Kyn), m/z +14 (formacién de carbonilo), m/z +16
(adicion de un solo dtomo de oxigeno) y m/z +32 (adicion de 2 atomos de
oxigeno). Para Tyr, m/z +16 (DOPA) fue la modificacion de variable
utilizada. El porcentaje (%) de modificacién en un sitio particular se estimd
basandose en la cuantificacion sin marcaje de las proporciones del area total
de MS' de los péptidos modificados o no modificados correspondientes,

segin se determind utilizando el software Bruker QuantAnalysis.

2.12. Estudios por electro-transferencia de proteinas a membranas de
difluoruro de polivinilideno e inmunorevelado de la formacion de di-Tyr y

nuevos grupos carbonilos.
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Para di-Tyr, se cargaron 20 uLL de muestras de MjFtsZ (controles y soluciones
tratadas con AAPH) en el gel de poliacrilamida como se describe en la
seccidn 2.5. Para la deteccion de grupos carbonilo, antes de cargar los geles
de poliacrilamida, se mezclaron muestras de MjFtsZ (30 uL) con 45 uL de
solucién (1 X) 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH) y se incubaron durante 15
minutos, a 21 °C. Después de la electroforesis, las proteinas se transfirieron
a membranas de difluoruro de polivinilideno Hybond®-P (PVDF) usando un
Trans-Blot Turbo Transfer System (Bio-Rad). Para di-Tyr, la membrana de
PVDF se incub6 con un anticuerpo anti-di-Tyr monoclonal primario (Abcam,
[ab243067], dilucion 1:2.000) e IgG H&L anti-raton de cabra policlonal
secundaria conjugado con peroxidasa de rdbano picante (HRP, Abcam,
[ab205719], dilucion 1:10.000). Para los grupos carbonilo, la membrana de
PVDF se incub6 con un anticuerpo  policlonal contra
2,4-dinitrofenilhidrazona como se describe en las instrucciones del kit:
“Oxybolt™ Protein Oxidation Detection Kit’ (MERK). Las membranas de
PVDF se revelaron utilizando un sustrato de transferencia Western Pierce™
ECL (ThermoFisher Scientific) como se describe en las instrucciones del

fabricante.
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2.13. Evaluacion de los grupos carbonilo totales.

Las concentraciones totales de carbonilo se determinaron mediante un ensayo
colorimétrico basado en la derivatizacion de carbonilos con DNPH y la
determinacion de la absorbancia de los productos de hidrazona (Hawkins y
cols., 2009). Se mezclaron 250 uLL. de DNPH 10 mM con 250 puLL de muestras
de MjFtsZ (75 uM) control y obtenidas cada 30 minutos durante la cinética
de incubacion con AAPH (10 o 100 mM). La mezcla se incub6 durante 20
minutos, como describen Hawkins y cols., (2009). Luego, las proteinas se
precipitaron mediante la adicion de 125 pL de TCA (50% p/v) y se
centrifugaron a 14000 x g a temperatura ambiente durante 15 minutos. Los
pellets resultantes se lavaron con una mezcla fria de etanol/acetato de etilo
(1: 1) y se volvieron a centrifugar a 14000 x g a temperatura ambiente durante
15 minutos, repitiéndose este proceso tres veces. A continuacion, los pellets
se solubilizaron afiadiendo 200 pl de clorhidrato de guanidinio 6 M y se
transfirieron a una placa de 96 pocillos. La absorbancia se midi6 a 370 nmy
la concentracion total del aducto de carbonil-DNPH se calculé usando un

e =22.000 M cm™! (Hawkins y cols., 2009).
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2.14. Oxidacion de MjFtsZ mediada por cloramina T

Se incub6d MjFtsZ (75 pM) con cloramina T: 0,1; 1 y 10 mM en buffer
Tris-HCI 50 mM, pH 7,4 a 25 °C por 20 minutos. Luego se elimind la
cloramina T mediante cromatografia de exclusion por tamaiio (poliacrilamida
P-100, BioRad) y se analiz6 la actividad de polimerizacion-
despolimerizacion de las muestras de MjFtsZ mediante LS (350 nm). El
consumo de aminodcidos se cuantific6 mediante el ensayo HPLC-OPA,
como se describe en la seccion 2.8. En el caso de Trp, su consumo se evaluo
siguiendo el espectro de fluorescencia (Aex 295 nm, Aem 310 - 500 nm) de las

muestras de MjFtsZ libres de cloramina T.

2.15. Analisis estadistico

Todos los datos se procesaron usando el software GraphPad version 8.0 y se
expresan como la media de al menos tres experimentos independientes, cada
uno medido por triplicado. En el caso del consumo de aminoacidos (Figura 4
y Tabla 1), los datos de produccion de grupos carbonilo (Figura 5C) y
determinacion de MetSO (Figura 4) se presentan como la media + desviacion

estandar (DE). Los datos de consumo de aminodcidos se analizaron
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estadisticamente utilizando una prueba ANOVA de una via con la prueba

post-hoc de Holm-Sidék. Se asumio la significancia en el nivel p <0,05.
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3. Resultados

3.1. Caracterizacion de la proteina MjFtsZ.

3.1.1. Purificacion y caracterizacion de la proteina MjFtsZ.

El lisado bacteriano que contenia la proteina sintetizada se cargd en una
columna de afinidad segtin lo descrito por Concha y cols. (2017). La proteina
se eluyo de la columna utilizando un gradiente de imizadol. A todas las
diferentes fracciones obtenidas de la columna de purificacion se les midio la
absorbancia a 280 nm (Absa2so). Las fracciones que tuvieron una sefial sobre
el blanco se juntaron y dializaron para eliminar el imidazol. Se determiné una
concentracion final de 12 mg/mL luego de la didlisis. La integridad de la
proteina purificada se evalud6 mediante SDS-PAGE. En el gel de
poliacrilamida se cargd una alicuota del lisado bacteriano antes de pasar por
la columna; una alicuota del frente de migracion que no fue retenido por la
columna y una alicuota de la proteina una vez dializada. En el gel se observa
una banda principal con una masa molecular cercana a los 40 kDa (Figura
3.1.A; carril 3, flecha negra). Para corroborar si esta proteina purificada
correspondia a la proteina MjFtsZ, se evalud los cambios en la dispersion de

luz (Light Scattering; LS) debido a la actividad polimérica por la adicion de
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GTP (Concha-Marambio y cols., 2017). En ausencia de GTP, no se produjo
cambios en LS. La adiciéon de GTP gener6 un aumento inmediato de la

dispersién provocado por la formacién de polimeros de MjFtsZ (Figura

3.1.B).

3.2. Oxidacion de MjFtsZ por ROO- derivados de AAPH

3.2.1 Actividad polimérica de MjFtsZ.

A alicuotas de MjFtsZ no oxidada (control) y oxidada por 1, 2 y 3 horas de
exposicion a AAPH (10 o 100 mM) se determinaron los cambios de LS
provocados por la adicion de 1 mM de GTP (Figura 3.2). Como se describio
anteriormente, solamente la adicion de GTP indujo un rdpido aumento en LS
en las muestras Control. La oxidacion de MjFtsZ inducida por AAPH 10 mM
provocd una disminucion del maximo de dispersion luego de afiadir GTP a
la solucidn. La oxidacién por 1, 2 y 3 horas provocd una disminucion de 14,
70y 82 % del méaximo de la intensidad de LS (Figura 3.2.A; linea azul, verde,

roja, respectivamente).
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Figura 3.1: Purificacion y caracterizacion de MjFtsZ.

Panel A. Purificacion mediante una columna de afinidad (Ni*?). La flecha de la derecha
indica la proteina de 40 kDa que corresponde a MjFtsZ. Carriles; Std, Estandar de masa
molecular; Carril 1, lisado bacteriano antes de pasar por la columna; Carril 2, lisado
bacteriano luego de pasar por la columna, Carril 3, fracciones eluidas a partir del gradiente
de imidazol. 5 pL de cada solucion se cargd en cada carril. Panel B. 7 uM de MjFtsZ se
incubd a 65° C por 10 minutos. Se midid la dispersion de luz provocada por la formacion
de polimeros de MjFtsZ inducido por la adicion de 1 mM de GTP (Flecha roja). La
dispersion se siguio a 350 nm (Aex 350 nm).

37



>
w

< S
1,5
4 )
N 10 8
© ©
£ £ 10
2 (]
s %9 §
© S
o o 0,5
2 |\ 2
8 00”_‘L ﬁ
= 5 10 15 £ 007 p T T
Tiempo (min) Tiempo (min)
C ©
?
N 1,01
©
£
1™
o
4
S 0,54
©
S
N
g |\
o
T 00 . : .
- 0 5 10 15

Tiempo (min)

Figura 3.2: Los radicales libres derivados de AAPH afectan la actividad polimérica
de MjFtsZ.

MjFtsZ (7 uM) incubada a 37 °C en ausencia (Control, Curvas negras) y presencia de
AAPH 10 mM y 100 mM durante 3 horas. Panel A: LS (unidades normalizadas) de la
actividad polimérica de MjFtsZ evaluadas con GTP hidrolizable, para muestras incubadas
con 10 mM de AAPH durante 1 (azul), 2 (verde) y 3 (roja) horas. Panel B: LS (unidades
normalizadas) de la actividad polimérica de MjFtsZ evaluadas con GTP no hidrolizable
(GTP-y-S), para muestras incubadas con 10 mM de AAPH durante 3 horas (roja).
Panel C: LS (unidades normalizadas) de la actividad polimérica de MjFtsZ con GTP
hidrolizable, para muestras incubadas con 100 mM de AAPH durante 1 (azul), 2 (verde)
y 3 (roja) horas. Las muestras se incubaron por 10 minutos a 65 °C antes de medir el LS
basal a 350 nm. Las flechas negras indican el momento en que se agregd GTP.
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Estos resultados permiten realizar un andlisis considerando el siguiente

modelo utilizando una reaccion para la elongacion de los filamentos de FtsZ:

FtsZm + filamento;.; + GTP — filamento; + GDP (1)

En donde: FtsZ, es la proteina en estado monomérico, filamento;.; es un
filamento en cualquier estado de polimerizacion, filamento; es el filamento

elongado en un mondmero.

El maximo de LS esta relacionado con el largo y la cantidad del filamento,.
En estas condiciones con un exceso de GTP, la extension y la cantidad del
filamento, depende estrictamente de la cantidad de F#sZ, disponible. Esto
nos sugiere que la pérdida del maximo de LS ocasionado por la oxidacién del
mondémero por ROOe (Figura 3.2.A), se debe a que MjFtsZ se esta
inactivando o que su cinética de despolimerizacion cambi6 y afecta el estadio

estacionario de los filamentos.

Por lo que para evaluar si existe alguna contribucion de la despolimerizacion
en la pérdida de LS, equiparamos el fenomeno de polimerizacion y
despolimerizacién de FtsZ en presencia de GTP a lo que ocurre con la
polimerizacién de microtibulos (Haga y cols.,1974), mediante la siguiente

relacion:
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-dm/dt = £, (kim— k) (2)

En donde: m es la concentracion de mondémeros de FtsZgrp, f» €s el nimero
de filamentos, k; y k2 son las constantes de velocidad de polimerizacion y
despolimerizacidn, respectivamente. Ademas, se considera que durante la
polimerizacion GTP es saturante respecto al mondémero de FtsZ y k; es una
constante de pseudo primer orden que considera la concentracion de GTP
como constante (ki = ko [GTP]). La ecuacion (2) no considera el fenomeno

de nucleacion.

A partir de la ecuacidn (2), podemos interpretar que solamente un aumento
de la velocidad de despolimerizacion (kz) producira una disminucion del
maximo de LS debido a que no permitird que se acumulen o que se elonguen
los filamentos de FtsZ por el aumento de la hidrolisis del GTP. Asi, la
disminucion del maximo de LS provocado por la oxidacién de MjFtsZ
(Figura 3.2), se puede explicar por la disminucion de la concentracion de
mondmeros capaces de polimerizar y por lo tanto también el nimero de
filamentos. Esto finalmente produce la disminucién de la velocidad de
polimerizacién y de despolimerizacion luego de la hidrolisis de GTP. Por lo

tanto, para determinar si habia cambios en la velocidad de hidrolisis de GTP
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que podria inducir estos cambios de LS, se utilizé el andlogo no hidrolizable
de GTP (GTP-y-S). Este ultimo permite la estabilizacion de los polimeros de
MjFtsZ atrapando a los monomeros en el filamento. La adicion de GTP-y-S
indujo un aumento inmediato de LS, al igual que GTP, pero al contrario de
este ultimo, se mantuvo la sefial de maxima dispersion (Figura 3.2.B; linea
negra). La adicion de GTP-y-S a la proteina MjFtsZ oxidada por 3 horas con
10 mM de AAPH, indujo un aumento mucho menor de intensidad méxima
(~20 % del valor del control) (Figura 3.2.B; linea roja), confirmando que la
disminucion de la velocidad de polimerizacion se debe a la disminucion de
la concentracién de monomero en conformaciéon nativa de FtsZ y como se
esperaba, que la despolimerizacion es inducida por la presencia de GDP,
luego de la hidrdlisis de GTP, en el sitio del unidn al nucleo6tido. Finalmente,
la oxidacion a una concentracién inicial de 100 mM de AAPH, inactivo por

completo la proteina (Figura 3.2.C).

3.2.2 Modificaciones estructurales en MjFtsZ inducidas por ROO-" derivados

de AAPH.

Para determinar si la inactivacion de la polimerizacion de MjFtsZ se debe a

cambios en la estructura secundaria del mondmero se evalud su contenido
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por dicroismo circular. Se determin6 la elipticidad molar de proteinas
expuestas a AAPH. La oxidacion por ROOe no provocd cambios
significativos de la senal de elipticidad molar, en comparacion al control. Es
decir, al exponer a la proteina a 10 y 100 mM de AAPH por 3 horas se

registraron espectros similares a las muestras control (Figura 3.3).

Se ha descrito que la oxidacion mediada por ROOe deriva en procesos que
llevan a cambios en la masa molecular de proteinas (Annibal y cols., 2016;
Leinisch y cols., 2017 Fuentes-Lemus y cols., 2021). Para evaluar el efecto
de la oxidacion inducida por ROOe sobre el monomero de la proteina MjFtsZ,
se incubo la proteina con AAPH (10 y 100 mM) a 37 °C por un tiempo
maximo de 3 horas. Cada media hora se tom¢6 una alicuota para evaluar el
efecto de la oxidacion sobre la proteina. A cada alicuota se elimin6 el AAPH,
y se cargaron 60 pug en un gel de poliacrilamida. En el analisis de la proteina
incubada en ausencia de AAPH solo se detectd una banda principal con una
masa molecular de ~40 kDa, que corresponde a la masa molecular de la

MjFtsZ (Figura 3.4; flechas negras).

Los procesos oxidativos sobre MjFtsZ gatillados por ROOe, generado por la

termolisis de AAPH (10 y 100 mM), se evidenciaron por la formacion de una
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banda tenue con una masa de ~80 kDa, la que podria corresponder a un
dimero de MjFtsZ (Figura 3.4; flechas rojas). La intensidad de esta banda
aument6 al aumentar el tiempo de incubacion con AAPH (Figura 3.4.A y
3.4.B; flechas rojas). La exposicion de la proteina a 100 mM de AAPH indujo
ademas la formacion de bandas de mayor tamafio (Figura 3.4.A y 3.4.B;

flecha azul).

Mediante un analisis de la densidad de pixeles de los geles de poliacrilamida
para cada una de las bandas se determind: una disminucién de la banda
correspondiente al mondémero (Figura 3.5.A) y aumento en la formacion de
estas bandas correspondientes a agregados covalentes de mayor tamafio

(Figura 3.5.B y 3.5.B).
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Figura 3.3: Los radicales libres derivados de AAPH no modifican la estructura
secundaria de MjFtsZ

Se incub6 MjFtsZ (75 uM) en buffer fostato (75 mM, pH 7,4) a 37 °C en ausencia (Curva
negras) y presencia de AAPH 10 mM (Panel A) y 100 mM (Panel B) durante 3 horas
(Curva rojas). Se tomaron muestras de las soluciones de MjFtsZ-AAPH y se registraron
los espectros de CD para las soluciones diluidas (en buffer fosfato 75 mM) con una

concentracion final de MjFtsZ de 7 uM.
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Figura 3.4: SDS-PAGE de la cinética de oxidacion de MjFtsZ por ROQOe* derivados
de AAPH.

Se incubd MjFtsZ (75 uM) con 10 mM (Panel A) y 100 mM (Panel B) de AAPH en
buffer fosfato (75 mM, pH 7,4) a 37 °C. Se cargd 60 pg de proteina de cada alicuota en
cada carril SDS-PAGE. En la derecha de cada gel; las flechas negras, rojas y azules
indican el mondmero, el dimero covalente y los agregados de alta masa molecular,
respectivamente. Std, corresponde el estandar de peso molecular. Ctrol, corresponde a 60
pg de MjFtsZ sin oxidar. El nimero de cada carril corresponde al tiempo de incubacion
con AAPH.
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Figura 3.5: Analisis densitométrico de los geles de SDS-PAGE de la cinética de
oxidacion MjFtsZ por ROOe derivados de AAPH.

Se incubo MjFtsZ (75 uM) con 10 mM (Curvas negras) y 100 mM (Curvas rojas) de
AAPH en buffer fosfato (75 mM, pH 7,4) a 37 °C. Panel A. Densidades correspondientes
a la banda del monomero del gel de SDS-PAGE. Panel B. Densidades correspondientes
a la banda del doble de la masa molecular del monémero del gel de SDS-PAGE. Panel C.
Densidades correspondientes a la banda la banda de alta masa molecular del gel de
SDS-PAGE.

46



Debido a la pérdida en la banda correspondiente a la masa molecular del
mondmero, se cuantificd el efecto de ROOe sobre el mondmero de MjFtsZ
mediante cromatografia de exclusion molecular (Figura 3.6). Se identifico el
pico correspondiente al mondmero de la proteina incubada en ausencia de
AAPH con un tiempo de retencion entre los 9,5 a los 10 minutos (Figura 3.6;
curvas negras). La incubacion de la proteina con 10 mM de AAPH por 3
horas a 37 °C no indujo cambios en el area bajo la curva del pico
cromatografico correspondiente al monomero (Figura 3.6.B). Esto ultimo
muestra que, aunque la oxidacion generada por AAPH 10 mM fue capaz de
inducir la formacion de agregados covalentes de mayor masa molecular
(Figura 3.6.A; Inserto), su concentracion seria minima ya que tal proceso no
se reflejo en una disminucion del mondmero de MjFtsZ. La oxidacion de
MjFtsZ inducida por 100 mM de AAPH en 3 horas, provocd una disminucion
significativa del area bajo la curva del pico cromatografico del mondémero de
~55 % (Figura 3.6.B). Ademas, esta oxidacion provoco la aparicion de
sefiales de masa molecular mayor al monomero, con tiempos de retencion de
~7,9 y ~8,5 minutos. Estis sefiales podrian corresponder al dimero y
agregados covalentes de alta masa molecular, respectivamente (Figura 3.6.B;

inserto).
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Figura 3.6: Oxidacion de MjFtsZ mediada por ROOe derivados de AAPH.

Analisis cromatografico (HPLC-DAD) a 220 nm de MjFtsZ (75 uM) oxidada (curva roja)
y no oxidada (curva negra). La proteina se incubd con SDS al 0,1% y DTT 50 mM en PBS
(buffer fostato 50 mM, pH 7,0, NaCl 150 mM) a 90 °C, previo a la cromatografia. Panel
A. Cromatograma de la proteina expuesta a 10 mM de AAPH. Panel B. Cromatograma
de la proteina expuesta a 100 mM de AAPH. Insertos. Zoom del analisis cromatografico
para los agregados de mayor masa molecular, las flechas azules y verdes indican el dimero
y los agregados de proteinas de mas alta masa molecular, respectivamente.
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Se han descrito dos posibles mecanismos de generacion de dimeros y
agregados covalentes iniciados por ROOe+ (Fuentes-Lemus y cols., 2018;
Hagglund y cols., 2018). La oxidacion mediada por ROOe induce la
formacion de radicales Triptofanil (Trp-) y/o Tirosinil (Tyr-), que generan
reacciones radicalarias de término entre estos residuos (Hawkins y Davies.,
2001). Estas reacciones finalmente provocan la formacién de un nuevo
enlace covalente de caracteristicas intramolecular (Leinisch y cols., 2017) o
intermolecular (Escobar-Alvarez y cols., 2017). Por otra parte, la oxidacion
de residuos puede generar moléculas que posean nuevos grupos carbonilos
en la proteina. Estos grupos carbonilo pueden reaccionar con residuos de
lisina, por un mecanismo de base de Shifft, lo que también generaria la

dimerizacion (Fuentes-Lemus y cols., 2018-2).

3.2.3. Consumo de aminodcidos de MjFtsZ por ROO-* derivados de AAPH.

El efecto de los ROOe generados por la termdlisis de AAPH sobre los
aminoacidos de MjFtsZ se determiné por la cuantificacion mediante HPLC
de la derivatizacién de cada aminoacido con OPA y por fluorescencia. La
oxidaciéon de MjFtsZ por ROOe- derivados de AAPH solamente afecta a los

residuos de Met, Trp y Tyr de MjFtsZ (Figura 3.7 y 3.8). La oxidacion de
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MjFtsZ mediada por su incubacion con 10 mM de AAPH, provocod un
consumo total de amino acidos de ~130 uM, siendo Met y Trp los tnicos
blancos oxidables (Figura 3.7.C; Tabla 1) y la oxidacién con una
concentracion de 100 mM de AAPH, provoco6 un consumo total de ~260 uM
afectando a los residuos de Met, Trp y Tyr (Figura 3.7.D Tabla 1). Se
cuantificd un consumo de 115,4 + 3,5 uM (0,8 moles por mol de proteina) de
los residuos de Met al oxidar la proteina con 10 mM de AAPH (Tabla 1).
Mientras que, al incubar la proteina con 100 mM de AAPH se cuantifico un
consumo de 14 + 5,1 uM (0,2 moles por mol de proteina) de Tyr, y 210 = 5,0
uM (1,5 moles por mol de proteina) de Met (Tabla 1). Este analisis no mostré
un consumo del residuo de Trp, a pesar de que es un blanco principal de
ROOe« (Davies, 2016). No obstante, este resultado se deberia a la
susceptibilidad de Trp a sufrir oxidaciones durante la hidrolisis acida de la
proteina. Por tal motivo se cuantifico el consumo del Unico residuo Trp de
MjFtsZ mediante fluorescencia. Su oxidacion provoca el apagamiento de su
fluorescencia. La incubacion con AAPH provocé una pérdida de la
fluorescencia del ~ 20 % y ~93 % al exponer la proteina por 3 horas a AAPH

de 10 y 100 mM, respectivamente (Figura 3.8). Estos valores equivalen a un
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consumo de 15,0 £ 4,0 y 70 = 6,0 uM Trp (0,2 y 0,9 moles por mol de

proteina) (Tabla 1).

Tabla 1. Modificacion de aminoacidos en MjFtsZ por ROOe derivados de AAPH. Las
muestras de proteinas se trataron con AAPH 10 o 100 mM durante 3 horas a 37 °C en

buffer fostato (75 mM a pH 7,4). Se determino el consumo de aminoacidos por UPLC.

AAPH Tyr Trp Met h)
Consumo (uM) ns 15£4,0 115%£3,5 130
10 mM por Proteina - 0,2 1,5 1,7
Por ROO- --- 0,1 0,8 0,9
Consumo (uM) 14£50 70£6,0 210£5,0 294
100 mM por Proteina 0,2 0,9 2,8 3,9
Por ROOe - 0,05 0,15 0,2
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Figura 3.7: Cuantificacion del consumo de
derivados de AAPH.
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aminoacidos de MjFtsZ por ROOe-

Se incub6 MjFtsZ (75 uM) en buffer fosfato (75 mM, pH 7.4) a 37 C por 3 horas en
ausencia (control, barras blancas) y presencia (barras grises) de 10 (Panel A) y 100 mM
(Panel B) de AAPH. La cuantificacion se realizé mediante HPLC de la derivatizacion por
OPA. Panel C y D. Detalle de los residuos que son objetivo de los radicales peroxilos de
los paneles A y B, respectivamente. La concentracion de cada aminoécido se determind
mediante una curva de calibracion y se normalizé por la concentracion de Ile, debido a
que este residuo no se ve afectado por la oxidacion. ** indica una diferencia de p < 0,01;
*#* indica una diferencia de p < 0,001, ns indica una diferencia no significativa.

52



1.0 = MjFtsZ 100 mM AAPH
’ = MjFtsZ 10 mM AAPH

Intensidad A/A, (AU)

0,0 ' ' . |
0 50 100 150 200

Tiempo (min)

Figura 3.8: Apagamiento de la fluorescencia de Trp provocado por ROO- derivados
de AAPH.

Se incubd MjFtsZ (75 uM) con 10 (curva roja) y 100 (curva azul) mM de AAPH en buffer
fosfato (75 mM, pH 7,4) a 37 °C a una dosis final de 144 pM y 1,44 mM a las 3 horas
respectivamente. Las curvas negras corresponden a un ajuste de decaimiento exponencial
simple. La fluorescencia de Trp se siguio a 350 nm (Aex 295 nm).
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Se determind que durante la exposicion de MjFtsZ a 10 mM de AAPH se
consumen un total de ~130 uM de aminoacidos, que representan un total de
1,7 moles de aminoacidos modificados por mol de proteina. Esto ultimo
equivale a con un consumo de 0,9 moles de residuos oxidados por mol de
ROOe producidos (Tabla 1). En contraste, con AAPH 100 mM, se
modificaron 3,9 residuos por mol de proteina. Esto equivale a un consumo
de 0,2 moles de aminoacidos por mol de ROO- producidos (Tabla 1). Esto
indica que se produce una oxidacidn parcial de la proteina, debido a que un
nivel general més alto de radicales, provoca un nivel de oxidacion menos

eficiente (Tabla 1).

3.2.4. Caracterizacion de la generacion de los productos de oxidacion
producidos por la oxidacion de MjFtsZ por ROOs derivados de AAPH.

Se ha descrito que la oxidacién de Tyr genera principalmente la formacion
de 3,4-dihridroxifenilalalina (DOPA) y dimeros de Tyr (di-Tyr), mientras
que la oxidacidén de Met lleva a metioninsulféxido (MetSO). La oxidacion de
Trp genera una serie de moléculas en donde la quinurenina (Kyn), N-

Formilquinurenina (NFK), alcoholes e hidroperdxidos, destacan como
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productos de oxidacion, ademas de dimeros de Trp (di-Trp). Los altimos

formados por reacciones entre radicales Trpe (Hawkins y Davies., 2001).

3.2.4.1. Cuantificacion de Metioninsulfoxido (MetSO).

La cuantificacion de MetSO se determind6 mediante HPLC de la
derivatizacion con OPA de la hidrdlisis en medio 4cido de MjFtsZ (Escobar-
Alvarez y cols., 2017). Se determiné que con la incubacién de MjFtsZ con
10y 100 mM de AAPH por 3 horas, se generaron 88+ 5 uM y 197 uM + 21
uM de MetSO, respectivamente (Figura 3.9). Estos valores se corresponden

con el consumo de Met reportado en la Tabla 1).
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Consumo Met (uM)
o
2

10mM 100 mM

Figura 3.9: Cuantificacion de la generacion de Metioninsulféxido (MetSO) por la
oxidacion de MjFtsZ por radicales derivados de AAPH.

Cuantificacion por HPLC de MetSO de la derivatizacion por OPA de la hidrolisis en

medio acido de MjFtsZ (75 uM) oxidado con AAPH a una concentracion de 10 y 100
mM.
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3.2.4.2. Caracterizacion de los productos de oxidacion de Tyr.

La deteccion de los productos de oxidacion derivados de Tyr, L-DOPA y
di-Tyr, se realiz6 mediante HPLC y UPLC-MS (Figura 3.10)
(Fuentes-Lemus y cols., 2018). No se detect6 la presencia de L-DOPA en
ninguna condicion de oxidacion (Figura 3.10.A). Este resultado fue
corroborado por UPLC-MS; se exploré la formacion de L-DOPA por
monitoreo de reacciones seleccionadas (SRM) con una relacion masa/carga
(m/z) del ion padre e hijo de m/z 197 — 151. Solamente se logro detectar
L-DOPA en muestras de MjFtsZ expuestas a 100 mM de AAPH por 3 horas
(pico cromatografico con tiempo cercano a los 11 minutos, Figura 3.10.B).
La aparicion de este producto de oxidacidon concuerda con el consumo de Tyr
reportado, ya que solamente a esta dosis de radicales se produce la oxidacion
de este residuo (Tabla 1). El andlisis por HPLC de di-Tyr no mostro
formacion de este producto en las condiciones de oxidacion estudiadas; no se
detectd ninguna sefial mediante HPLC con deteccion de fluorescencia
(Figura 3.10.C). La deteccion por UPLC-MS para di-Tyr, (SMR m/z
360 — 315), tampoco evidencio senales con el tiempo de retencion para este

producto ~ 12,3 minutos (Figura 3.10.D). Una situacion similar se observo al
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analizar las muestras por Western blot (WB) utilizando anticuerpos anti-di-

Tyr; no se detectd la presencia de este producto (resultados no mostrados).

3.2.4.3. Caracterizacion de los productos de oxidacion de Trp.

Los productos de oxidacién de Trp son complejos y variados (Ronsein y
cols., 2011; Silva y cols., 2019), aunque se destacan quinurenina (Kyn),
N-Formilquinurenina (NFK), alcoholes, hidroperoxidos, y di-Trp. La
cuantificacion de algunos de estos productos de oxidacion se realizod
mediante HPLC y UPLC-MS (Figura 3.11). En el andlisis por HPLC se
cuantifico la suma de Kyn y NFK, debido a que en las condiciones acidas
empleadas para la hidrélisis de proteinas la molécula de NFK se hidroliza a
Kyn. Se lograron detectar picos consistentes con la formacion de una o ambas
de estas especies, en muestras de MjFtsZ incubadas con AAPH 10y 100 mM.
Sin embargo, no fue posible cuantificar estos picos utilizando estandares
comerciales, ya que, la presencia de estos productos generados en la
oxidacidn de MjFtsZ tiene niveles muy bajos, consistente con la presencia de
un unico residuo de Trp en MjFtsZ, ademas de que existe la posibilidad de

generar otros productos derivados de Trp (Figura 3.11.A).
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Figura 3.10: Deteccion de los productos de oxidacion derivados de Tyr, L-DOPA y
di-Tyr generados por la oxidacion de MjFtsZ por radicales derivados de AAPH.

Andlisis por HPLC y UPLC-MS de los productos de la oxidacion de MjFtsZ (75 uM)
oxidado con AAPH a una concentracion inicial de 10 y 100 mM. Panel A. Cromatograma
de la cuantificacion de L-DOPA, se sigui¢ la fluorescencia a 320 nm (Aex 280 nm). Panel
B. Cromatograma SMR de la deteccion de la fragmentacion de la masa 197 — 151,
correspondiente a L-DOPA. Panel C. Cromatograma de la cuantificacion de di-Tyr, se
sigui6 la fluorescencia a 410 nm (Aex 280 nm). Panel D. Cromatograma SMR de la
deteccion de la fragmentacion de la masa 360 — 315, correspondiente a di-Tyr. Las
curvas negras, azules, rojas y verdes corresponden al estandar (5 uM) o blanco, MjFtsZ
control (sin oxidar), MjFtsZ oxidado a 10 mM y MjFtsZ oxidado a 100 mM,
respectivamente.
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El analisis por UPLC-MS utilizando el método SMR con una transicion m/z
209 — 94 mostr6 una senal cromatografica, con un tiempo de retencion ~14,5
minutos, que corresponde a la generacion de Kyn (Figura 3.11.B). El espectro
de masas (Ms-Ms) de la sefial muestra el patron de fraccionamiento
correspondiente a la molécula de Kyn (Vazquez y cols., 2001) (Figura
3.11.C). Ademas, esta sefial SMR se observd con mayor intensidad al
aumentar la concentracion de AAPH (Figura 3.11.B). Para la deteccion de
NFK se utiliza un SMR son una relacion m/z de 237 — 118. Este analisis no
mostro la presencia de esta especie, esto probablemente se deba a la hidrdlisis
de esta molécula a Kyn en medio acido. El analisis de SMR usando una
relacion m/z de 237 — 146, mostrd dos picos cromatograficos (a 11,5 y
12,9 minutos) (Figura 3.11.D). El espectro Ms-Ms de estas senales es
consistente con la formacion de di-alcoholes derivados de Trp o posiblemente
peroxidos derivados de Trp (inestables) (Ronsein y cols.,, 2011)
(Figura 3.11.E). Finalmente, el andlisis de UPLC-MS en modo SRM usando
una relacion m/z de 407 — 203, revel6 un pico cromatografico con un tiempo
de retencidon ~ 33 minutos reflejando la generacion de bajos niveles de di-Trp

(Figueroay cols., 2020). Ademas, el area bajo la curva de esta sefial aumento
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al aumentar la concentracion de AAPH a la que fue expuesta la proteina

MjFtsZ durante 3 horas (Figura 3.11.F).

Estos resultados excluyen la participacion de di-Tyr en la dimerizacion de
MjFtsZ, sin embargo, permiten determinar que la oxidacion de Trp participa
en la dimerizacion de MjFtsZ. El nuevo enlace covalente generado (di-Trp),
se debe a una reaccion radicalaria de término. Esto podria explicar la rapida
dimerizacion observada al oxidar MjFtsZ con 100 mM de AAPH. No
obstante, estos resultados no descartan la participacion de reacciones
secundarias de otros residuos oxidados como por ejemplo aquellas asociadas

a procesos de dimerizacion por grupos carbonilos.
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Figura 3.11: Deteccion de los productos de oxidacion derivados de Trp, generados
por la oxidacion de MjFtsZ por radicales derivados de AAPH.

62



(Cont.)

Figura 3.11: Deteccion de los productos de oxidacion derivados de Trp, generados
por la oxidacion de MjFtsZ por radicales derivados de AAPH.

Andlisis por HPLC y UPLC-MS de los productos de la oxidacion de MjFtsZ (75 uM)
oxidado con AAPH a una concentracion inicial de 10 y 100 mM. Panel A. Cromatograma
de la cuantificacion de Kyn y NFK, se siguio la fluorescencia a 510 nm (Aex 370 nm).

Panel B. Cromatograma SMR de la deteccion de la fragmentacion de la masa 209 — 94,
correspondiente a Quinurenina (Kyn). Panel C. Espectro Ms-Ms del pico del
Cromatograma SRM (209 — 94) a una concentraciéon 100 mM. Panel D. Cromatograma
SMR de la deteccion de la fragmentacion de la masa 237 — 146, correspondiente a di-
alcoholes. Panel C. Espectro Ms-Ms del pico del Cromatograma SRM (237 — 146) a
una concentracion 100 mM. Panel F. Cromatograma SMR de la deteccion de la
fragmentacion de la masa 407 — 203, correspondiente a di-Trp. Las curvas negras,
azules, rojas y verdes corresponden al estandar (5 uM) o blanco, MjFtsZ control (sin
oxidar), MjFtsZ oxidado a 10 mM y MjFtsZ oxidado a 100 mM, respectivamente.
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3.2.4.4. Formacion de grupos carbonilos durante la oxidacion de MjFtsZ

inducida por ROO- derivados de AAPH.

Los grupos carbonilos se han descrito como un marcador de oxidacion de
proteinas (Hawkins y cols., 2009). La acumulacién de estos grupos puede
llevar a dimerizaciones por reacciones con mecanismos de base de Shiff
(Fuentes-Lemus y cols., 2018-2). Se determin6 la presencia de grupos
carbonilos mediante electrotransferencia de proteinas a membranas de
Fluoruro de polivinilideno e inmunorevelado (Western Blot; WB).
Adicionalmente se cuantific6 el contenido total de grupos carbonilo mediante
derivatizacion con 4-dinitrofenilhidrazina, la cual reacciona con los grupos
carbonilos expuestos y genera un compuesto coloreado que absorbe a 370 nm
(Hawkins y cols., 2009). El analisis por WB, demostro la ausencia de grupos
carbonilos en las muestras control (proteina no oxidada) (Figura 3.12.A' y
3.12.B: Carril C). La exposicion a AAPH 10 y 100 mM durante 3 horas,
genero niveles crecientes de estas especies. Se detectd que la sefial de WB
esta presente no solo para la banda de mondmero de la proteina, sino que
también para las bandas correspondientes a dimeros y agregados de alta masa
molecular. Ademas, la intensidad de estas bandas aumentd al aumentar la

concentracion de AAPH, junto con el tiempo de exposicion a ROOe (Figura
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3.12.A y 3.12.B: Carriles 1,2,3). La cuantificacion de la generacion de grupos
carbonilos en muestras de MjFtsZ incubadas con AAPH 100 mM, mostraron
un aumento en el contenido hasta ~150 minutos de incubacion.
Posteriormente, el contenido alcanz6 un méaximo (Figura 3.13; Curva verde).
El rendimiento maximo de carbonilos se determiné como ~ 0,17 moles por
mol de proteina (Figura 3.13). Al oxidar MjFtsZ con 10 mM de AAPH no se
observd aumento significativo en el contenido total de carbonilos hasta 2
horas de incubacidn; mas alla de este tiempo, solamente se detectd un ligero
aumento, con un rendimiento maximo de ~ 0,12 moles por mol de proteina

(Figura 3.13; Curva roja).
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Figura 3.12: Western Blot de la cinética de generacion de carbonilos por la oxidacion
de MjFtsZ por ROO- derivados de AAPH.

Se incubd MjFtsZ (75 uM) a una concentracion inicial de 10 mM (Panel A) y 100 mM
(Panel B) de AAPH en buffer fosfato (75 mM, pH 7,4) a 37 °C. Se tomo una alicuota cada
1 hora. Se carg6 60 pg de proteina de cada alicuota en cada carril SDS-PAGE. Los carriles
etiquetados con “C” corresponden a muestras no oxidadas de MjFtsZ. Los carriles 1, 2 y
3 corresponden a los tiempos de incubacion 1, 2 y 3 horas, respectivamente. En la derecha
de cada membrana; las flechas negras, rojas y azules indican el monomero, el dimero
covalente y los agregados de alta masa molecular, respectivamente.
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Figura 3.13: Formacion de grupos carbonilos de MjFtsZ por la oxidacion por ROO-
derivados de AAPH.

Se incub6 MjFtsZ (75 uM) a una concentracion inicial de 10 mM (Curva Roja) y 100 mM
(Curva Verde) de AAPH en buffer fosfato (75 mM, pH 7,4) a 37 °C. Se tomo6 una alicuota
cada 30 minutos y se derivatizdO con DNPH. Se determiné la absorbancia a 370 nm y se
utilizé un £ = 22.000 M cm™.
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En conjunto, los resultados anteriormente presentados, permiten concluir que
la dimerizacion y la formacidén de productos de oxidacién de Trp y Tyr, no
dan cuenta de la pérdida de actividad polimérica evidenciada (Figura 3.2). La
oxidacion del residuo de Tyr solamente se produce al incubar la proteina con
una concentracion de 100 mM de AAPH por 3 horas (Tabla 1), mientras que
la actividad polimérica se pierde completamente después de 1 hora de
incubacion (Figura 3.2.C). El consumo de Trp en presencia de 10 mM de
AAPH reflejo que 0,2 moles de Trp se oxidaron por mol de proteina (Tabla
1), mientras que la actividad polimérica se pierde en un ~80 % del valor del
control (Figura 3.2.A y 3.2.B). Contrariamente, el consumo de Met inducido
por ROOe« permite explicar el nivel de inactivacion de la proteina
determinado en idénticas condiciones. Se consumieron 1,5 y 2,8 moles de
Met por mol de proteina al incubar MjFtsZ con 10 y 100 mM de AAPH,

respectivamente.

3.3. Oxidacion de MjFtsZ con cloramina T.

La cloramina T posee una la alta selectividad para oxidar residuos de Met
(Shechter y cols., 1975). Por ello, para confirmar la importancia de la

oxidacion de Met y su relacion con la actividad polimérica de MjFtsZ, se optd
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por utilizar cloramina T como oxidante. La actividad polimérica de MjFtsZ,
incubada por 20 minutos a 25 °C con cloramina T (0,1 mM), mostré un perfil
de polimerizacion y despolimerizacion similar al de las muestras Control
incubadas en ausencia de cloramina T (Figura 3.14; curvas Azul y negra,
respectivamente). Al incubar MjFtsZ con una concentracion de cloramina T
de 1 o 10 mM, se observdo una modificacion en el perfil de
polimerizacidon-despolimerizacion (Figura 3.14; curvas verde y roja,
respectivamente). La exposicion a 1 mM de cloramina T indujo una
polimerizacién mas lenta que los controles, sin embargo, se alcanzo un
maximo de intensidad de LS similar al control. Esto refleja una formacion de
polimeros similar, tanto para la muestra control, como aquella incubada con
1 mM de cloramina T (Figura 3.14; curvas verde). Ademas, la oxidacién con
1 mM de cloramina T inhibid por completo el proceso de despolimerizacion,
lo que indica una inhibicion total de la actividad GTPasa y una alta
estabilidad de los polimeros durante el periodo de tiempo examinado (Figura
3.14; curva verde). Las muestras de MjFtsZ expuestas a 10 mM de cloramina
T mostraron un patron similar, sin embargo, el méximo de intensidad de LS
fue menor, lo que se debe a una menor formacion de polimeros (Figura 3.14;

curva roja). La oxidacién con cloramina T no modifico el contenido de Tyr
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(Figura 3.15.A), y s6lo se observo una ligera disminucion en la fluorescencia
de Trp después de la exposicion de MjFtsZ a 10 mM de cloramina T (Figura
3.15.B y 3.15.C). Se cuantificé por HPLC el consumo de residuos Met en
muestras de MjFtsZ incubadas con cloramina T. Al incubar MjFtsZ en
presencia de cloramina T 0,1, 1 o 10 mM, se consumieron 267 + 70, 362 +
82 y 572 £ 70 uM de Met, respectivamente (Figura 3.15.D). Estos valores
implican que se consumieron 3,6, 4,8 y 7,6 moles de Met por mol de MjFtsZ
al incubar con 0,1; 1 y 10 mM de cloramina T, respectivamente. Se determind
la formacidon de MetSO en las muestras expuestas a cloramina Ta 0,1; 1y 10

mM, que fue de 249 + 47,382 £ 15y 537+ 77 uM (Figura 3.15.D).
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1 0- —— MjFtsZ Control
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Figura 3.14: La cloramina T afecta la actividad de polimerizacion de MjFtsZ, induce
el consumo de Met y la formacion de MetSO.

Se incub6 MjFtsZ (75 uM) (en Tris-HCI 50 mM, pH 7.4, 25 °C) en ausencia y presencia
de cloramina T (0,1, 1 y 10 mM). Después de la incubacion durante 20 minutos, se elimind
la cloramina T mediante SEC. La actividad de polimerizaciéon de MjFtsZ se sigui6 por
dispersion de luz (LS, 350 nm) a 65 °C, después de la adicion de GTP (flecha roja). Las
curvas negras, azul, verde y roja muestran a la proteina incubadas en ausencia de
cloramina T (control), e incubadas en presencia de cloramina T 0,1, 1 y 10 mM,
respectivamente.
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Figura 3.15: Cuantificacion del consumo de aminoacidos de MjFtsZ por la accion de
cloramina T.

Se incubd MjFtsZ (75 uM) (en Tris-HC1 50 mM, pH 7,4 a 25 °C) en ausencia y presencia
de cloramina T (0,1, 1 y 10 mM). Panel A. Cuantificacion de la oxidacién del residuo de
Tyr mediante HPLC de la derivatizacion por OPA de la hidrdlisis 4cida de MjFtsZ
incubada con cloramina T a una concentracion de 0,1, 1 y 10 mM. Panel B. Fluorescencia
de Trp de MjFtsZ seguida a 350 nm (Aex 295 nm). Se midié la fluorescencia basal por 5
minutos y se afiadi6 cloramina T a una concentracion de 0,1, 1 y 10 mM y se incub6 por
20 minutos. Las curvas azul, verde y roja corresponde a la oxidaciéon con 0,1, 1 y 10 mM
de cloramina T, respectivamente. La flecha indica el momento en que se afiadid la
cloramina T. La disminucion de fluorescencia luego de agregar cloramina T se debe a que
esta molécula absorbe parte de la luz de excitacion (filtro interno). Panel C. Espectro de
Fluorescencia de Trp de MjFtsZ. La proteina se incubd en ausencia (control) y en
presencia de cloramina T 10 mM por 20 minutos, luego se elimind la cloramina T
mediante cromatografia de exclusion por tamafio y se obtuvo el espectro de emision de
fluorescia de Trp (Aem 300-450 nm; Aex de 295 nm). Las curvas negra y roja corresponden
a la proteina control y a la oxidada 10 mM de cloramina T, respectivamente. Panel D.
Cuantificacion de la oxidacion del residuo de Met (y formacion de MetSO) mediante
HPLC de la derivatizacion por OPA de la hidrolisis 4cida de MjFtsZ incubada con
cloramina T a una concentracion de 0,1, 1 y 10 mM.
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3.4. Analisis por UPLC-MS de oxidacion de Tyr, Trp y Met en péptidos

liberados de la hidrdlisis triptica de MjFtsZ.

Los resultados de esta seccion fueron realizados por el Dr. Eduardo Fuentes-Lemus, en
el Departamento de Ciencias Biomédicas en el Instituto Panum de la Universidad de
Copenhague, Dinamarca. Estos experimentos se realizaron en un trabajo en
cooperacion para la publicacion del articulo relacionado a esta tesis.

Las proteina MjFtsZ no oxidada (control) y oxidada con 10 mM de AAPH,
se digirieron con tripsina y los péptidos liberados se analizaron mediante
UPLC-MS. De la digestion con tripsina de MjFtsZ se obtuvieron 51 péptidos,
lo que representa una cobertura del 95,3% de la proteina. Se estudiaron los
cambios de masa especificos (m/z +4,+14, +16 y +32) correspondientes a los
productos de oxidacion de los residuos de Tyr, Trp y Met. El porcentaje de
modificacién en cada sitio se estimd basandose en la cuantificacion sin
marcaje de las areas proporcionales del MS! total de los péptidos modificados
y no modificados correspondientes. Se determino un alto grado de oxidacion
de Met después de incubaciones de 1, 2 y 3 horas de MjFtsZ (75 uM) con una
conentracion incial de 10 mM de AAPH (Figura 3.16). Después de 3 horas
de incubacion, se modificaron cerca del 12% de los residuos de Met (relacion
m/z +16, que corresponde a la adicion de un solo 4&tomo de oxigeno, asignado
al sulfoxido de Met [MetSO]) (Figura 3.16.A). Estos datos implican que se

modificaron cerca de 100 uM de residuos de Met, lo que concuerda con los
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datos obtenidos por el ensayo HPLC-OPA (Tabla 1). El andlisis de la
oxidacion de Trp mostro bajos niveles de modificacion después de 1 hora de
incubacion con una concentracion de 10 mM AAPH, alcanzando cerca del
10% después de 2 horas, y el 7% después de 3 horas de incubacién (Figura
3.16.A). El menor porcentaje de modificaciones detectadas a las 3 horas en
comparacion con las 2 horas de incubacion, se atribuye a la formacion de
productos de oxidacion secundarios de Trp que no se detectaron utilizando el
enfoque experimental de masa especificos (m/z +4, +14, +16 y +32). Estos
productos adicionales pueden incluir especies de di-Trp, que se detectaron
por UPLC-MS en modo SRM, en proteinas oxidadas después de 3 horas de
incubacion con AAPH (Figura 3.11.F). Ademas, se determinaron niveles
bajos de modificaciones de Tyr, de acuerdo con los datos presentados en la
Tabla 1 y la Figura 3.10. Con respecto a los sitios especificos de los residuos
de Met modificados en la secuencia de proteinas, los analisis de mapeo de
masas de péptidos mostraron que de los 11 residuos de Met presentes en
MjFtsZ, solo seis se vieron afectados por la exposicion a AAPH 10 mM
(Figura 3.16.B). Después de 3 horas de incubacion, se detectaron altos

niveles de oxidacion de Metl64 y Met58, seguido de la modificacion de

74



Met170 y Metl174 (estos residuos se encuentran en el mismo péptido),

Met243 y Met202.

9

<15

\g [ Control
6 O1h
8 H2hrs
=10 l T W 3hrs
©

o

£

<

lw 5

E ﬂ
(]

(3}

5 ol mil

o Met Trp Tyr
9

:60 []] Control
:8 O1h
8 [ 2hrs
& 40 I W 3hrs
Ee]

o

£

3

o 20

Q

o

5 A0 G0 A | I Iﬂ

o

M58 M164 M170/ M202 M243
M174

Figura 3.16. Los radicales libres derivados de AAPH inducen modificaciones
especificas en los residuos de MjFtsZ.

Panel A. Grado de modificacion (%) detectado mediante analisis LC-MS/MS de las
cadenas laterales de Met, Tyr y Trp en muestras de MjFtsZ incubadas con una
concentracion inicial de 10 mM de AAPH. Los datos corresponden a los cambios en la
intensidad de iones m/z especificos (+4, +14, +16, +32) en relacion con la suma total de
especies detectadas para cada tipo de aminoacido. Panel B. Grado de modificacion (%)
en los residuos de Met individuales en la secuencia de MjFtsZ determinada por el mapeo
de masas de péptidos tripticos.
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4. Discusion

Los estudios destinados a comprender la capacidad de los extremofilos, y en
particular de los microorganismos termofilos, para proliferar en condiciones
extremas son de gran importancia. Sin embargo, ain no se han reportado
datos sobre la susceptibilidad al estrés oxidativo de la maquinaria de division
de los termofilos. En este contexto, son de gran relevancia las investigaciones
sobre los mecanismos de oxidacioén de FtsZ. Se describio que la exposicion
de FtsZ de Escherichia coli (EcFtsZ), a radicales libres derivados de AAPH
da como resultado un entrecruzamiento de proteinas que involucra enlaces
di-Tyr, oxidacion de Met y pérdida de funcionalidad de la proteina (Escobar-
Alvarezy cols., 2017). Ademas, se demostrd que la oxidacion de una mutante
de esta proteina (Y222W) afecta fuertemente tanto a su actividad de
polimerizacién como a su perfil de oxidacién (Escobar-Alvarez y cols.,
2017).

Esta bien establecido que la oxidacidén de Tyr y Trp genera radicales; Tyre y
Trpe, respectivamente. Estos pueden reaccionar con O, para dar productos
oxidacion, o dimerizar para dar enlaces di-Tyr o di-Trp (Houée-Lévin y cols.,
2015, Carroll y cols., 2017; Figueroa y cols., 2020). Estas especies, cuando

se forman entre proteinas (intermolecularmente), contribuyen a la formacion
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de dimeros covalentes, oligobmeros y/o agregados de alta masa molecular.
Nuestro modelo de estudio de un microorganismo extremofilo fue M.
jannaschii. Debido a que la proteina FtsZ de este microorganismo (MjFtsZ),
posee un unico residuo de Tyr y Trp, que estan expuestos al solvente (Figura
4.1.A), se plante6 que la exposicion de MjFtsZ a AAPH podria inducir la
formacion de di-Tyr y/o enlaces di-Trp que impactarian en la funcion MjFtsZ.
Como se muestra en la Figura 3.2, la exposicion de MjFtsZ a AAPH 10 mM
afectd fuertemente su actividad de polimerizacion, dependiente del tiempo
de incubaciéon con AAPH. La exposicion a 100 mM de AAPH inactivo
totalmente la capacidad de polimérica de MjFtsZ (Figura 3.2.C). Esto sugiere
que la oxidacion de MjFtsZ modula la formacién de oligomeros debido a que
disminuye la cantidad de mondmeros capaces de polimerizar (Ecuacion (1)
y (2)). Asi, después de 1, 2 y 3 horas de exposiciéon a AAPH, las intensidades
LS representaron 86, 30 y 18% del valor inicial. Teniendo en cuenta una
concentracioén inicial de 75 uM de MjFtsZ que se expuso a ROOe, la
oxidacidn inactivo ~ 62 uM de MjFtsZ después de la incubacion por 3 horas
con AAPH 10 mM. Como la dosis de radicales libres generados a partir de

AAPH por 3 horas a 37 °C es ~ 144 uM (Lopez-Alarcon y cols., 2020), se

77



puede estimar que el nimero de moles de ROO¢ necesarios para inactivar 1
mol de MjFtsZ es ~ 2,3 moles.

En comparacion, la oxidacidon de la proteina EcFtsZ mediada por ROOe en
las mismas condiciones que MjFtsZ, afecto la capacidad de polimerizacion
de EcFtsZ en un grado significativamente menor, ya que, la oxidacion de
EcFtsZ con 10 mM de AAPH solamente afecta la pendiente de
despolimerizacion que se observa en el perfil de LS (Escobar-Alvarez y cols.,
2017). Mientras que, la oxidacion descrita aqui para MjFtsZ ademas de
producir cambios en la pendiente de despolimerizacion, también afecta el
maximo de LS luego de agregar GTP. Es necesario recordar que existen
diferencias significativas en la composicion de estas proteinas, que tienen un
44,2 % de i1dentidad segun se determina a partir de la comparacion de la
secuencia primaria de EcFtsZ (UniProt ID: POA9A6) con MjFtsZ (UniProt
ID: Q57816). Sin embargo, los andlisis de CD de MjFtsZ mostraron que su
estructura secundaria no se alterd significativamente por incubacion durante

3 horas con AAPH 10 0 100 mM (Figura 3.3).
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Figura 4.1. Localizacion de Tyr, Trp y Met en la estructura cristalina del monémero
y el dimero de MjFtsZ.

Paneles A y B: Ubicacion de los residuos de Tyr, Trp y Met en la estructura de MjFtsZ
(ID de PDB: 2VAP). La superficie del radio de van der Waals de la proteina se muestra
en blanco, mientras que Tyr, Trp y Met se indican en rojo, azul y amarillo,
respectivamente. Ademas, se indica la molécula de GDP (naranja) que interactua con
MjFtsZ. Panel C. Dimero de MjFtsZ obtenido de PDB ID: 1W5B. El verde y el cian
representan las cadenas A y B de cada mondmero, el amarillo, el azul y el rojo representan
el radio de van der Waals de los residuos Met, Trp y Tyr, respectivamente.
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La evaluacion de la oligomerizacion del mondémero, por medio de
experimentos de SDS-PAGE mostraron la formacion de cantidades limitadas
de dimeros MjFtsZ con AAPH 10 y 100 mM (Figura 3.4), y agregados de
alta masa molecular con AAPH 100 mM (Figura 3.4.B). En condiciones
experimentales utilizando 10 mM de AAPH 10 mM, la formacion de estos
agregados estuvo acompafiada por una pérdida modesta de la forma
monomeérica de MjFtsZ. Contrariamente, las incubaciones con 100 mM de
AAPH indujeron una pérdida significativa del monomero (Figura 3.5.A)
después de 3 horas de incubacion. Estos datos estdn en linea con los
resultados obtenidos por SEC, donde no se detectdé consumo de monomeros
con AAPH 10 mM, pero siuna pérdida de ~ 55% con AAPH 100 mM (Figura
3.6). La comparacion de estos datos con los ensayos funcionales indica que
la pérdida de actividad de MjFtsZ no esta asociada con cambios en la masa
molecular de la proteina (es decir, formacion de oligomeros o fragmentos) o
grandes cambios en la estructura secundaria.

La cuantificacion del consumo de aminodcidos usando HPLC-FL con
derivatizacion de precolumna de OPA mostré un consumo significativo de
Tyr y Trp con AAPH 100 mM (Figura 3.7.D), pero sin pérdida de estos

residuos con AAPH 10 mM (Figura 3.7.C). Para Tyr, se consumieron 14 +
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5,0 uM después de 3 horas de incubacion con AAPH 100 mM (Tabla 1), lo
que implica una pérdida de solo 0,2 moles de Tyr por mol de MjFtsZ (es
decir, solo el 20% de las moléculas de proteina tienen un residuo de Tyr
modificado). Ademas, solo se detectaron niveles bajos de DOPA y ninguna
di-Tyr con AAPH 100 mM. Estos datos sugieren que el nivel del estado
estacionario de Tyre formado en la proteina es demasiado bajo para las
reacciones de dimerizaciéon radical-radical significativas, o que las
interacciones estéricas o electronicas entre los monomeros de MjFtsZ no
favorecen la dimerizacion. Lo primero puede ser mas probable dada la
naturaleza aparentemente expuesta del tinico residuo de Tyr en la estructura
de MjFtsZ (Figura 4.1A). Los niveles de DOPA detectados son demasiado
bajos para explicar el grado de consumo de Tyr, lo que sugiere claramente
que se generan otros productos derivados de Tyr (no investigados en la
presente tesis), por ejemplo, hidroperoxidos, quinonas o compuestos
carbonilicos (Houée-Lévin y cols., 2015).

El consumo de Trp también se cuantific6 mediante HPLC-FL, fluorescencia
directa y UPLC-MS. Los experimentos de HPLC-FL no mostraron pérdidas
marcadas, mientras que esto se detecto por fluorescencia directa y también a

través de la formacion de producto por UPLC-MS. Las discrepancias entre
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estos métodos se atribuyen a la susceptibilidad de los residuos de Trp a la
degradacidn catalizada por acido durante el procesamiento de la proteina para
el andlisis por HPLC (Ehrenshaft y cols., 2015). Los estudios de UPLC-MS
mostraron, con ambas concentraciones de AAPH, la formacion de niveles
bajos de Kyn y di-alcoholes derivados de Trp, pero no de NFK. Se detectaron
niveles bajos de di-Trp con AAPH tanto 10 como 100 mM (Figura 3.11.F),
lo que probablemente explica la formacion de dimeros MjFtsZ (y especies
superiores) por SDS-PAGE.

Estos resultados indican que el tnico residuo de Trp (Trp319) en MjFtsZ
sufre oxidacion de un electron para generar Trpe, que reacciona
principalmente con O para producir productos oxigenados, y en menor grado
a través de reacciones radical-radical para generar dimeros di-Trp. Al igual
que Tyr, la concentracion de los productos detectados fue demasiado baja
para explicar el grado de consumo del aminoécido (Figura 3.8), lo que sugiere
que se forman otras especies (por ejemplo, hidroperdxidos) (Silva y cols.,
2019; Gracanin y cols., 2019).

En contraste con los datos anteriores para Tyr y Trp, se detectd una pérdida
extensa de Met para MjFtsZ expuesta a ambas concentraciones de AAPH (10

y 100 mM, Figura 3.7.C y 3.7.D). Este consumo correspondi6 a la formacion
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de MetSO (Figura 3.9). Con AAPH 10 mM, se inactivaron ~ 61 uM de
MjFtsZ y se consumieron 1,5 moles de Met por mol de MjFtsZ (Tabla 1).
Estos datos indican que la modificacion de los residuos de Met pueden afectar
notablemente a la actividad de polimerizacion de MjFtsZ. Con AAPH 100
mM, se observd un mayor consumo de Met, aunque esto no se correlaciono
linealmente con el mayor flujo de radicales (10 veces), con solo 2,8 moles de
Met consumidos por mol de MjFtsZ en estas condiciones (Tabla 1). A una
concentracion de 10 mM de AAPH, la mayoria de los radicales generados
reaccionan con Met, lo que se infiere por el consumo de 0,8 moles de Met
por mol de radical generado. Tal estimacion permite deducir que los ROOe
son los oxidantes dominantes en estas condiciones, descartandose una tasa
importante de reacciones mediadas por otras especies reactivas generadas
desde AAPH (Lopez-Alarcon y cols., 2020). Para la condicion de AAPH 100
mM, soélo se consumieron 0,15 moles de Met por mol de radicales derivados
de AAPH. Una mayor contribucidn de la dimerizacion directa de los radicales
AAPH, en lugar de la reaccidon con la proteina, puede contribuir a esta
diferencia. Con estas condiciones elevadas de AAPH, la actividad polimérica
de MjFtsZ se pierde totalmente y se detectd un alto consumo de mondmeros

(Figuras 3.2.C, 3.4.By 3.6.B).
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Para examinar el papel potencial de la generacion de nuevos grupos
carbonilos en la pérdida observada de la actividad de MjFtsZ y el
entrecruzamiento de proteinas (a través de la posible formacion de bases de
Schiff), estos productos se cuantificaron utilizando el ensayo DNPH
(Hawkins y cols., 2009). Los valores detectados para la formacién de
carbonilos (Figura 3.13), son consistentes con la reaccion adicional de estos
grupos con, por ejemplo, nucleofilos tales como residuos de Lys, para dar
entrecruzamientos de proteinas covalentes. Desafortunadamente, existe una
gran variabilidad en la cuantificacion de residuos de Lys utilizando el método
HPLC-FL, lo que impide una cuantificacion precisa de su consumo. Sin
embargo, el bajo rendimiento global de carbonilos, y particularmente la
ausencia de niveles significativos de estos productos en las incubaciones de
AAPH 10 mM en los primeros tiempos (Figura 3.12.A), indica que estas
especies no estan directa o indirectamente asociadas con la pérdida de
actividad de MjFtsZ.

Para obtener informacion adicional sobre el papel de la oxidacion de Met en
la modulacion de la actividad de MjFtsZ, se expusieron proteinas a cloramina
T, un oxidante con una alta selectividad por los residuos de Met (Shechter y

cols., 1975). La exposicion de MjFtsZ a cloramina T 0,1 mM indujo el
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consumo de 3,6 moles de Met por mol de MjFtsZ, sin embargo, en esta
condicién, no se observaron cambios en las actividades de polimerizacion-
despolimerizacion de MjFtsZ (Figura 3.14). La comparacion de estos
resultados con los obtenidos con ROOe indicaria que los residuos de Met
afectados por cloramina T 0,1 mM no son los mismos que los oxidados por
ROOe. Esto ultimo probablemente se explica por las diferencias de sus
estructuras quimicas y reactividades. No obstante, la cloramina T a 1 y 10
mM, donde se modificaron 4,8 y 7,6 moles de Met por mol de MjFtsZ (Figura
3.15.D). Estas modificaciones afectaron fuertemente a los perfiles de
polimerizacién-despolimerizacion (Figura 3.14). En estas condiciones, se
observaron cambios en el perfil de polimerizacion, junto a una permanente
estabilidad de los polimeros de MjFtsZ, en el tiempo de medicion. Estos datos
sugieren que los residuos de Met no solo son relevantes para la
polimerizacion de los mondmeros MjFtsZ, sino que también pueden inhibir
la actividad GTPasa de MjFtsZ. Por lo tanto, nuestros resultados apoyan
firmemente un papel fundamental de los residuos de Met en la funcion de
MjFtsZ y excluyen un papel significativo de los residuos de Tyr y Trp en la
determinacion de la velocidad y extension del proceso de polimerizacion-

despolimerizacion.
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El analisis UPLC-MS de las modificaciones oxidativas, provocadas por
ROO- (Figura 3.16), comprueba la relevancia de la oxidacion de los residuos
de Met. Los resultados de UPLC-MS mostraron un alto grado de oxidacion
de este residuo (m/z +16) principalmente en las posiciones 164 y 58. Met164
(asi como Metl174, Met202 y Met243) se encuentra en la zona de interaccion
de los monomeros de MjFtsZ, para producir dimeros y filamentos (Figura
4.1.C). Este analisis indica que Met164 es un residuo clave en el ciclo de
polimerizacion y despolimerizacion de MjFtsZ, y su oxidacion explicaria la
inactivacion de MjFtsZ mediada por ROOs.

Considerando que la actividad GTPasa de MjFtsZ es inducida por su
polimerizacién, debido a que las interacciones entre los mondémeros MjFtsZ
conforman el sitio activo para la hidrolisis de GTP (Sossong y cols. 1999;
Erickson y cols., 2010), una pérdida en la capacidad polimérica de MjFtsZ
afectard su actividad GTPasa. La oxidacion de Metl64 o los cambios
fisicoquimicos producidos en la superficie de interaccion entre los
mondmeros podrian explicar los cambios observados en el perfil de
polimerizacidén/despolimerizacidon observados en la proteina MjFtsZ oxidada.
Ademas, Metl64 se encuentra cerca de la cavidad donde el GTP/GDP

interactua con la proteina MjFtsZ. La distancia estimada entre el carbono alfa
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de Metl164 y el anillo de guanina de GDP es 12,4 A, (Figura 4.1.B). La
posicion y distancia entre Met164 y el anillo de guanina de GDP (Figura
4.1.B), indica que no hay contacto directo entre estos residuos (al menos en
el cristal de MjFtsZ), pero es probable que las perturbaciones en el ambiente
local alrededor del residuo Met164 que surge de su conversion en MetSO, el
cual es mas voluminoso e hidréfilo, de lugar a perturbaciones en el sitio de
union GTP/GDP vecino, lo que nos permite postular que la oxidacion de
Metl164 podria explicar los cambios observados experimentalmente en la
actividad polimérica de MjFtsZ. Sin embargo, esto no excluye posibles
papeles de los residuos de Met en la posicion 58, 170, 174, 202 y 243 en la
determinacion de la funcion y actividad de MjFtsZ.

En un contexto general, los resultados presentados indican que, a pesar de la
presencia en MjFtsZ de residuos de Trp y Tyr expuestos al solvente (Figura
4.1.A), la oxidacidn en estos residuos no es responsable en gran medida de la
pérdida de actividad inducida por AAPH. En contraste, los datos obtenidos
apoyan que algunos residuos de Met son criticos (Figura 4.1.A y 4.1.B) para
la actividad de la proteina, cuya oxidacion es una via clave que conduce a
cambios en la funcion de MjFtsZ. En particular, postulamos que la oxidacion

de Metl64, que participa en interacciones longitudinales monomero-
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mondmero (Figura 4.1.B) y estd muy cerca del sitio de union de GTP (Figura

4.1.B), modula la funcién bioldgica de MjFtsZ.
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5. Resumen de resultados y conclusiones

1. La oxidacién de MjFtsZ mediada por ROOe induce una pérdida de la
actividad polimérica de MjFtsZ.

2. La exposicion de MjFtsZ a radicales ROOe derivados de AAPH
inducen la generacion de dimeros y agregados covalentes de mayor
masa molecular.

3. La oxidacion del residuo de Trp participa en la dimerizacion de
MjFtsZ.

4. Los residuos de aminoacidos de MjFtsZ afectados por los radicales
ROO- son Met, Trp y Tyr.

5. La oxidacion del residuo Metl164 es critico para la inactivacion de la

actividad polimérica.
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6. Proyecciones.

Este trabajo logré determinar que la oxidacion de la proteina FtsZ, del
organismo termoéfilo M. jannaschii (MjFtsZ), afecta fuertemente su actividad
polimérica. Esta alteracion oxidativa de la actividad es mayor que la descrita
para la proteina FtsZ del organismo mesoéfilo E. coli (EcFtsZ) (Escobar-
Alvarez y cols., 2017). Por tal motivo es esperable que la caracterizacion de
una proteina FtsZ de un microorganismo psicrofilo permitird comprender si
estos cambios en su capacidad polimérica son compartidos por ambos tipos
de organismos extremofilos (termofilos y psicrofilos).

Ademas, este trabajo permitié comprender que los residuos que normalmente
se consideran importantes desde una perspectiva redox, como lo son Trp y
Tyr, no poseen una papel relevante en los procesos oxidativos que afectan la
actividad polimérica de la proteina MjFtsZ. Contrariamente, la oxidacion de
residuos de Met (aminoacido propuesto como protector frente a oxidantes),
se traduce en alteraciones importantes de la actividad polimérica de FtsZ. La
comprension de la(s) razone(s) que llevan a que FtsZ de mesoéfilos, termofilos

y extremofilos en general, contengan a pesar de su evolucion, residuos
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altamente oxidables como son Tyr y Trp es también una proyeccion de este

trabajo.
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