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RESUMEN

FtsZ (Filamentous femperature sensitive Z), es una proteina esencial para la
division celular, pues sin ella la célula es incapaz de dividirse. En la tiltima etapa del
ciclo celular, la primera proteina que se localiza en el sitio de septacién es FisZ, donde
forma el anillo Z. FtsZ une GTP y presenta actividad GTPasa cuando polimeriza in vitro
para formar filamentos dobles. Poco se sabe acerca de la estabilidad térmica de FisZ y
de la relacion con su estructura tridimensional. En general, se han propuesto muchos
factores estructurales para explicar Ia estabilidad térmica en las proteinas, sin embargo
ninguno de ellos parece ser un factor exclusivo. Entre estos factores se destacan la
mayor formacién de puentes salinos y puentes de hidrogeno en las proteinas
termofilas. Las interacciones electrostaticas son importantes porque la fuerza de su
interaccion no disminuye a altas temperaturas, a diferencia de las interacciones
hidrofébicas v los puentes de hidrogeno que disminuyen cuando la temperatura se
aumenta.

Al comparar in silico la estructura tridimensional de FtsZ del hipertermofilo
Methanococcus jannaschii (MjFtsZ) con la FtsZ del meséfilo Escherichia coli (EcFtsZ)
se encontré que la principal diferencia fue un mayor nimero y extension de redes de
puentes salinos en la superiicie de la proteina termofila. Para demostrar la relacion
entre este hallazgo y su efecto sobre la estabilidad térmica, se disefaron y
construyeron las mutantes de EcFtsZ: Q194K y N328R donde se incluyeron residuos
cargados, que forman redes de puentes salinos en MjFtsZ.

La EcFtsZ de la cepa silvestre y de las mutantes se purificaron y se

caracterizaron in vitro la estabilidad térmica, la polimerizacion, la actividad GTPasica, la
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estructura secundaria y la morfologia de los filamentos formados. También se
caracterizé la capacidad de complementar su funcion in vivo.

Los resultados mostraron que la estabilidad térmica de EcFtsZ silvestre, y las
mutantes Q194K y N328R son mayores en su forma polimerizada, que en su estado
no polimerizado. La estabilidad estructural de ambas mutantes no se afecto, pues la
concentracion de cloruro de guanidino necesaria para alcanzar un 50% de
desnaturacién {GdmClsg,) fue similar al de 1a proteina silvestre. La mutacion Q194K no
afecté mayormente la estabilidad térmica de EcFtsZ, pero si afect6 sus propiedades
funcionales. Asi, respecto a EcFtsZ silvestre, disminuy6é su actividad GTPasica,
aumentd la concentracion critica y en la polimerizacién probablemente aumentd el
largo de los polimeros, pues auments el tiempo de despolimerizacion y no se afectd el
ancho de los filamentos. No hubo complementacién de la funcién in vivo, en E.coli. En
comparacion con la EcFtsZ wt, la mutacion N328R disminuyo su estabilidad térmica,
aumentd su actividad GTPasica, su concentracion critica fue similar y la velocidad de
despolimerizacion fue mayor. Se postula que la cara interna de EcFtsZ, donde esta
ubicada la mutacidn Q194R, es una region clave para su funcionamiento y es apta para
el disefio racional de inhibidores de la division bacteriana. Se concluye que los puentes
salinos y las redes agregadas a EcFtsZ no son suficientes para aumentar
significativamente su estabilidad térmica. El efecto sobre sus propiedades funcionales,
puede ser interpretado como una probable disminucion de la flexibilidad de la molécula.
Asi, la red formada por la mutacién Q194K es capaz de restringir el movimiento entre
las hélices H5 y H1 y con esto provoca la disminucion de la actividad GTPasica y
afecta la polimerizacion. Por lo tanto, para lograr un efecto considerable sobre la
estabilidad térmica de EcFisZ se requiere de un andlisis sistematico del efecto de todos

los puentes salinos en forma individual o colectiva.
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ABSTRACT

FtsZ (Filamentous temperature sensitive Z) is an essential protein for cell
division because without this protein the cell cannot divide. In the last step of the cell
cycle, the first protein to locate at the septation site is FtsZ where it forms the Z-ring.
FtsZ binds GTP and polymerizes in vitro to form double filaments. Little is known about
the thermal stability of FtsZ, and its relationship with the tridimensional structure. In
general, many structural factors have been proposed to explain the thermal stability of
proteins, however none of them seems to be an exclusive factor. Among these factors
the principal are the high number of sait-bridges and hydrogen bonds in thermophilic
proteins. Electrostatic interactions like sait bridges are important because the force of
its interaction does not decrease at high temperatures in contrast with hydrophobic
interactions and hydrogen bonds that decrease when temperature increases.

In silico comparisons of the three-dimensional structure of the hyperthermophile
Methanococcus jannaschii FtsZ (MjFtsZ) with that of Escherichia coli mesophile FisZ
(EcFtsZ) showed that the main difference is a bigger number and extension of salt
bridge networks at the surface of thermophilic protein. To demonstrate the relationship
between this discovery and its effect over the thermal stability of FisZ, the EcFtsZ
mutants: Q194K and N328R were designed and constructed. These mutants contained
the charged residues that form salt bridges networks in MjFtsZ.

Wild type and mutants EcFtsZ were purified, and their thermal stability, GTPase
activity, in vitro polymerization, secondary structure, filaments shape and in vivo
function complementation were characterized.

The results showed that the polymers of wild type and the mutants of EcFtsZ

had higher thermal stability than the protein in depolimerized state. Structural stability of
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both EcFtsZ mutants was not affected, because the guanidinium chloride concentration
necessary to reach 50% of denaturation (GdmClsey), was similar to that for wild type
EcFisZ. The mutant EcFtsZ Q194K showed that its functional properties were affected
but not its thermal stability. Thus, with respect to FitsZ wt, the GTPase activity
diminished, the critical concentration and probably the length of the polymers increased
because the depolymerization time increased and the width of the polymers was not
affected. In vivo there was no functional complementation in E.coli. In comparison with
EcFtsZ wt, the mutant EcFtsZ N328R showed decreased thermal stability and an
increased GTPase activity, the critical concentration was similar and depolymerization
was faster. We postulate that EcFtsZ inrier face, where Q194K mutation was located is
a key region for the EcFtsZ function, and is a good target for the rational design of cell
division inhibitors. It is concluded that the salt-bridges and networks introduced at the
surface of EcFstZ are not enough to enhance significatively its thermal stability. The
effect over the functional properties of EcFisZ can be interpreted as a decrease in the
molecule flexibility. Thus the network formed by Q194K mutation resfricts the
movement between o-helix H5 and H1, and in consequence decreased GTPasic
activity and affected polymerization. Therefore, in order to enhance significantly the
EcFtsZ thermal stability, a systematic analysis of all salt-bridges, in a isolated or in a

collective form, is required.




INTRODUCCION

FisZ es parte de un conjunto de genes (cluster DCW) involucrados en el
crecimiento y divisién celular. FtsZ es una proteina citosélica y globular de 40.3 kDa de
masa molecular (383 aa), que en prefencia de GTP se polimeriza dindmicamente y
forma filamentos, los que se despolimerizan a medida que el GTP es hidrolizado.
Durante la division celular, esta proteina se localiza en el sitio de septacion y forma en
la mitad de la célula un anillo que aparece unido al perimetro transversal interno de la
membrana citoplasmatica de la célula, cuya contraccién da origen a la citoquinesis.

Su secuencia primaria es altamente conservada entre bacterias y arqueas, con
aproximadamente 35-45% de identidad de aminoécidos entre proteinas de organismos
altamente divergentes. Incluso tienen similitud con la de cloroplastos de eucariontes
fotosintéticos, plantas, algas y mitocondrias de eucariontes unicelulares primitivos, el
alga chromophyta Mallomonas splendens y el protista Dictyostelium discoideum
(Margolin, 2000; Osteryoung y col., 2001; Wilson, 2003; Miyagishima y col., 2003).

Se ha determinado la estructura tridimensional para FtsZ del organismo
metandgeno hipertermofilico Methanococcus jannaschii (MjFisZ) (Lowe y Amos, 1998)
y para el meséfilo Pseudomonas aeruginosa (PaFtsZ) (Cordell y col.,, 2003). Ambas
estructuras se determinaron por cristalografia de rayos-X a una resolucién de 2,8 y 2,1
A, respectivamente. Adicionalmente, se han obtenido cristales de FisZ del patogeno
mesdfilo Mycobacterium tuberculosis MtbFtsZ (Leung y col., 2000), y recientemente se
determin® su estructura tridimensional (Leung y col., 2004).

El modelo tridimensional de la estructura de FtsZ de M. jannaschii que se
muestra en la Figura 1 contiene los residuos 23 hasta 356, 116 moléculas de agua y
una molécula de GDP. MjFisZ posee dos regiones: una de unién del nucledtido y

responsable de la actividad GTPasa (residuos 38-227), que consiste de una hoja-p de




seis hebras (topologia 321456) que se encuentra rodeada por dos hélices-a. (H1 y H5)
en un lado y tres hélices-a (H2, H3 y H4) por el otro lado, adquiriendo un

empaquetamiento de tipo Rossmann, que se superpone muy bien con elde la

Regién GTPasa Regiéon C-terminal

Figura 1. Estructura tridimensional de MjFtsZ en modo “cartoon”. Las hélices-a se
muestran en rosado, mientras que las hojas-p en color amarillo. Las hélices-a que
corresponden a dominio GTPasa estan indicadas como H mas un numero, mientras
que las hélices-a. del dominio carboxilo terminal estan indicadas como HC mas el
numero de orden correlativo desde la primera en el extremo N-terminal. Se muestra el
GDP en modelo de alambre, con coloracién CPK.

proteina p21™ y con el factor de elongacion EF-Tu (Léwe y Amos, 1998). La region
carboxilo terminal (residuos 228-356), cuya funcion es desconocida, es una hoja-p de
cuatro hebras (topologia 1423, con la hebra 4 anti-paralela) soportada por dos hélices-
« a cada lado (HC1, H5 y HC2, HC3). Esta hoja-p esta orientada 90° con respecto a la

hoja-p del dominio GTP-asa. Ambas regiones estan ordenadas alrededor de una




hélice-o. central de 23 residuos de largo llamada H5. Al comparar la estructura
tridimensional de FtsZ con la de otras proteinas de similar estructura terciaria, se
encuentra que la hélice-o H2A es Gnica en FisZ.

Si bien las estructuras de FtsZ de los organismos antes mencionados
contribuyen al conocimiento de esta proteina, la mayoria de los experimentos in vitro
se han realizado con la FisZ del mesofilo Escherichia coli. Por lo tanto, conocer la
estructura de EcFtsZ es de maxima utilidad para relacionar las propiedades de su
estructura con su funcién. Lo que constituye uno de los objetivos de este trabajo de
tesis.

A nuestro conocimiento no se ha probado la estabilidad térmica de EcFisZy en
forma habitual los experimentos se han hecho in vitro a temperaturas entre 25 y 30°C.
La MjFtsZ recombinante sélo es funcional in vifro a 70°C y 2 M de KC, pues a estas
altas temperaturas muestra actividad GTPasica y polimerizante (E. Nova, resultados no
publicados; Andreu y col., 2002). De esto podriamos decir que la FtsZ de M. jannaschii
es una proteina termoestable respecto a la de E. coli en términos de su actividad
GTPasica. Sin embargo para hacer esta aseveracion es necesario conocer la
estabilidad térmica estructural de EcFisZ, lo que constituye otro de los objetivos de
esta tesis.

Cuando hablamos de estabilidad térmica surge una pregunta central:
¢ Qué fuerzas estabilizan la estructura de una proteina frente al aumento o disminucion

de la temperatura?




Elementos estructurales responsables de la estabilidad térmica.

La funcionalidad de una proteina depende del correcto balance entre rigidez y
fiexibilidad de su estructura tridimensional (Zavodszky y col., 1998). La estructura a su
vez, es mantenida por una serie de fuerzas covalentes y no covalentes que son
influenciadas por las condiciones fisicoquimicas del medio en que se encuentra la
proteina. Entonces para una secuencia peptidica determinada, un cambio del medio
puede afectar las fuerzas que mantienen su estructura tridimensional, alterando su
estructura, y por ende su funcion. Tendremos una proteina térmicamente estable en un
rango determinado de temperatura, cuando un cambio de la temperatura dentro de
este rango, no afecte mayormente a las interacciones no covalentes que mantienen el
correcto balance entre rigidez y flexibilidad estructural que le permiten su funcionalidad
(Vieille y col., 2001).

Las interacciones no covalentes que mantienen la estructura tridimensional de
las proteinas son de tipo electrostaticas, hidrofdbicas, fuerzas de van der Waals, de
London, puentes de hidrogeno y puentes salinos. Mientras que las covalentes son sélo
los puentes disulfuro, pues el enlace peptidico es comin a todas las proteinas y no
constituye un elemento diferenciador en su estabilidad, excepto cuando adopta una
determinada conformacion. Estas fuerzas estan presentes en todas las proteinas, pero
en distinta proporcién para las distintas estructuras, entonces ;Qué elementos
estructurales hacen termoestable a las proteinas de organismos termdéfilos e
hiperterméfilos?.

En general, estudios comparativos de la estabilidad de las proteinas meséfilas
y terméfilas han tenido como objetivo principal llegar a entender las propiedades
moleculares responsables de la estabilidad térmica de estas proteinas, sin embargo en

ningtin estudio se ha llegado a un resultado definitivo donde una sola propiedad sea




exclusivamente la responsable de la estabilidad térmica (Gromiha y col., 1999; Haney y
col., 1999a; Kumar y col., 2000; Szilagyi y Zavodszky 2000; Vieille y col., 2001). Al
parecer esto se debe a que las proteinas emplean diferentes combinaciones de
elementos que contribuyen a su adaptacion funcional a altas temperaturas.

Entre los elementos responsables de la estabilidad térmica se han mencionado:

1. Una mayor hidrofobicidad

2. Un mejor empaquetamiento, con acortamiento o eliminacion de “loops”

3. Menos y menores cavidades

4. Aumento de [a superficie oculta después de la oligomerizacion

5. Aumento del contenido helicoidal

6. Aumento de la superficie polar

7. Aumento de los puentes de hidrégeno

8. Aumento de los puentes salinos (PS)

Se han comparado estadisticamente las propiedades antes numeradas, entre
distintas familias de proteinas de organismos mesofilos y termofilos, y solo se encontré
una correlacion de la estabilidad térmica con la formacion de nuevos puentes salinos y
puentes de hidrogeno entre los residuos de aminoacidos (Kumar y col., 2000; Szilagyi
y Zavodszky, 2000). Haney y colaboradores (1999b) compararon estadisticamente las
secuencias peptidicas de organismos meséfilos y termdfilos del género Methanococcus
y encontraron que las propiedades con mejor correlacién para explicar la estabilidad
térmica en los organismos termdfilos eran un aumento del contenido de residuos con
mayor volumen, aumento del contenido de residuos hidrofébicos, mas aminoacidos
cargados, especialmente Glu, Arg y Lys, menos residuos polares no cargados y una
disminucién de los residuos termolabiles como Asn y Gin (Haney y col., 1999b). Estos

estudios indican que los residuos cargados y los potenciales puentes salinos tendrian




una participacion importante en la estabilidad de las proteinas a elevadas
temperaturas.

Los puentes salinos son definidos como [a interaccién entre aminoacidos de
carga opuesta a una distancia menor o igual a 5 A (Figura 2, A), y desde el punto de
vista fisicoquimico es comprensible su contribucion a la estabilidad térmica pues la
fuerza de la mayoria de las interacclones no covalentes que estabilizan a las proteinas
como las interacciones hidrofobicas y puentes de hidrogeno disminuyen con la
temperatura, sin embargo la fuerza de los puentes salinos no disminuye a
temperaturas extremadamente altas (Vetriani y col., 1998). Esto se debe a que las
interacciones iénicas son las tnicas interacciones no covalentes que actban a larga
distancia, y que a elevadas temperaturas la constante dieléctrica del agua disminuye
aumentando con esto la fuerza o la energia de interaccién idnica.

En la superficie de las proteinas hipertermdfilas se encuentra una mayor
cantidad de puentes salinos que en las mismas proteinas de origen mesofilo, sin
embargo la participacién de estos puentes en la estabilidad térmica adn no se
encuentra totalmente dilucidada. Un alcance experimental que ha sido aplicado para
conocer la participacion de los puentes salinos en la estabiidad térmica ha sido la
mutagénesis sitio dirigida. Desafortunadamente, se han encontrado resultados
contradictorios cuando se han agregado residuos cargados para formar puentes
salinos, pues en algunos casos el puente salino ha sido establlizante (Waldburger y
col., 1995), mientras que en ofros casos ha resultado desestabilizante. (Hendsch y
Tidor, 1994; Marqusee y Sauer, 1994; Xu y col., 1997). Uno de los problemas que tiene
la mutagénesis sitio dirigida es la eleccion del residuo a mutar debido a que ésios se
escogen a partir de estructuras cristalograficas rigidas que representan en general un

estado conformacional de la proteina y a su vez la distancia atémica est4 influenciada




por la resolucion de la estructura. Se sabe que las proteinas en solucion presentan un
movimiento estructural que ha sido determinado por estudios de NMR. Esto demuestra
que las proteinas en solucién son dinamicas y flexibles, en consecuencia la distancia
entre los residuos de carga opuesta fluctua, y con esto cambia su energia, lo que
puede estabilizar y desestabilizar enlaces. (Kumar y Nussinov, 2001). Por lo tanto la
estabilidad térmica dependeria de la poblacién de conférmeros que presenten una

mayor formacién de enlaces a determinada temperatura.

Pares ionicos

Puentes
*— 5 salinos
(), A 5 A

D)

Red de pares ionicos

Figura 2. Definicion de puente salino, par i6énico y sus redes. En A se observa un
puente salino, que es definido como la interaccién entre aminoacidos de carga opuesta
a una distancia menor o igual a 5 A. En B se observa un par iénico, que es definido
como la misma interaccién que en A, pero con distancia variables, en este caso a
distancias mayores que 5 A. En C se observa una red de pares ionicos o de puentes
salinos, que se forma cuando uno o mas residuos cargados se ubican cerca de un par
i6bnico, dando lugar a pares iénico que comparten residuos en comun. En D se
esquematiza la relacién entre la definicion de puentes salinos y de pares ibnicos como
un diagrama de conjuntos, donde el conjunto de los puentes salinos (en verde) es un
subconjunto del conjunto de los pares iénicos (en rojo).




Lo anterior implica que la distancia entre dos residuos cargados es muy
importante para una interaccion electrostatica, de acuerdo a la ley de Coulomb. Con
respecto a la distancia que debe haber entre un par de residuos de carga opuesta para
ser considerados un puente salino, se han publicado valores desde 4 A (Barlow y
Thornton, 1983) hasta 6 A (Takano y col., 2000). Si bien, de acuerdo con la ecuacion
de Coulomb, mientras mas cercanas estén las cargas, mayor es la energia de
interaccion, la pregunta es ¢Cual es la distancia méaxima que podemos aceptar para
que un puente salino sea estabilizante?. Un estudio sistematico (Kumar y Nussinov,
2002) concluyd que la mayoria de los puentes salinos son estabilizantes si la distancia
entre sus cadenas laterales es menor o igual a 5 A, por lo tanto esta distancia es un
buen criterio para definir a un puente_salino (Figura 2, A).

El titimo elemento de la estructura proteica al que se ha adjudicado un papel en
el aumento de la estabilidad térmica son las redes de puentes salinos. Estas se
forman cuando uno o mas residuos cargados se ubican cerca de un puente salino,
dando lugar a puentes salinos que comparten residuos en comtin (Figura 2, C). A partir
de Ia estructura tridimensional de la proteina no es trivial su visualizacidn in sifico, y a
pesar de la gran cantidad de programas bioinformaticos disponibles, no existen
programas que permitan una facil visualizacion. Las propiedades de las redes se han
estudiado experimentalmente en algunas proteinas (Pappenberger y col., 1997}, y los
resultados muestran que éstas se pueden formar dentro de la misma cadena
polipeptidica (intramoleculares) o con ofras cadenas (intermoleculares). En la D-
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa de Thermotoga maritima (hipertermdfilo), la
mutacién de un residuo de una red intramolecular acelerd la desnaturacion térmica

respecto a la proteina nativa (Pappenberger y col., 1997). Este resultado muestra la




importancia de un residuo de una red en la mantencién en el tiempo de la estabilidad
térmica de esta proteina.

La importancia de la formacion de las redes superficiales de puentes salinos se
entiende desde un punto de vista termodinamico, por la ventaja energética que ésta
presenta al disminuir a la mitad el costo de desolvatacion de cada puente salino que se
agrega a un puente salino ya formado. Este ahorro no es menor si consideramos que
la formacién de un puente salino se puede homologar a la desolvatacion que se
produce cuando se traslada la carga desde el solvente acuoso a un ambiente no polar,

cuyo costo energético esta entre 10 y 16 Kcal/mot (Honig y Hubell, 1984).

El objetivo de esta tesis es identificar las redes de puenies salinos que
contribuyen a la estabilidad térmica de MjFtsZ y con este conocimiento, construir
mutantes de EcFisZ que posean los puentes salinos encontrados en la proteina
terméfila para probar su estabilidad térmica. Un hecho importante es que FisZ no
contiene puentes distlfuro que puedan enmascarar el efecto de los puentes salinos.
Por ofro lado la identidad de secuencia entre ambas proteinas es de un 47% lo que
permitira obtener la estructura tridimensional de EcFtsZ a partir de la de MjFisZ que se
determiné por difraccién de Rayos X. Como ya se menciond, también se conoce la
estructura tridimensional de PaFtsZ de P. aeuroginosa, un organismo mesdfilo que
permitira comparar su estructura con la del modelo que obtengamos para EcFtsZ
mesdfila.

La proposicién del estudio de las estructuras tridimensionales tiene una ventaja
comparativa respecto a la comparacién de secuencias primarias, las cuales no han
sido utiles para encontrar regiones de secuencia que sean responsables de la

estabilidad térmica, pues podremos comparar regiones de la superficie de la proteina




10

que contengan puentes y redes de puentes salinos responsables de la estabilidad

térmica. En consecuencia formulamos la siguiente hipotesis de trabajo:

# 2 formacién de redes de puentes salinos, presentes en MjFtsZ, sobre la

superficie de EcFtsZ debiera aumentar su estabilidad térmica"

Objetivos Generales

1) Determinar las diferencias entre los residuos cargados y las redes de puentes
salinos en la estructura de FitsZ de Methanococcus jannashii y FtsZ de Escherichia coli.
2) Introducir residuos cargados presentes en las redes de MjFtsZ en EcFtsZ y
determinar experimentaimente el efecto de estas sobre las propiedades estructurales

de EcFisZ y su estabilidad térmica.

Objetivos especificos

1) Modelar por su homologia estructural con MjFtsZ la estructura tridimensional de
EcFisZ

2) Comparar en las estructuras tridimensionales de MjFtsZ y EcFisZ, los residuos
cargados, los pares ionicos, los puentes salinos y sus redes.

3) Disefiar in silico las mutantes sitio especificas en EcFtsZ donde se aumente la
cantidad de residuos cargados que participen en la formacion de redes de puentes
salinos.

4) Construir las mutantes con herramientas de biologia molecular.

5) Purificar EcFtsZ de tipo silvestre y sus mutantes.
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TN
6) Determiné\r\el porcentaje de estructura secundaria, la polimerizacion, la actividad
GTPasica, la estabilidad térmica, y la forma de los filamentos en EcFtsZ silvestre y sus
mutantes.

7) Determinar la complementacion in vivo de EcFisZ silvestre y sus mutantes.
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MATERIALES Y METODOS
Modelaje comparativo. Se construyeron 20 modelos de EcFtsZ con el programa
MODELLER (Sali y col., 2000). Se utilizé como templado la estructura de MjFtsZ (PDB
ID: 1FSZ), determinada por cristalografia de rayos X, a una resolucion de 2,8 A (Lowe
y Amos, 1998). Todos los modelos se evaluaron con el programa Verify-3D (Liithy y
col., 1992) vy se eligid el modelo de mayor puntuacion para las comparaciones Y

mediciones.

Localizacién de los pares i6nicos y puentes salinos en EcFtsZ y MjFtsZ. Se define
como par iénico a dos residuos de carga neta opuesta (aspartato 6 glutamato versus
arginina, lisina & histidina). Se define como puente salino (PS) a la interaccidn en un
espacio esférico de radio menor o igual a & A entre un atomo de oxigeno de un grupo
carbonilo de un residuo de aspartato o glutamato con un atomo de nitrégenc de un
residuo de lisina, arginina o histidina. Para encontrar estos puentes salinos se cred un
‘script’ o programa que funciona bajo el programa Swiss-PDBV (Guexy Peitsch, 1997).
El algoritmo utilizado fue basicamente el siguiente: 1) Se determinaron las
coordenadas de todos los residuos cargados. 2) Se determinaron las distaricias enire
todos y cada una de las coordenadas obtenidas 3) Se seleccionaron solo las parejas
de pares iénicos que se encontraban a una distancia menor a 8 A, desde donde se
seleccionaron los puentes salinos. Los pares idnicos obtenidos se clasificaron segln su

distancia (menores que 4 A, entre 4y 5A, entre 5y 6 Ayentre 6y 7 A).

Mutagénesis sitio-dirigida. Se utilizé el “kit” QuickChange de Stratagene (USA). En
resumen: se disefiaron partidores complementarios para la zona que contenfa el sitio

de Ja mutacién (Ver Anexo). En este sitio se cambiaron los nucledtidos necesarios para
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realizar la mutacién puntual. Con estos partidores y el plasmidio pMFV57 que contiene
al gen ftsZ de E. coli (ver Anexo) se realizaron veinte ciclos de PCR. El producto de la
reaccién se digirid con la enzima Dnp |, y luego se electropord en la cepa XL10 de E.
coli, Las cepas se sembraron en placas con sus antibiéticos respectivos y se
;
seleccionaron las colonias que crecieron (Ver figura 3). A estas colonias se les extrajo
el DNA plasmidial, el cual se digirié con varias enzimas para asegurar que el plasmidio
tuviera el tamafio esperado (resultados no mostrados). Los plasmidios de tamaiio
esperado se electroporaron en la cepa C41, con el fin de expresar la proteina FisZ. Su
expresién se comprobo mediante un ensayo de sobre-expresion después de induciria
con IPTG, como se explica mas adelante en la seccién “Ensayo de la expresién de
proteinas”™. A las colonias que cumplian con los requisitos anteriores se les extrajo su

DNA plasmidial con el “kit” E.Z.N.A. (Omega Bio-tek) y se envié a secuenciar.

Purificacion del DNA plasmidial. Para purificar el DNA plasmidial se crecid un cultivo
bacteriano con el plasmidio a 37°C, por 12 a 16 h o por toda la noche con agitacion en
3 ml de medio LB suplementado con 75 pg/ml de ampicilina. 1,5 ml del cultivo celular
se centrifugaron a maxima velocidad en tubos Eppendorf durante 1 min en una micro-
centrifuga Labnet Modelo Spectrafuge 16M. Se elimind el sobrenadante y al
precipitado se le agregaron 1,5 ml de cultivo que se volvieron a centrifugar. El
precipitado de bacterias se suspendié por agitacion en 200 p! de amortiguador que
contenfan: 50 mM de glucosa, 25 mM de Tris-HCl, pH 80 vy 10

mM de EDTA y se dejd en reposo por 5 min a temperatura ambiente y se
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Figura 3. Diagrama de flujo de la mutagénesis sitio-dirigida. En la figura se
muestran los pasos realizados para la obtencién de los mutantes puntuales. La
secuenciacion se realizé sélo cuando la digestién de chequeo y el ensayo de
expresion de proteinas dieron resultados positivos. Las flechas verdes son los
partidores.
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agregaron 400 pl de solucién formada con 1 mi de 10% SDS, 0,2mide 10 M NaOH y
8,8 mi de agua nanopura y la solucién se mezcld invirtiendo los tubos 10 veces. Se
dejo en hielo por 5 min y se observo si la solucion estaba clara y viscosa, en caso
contrario se esperé mas tiempo. La solucién se centrifugo a 13.000 rpm por 10 min en
la micro centrifuga. Se extrajo el sobrenadante y se puso en un tubo Eppendorf
previamente rotulado. Al tubo se le agregaron 250 pl de una solucién de
fenol:cloroformo:alcohol isoamilico en proporciones de 25:24:1, la solucion se agitd con
un “vértex” por 10 s y centrifugd por 5 min en la micro centrifuga. Se exirajo la fase
acuosa y se colocé en un tubo Eppendorf al que posteriormente se le agregaron 250 pl
de una solucién de cloroformo:alcohol isdamilico en proporcion 24:1, se agitd mediante
“vortex” y se centrifugd por 5 min en la micro cenirifuga. Se extrajo la fase superior o
fase acuosa que contiene el DNA y se depositdé en un tubo Eppendori, al que se
agregaron 0,6 volimenes de isopropanol (aproximadamente 500 pl}, se homogenizd y
se dejé a —20°C por 10 min para precipitar el DNA. La mezcla se centrifugd a 4°C en
una micro centrifuga a 13.000 rpm durante 30 min. El sobrenadante se removio
mediante aspiracion al vacio, y después el DNA se lavé suspendiéndolo en 200 ul de
etanol frio al 70% y se centrifugd por 5 min a 13.000 rpm. Se removio el sobrenadante
por aspiracién al vacio y se dejaron los tubos invertidos sobre papel filtro durante 15
min a temperatura ambiente. Se disolvié el precipitado de DNA en 100 p! de agua
nanopura destilada y se agregaron 5 p! de RNAsa (10 mg/ml) previamente hervida y

la mezcla se incubd por 20 min a 37°C antes de almacenarlo a —20°C.

Optimizacién de la reaccion de PCR para la mutagénesis sitio-dirigida. La

optimizacién de la reaccion se hizo en un termogciclador marca Perkin Eimer, modelo
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GeneAmp PCR system 9600. Se probaron diferentes condiciones para la reaccion de
la mutante Q185K y se encontraron las siguientes condiciones éptimas: 2,5 ul de
-amortiguador con MgCl; para la polimerasa Pfu; 0,5 1l de 10 mM dNTPs; 1 pl de cada
uno de los dos partidores (50 pM); 1 ul del DNA plasmidial pMFV57 (20ng/pl); 18,5 pl
de agua nanopura; 0,5 ul de polimerasa Pfu turbo (2,5 U/ul) (volumen total de reaccidn
25 pl). El programa del termociclador fue: 5 min a 95°C mas 20 ciclos de: 1 min a 95°C,
1 min a 55°C y 20 min a 68°C. Una vez finalizados los 20 ciclos se dejé 7 min
adicionales a 72°C.

Para la proteina mutante N328R las condiclones éptimas fueron: 2,5 ul de
amortiguador con MgCl, para la polimerasa Pfu; 0,5 pt de 10 mM dNTPs; 0,5 pl de cada
uno de los dos partidores (50 pM); 2 pl del DNA plasmidial pMFV57 (20 ng/pl); 19 pl de
agua nanopura; 0,5 pl de polimerasa Pfu turbo (2,5 U/pl) (volumen total de reaccion 25
ul). El programa del termociclador fue: 5 min a 95°C mas 20 ciclos de: 1,5 min a 95°C,
1 min a 65°C y 20 min a 68°C. Una vez finalizados los 20 ciclos se dejé 7 min

adicionales a 72°C.

Digestion del DNA plasmidial. Para verificar el DNA plasmidial purificado se digiric
con las enzimas Sal |, EcoR V, Hind Ill. Con este propdsito, se agregaron 2 pl del DNA
plasmidial a un tubo Eppendorf y se completé la mezcla de reaccion con: 6,5 pl de
agua nanopura, 1 pl del tampdn 10X de la enzima respectiva, y 0,5 pl de la enzima de
restriccién a utilizar. La mezcla se incubd por 2 h a 37°C. La digestion se comprobd en

un gel de agarosa al 1%.
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Secuenciacion del DNA. El gen ftsZ de las mutantes se secuenci6 en su totalidad en
el laboratorio de genética de la Facultad de Ciencias de la Universidad de Chile donde
se utilizd un secuenciador marca Avant Genetic Analyser, modelo 3100 de Applied

Biosystems. Las secuencias se muestran en el Anexo.

Ensayo de expresion de las proteinas. El procedimiento para comprobar la
expresion de las proteinas se hizo de la siguiente forma:

Se picd una colonia y se crecid a 37°C, con agitacion, en 5 ml de medio LB
suplementado con ampicilina a una concentracién final de 0,1 mg/ml, hasta alcanzar
una D.O.0 de 0,7. Al medio de cultivo se le agregd IPTG para alcanzar una
concentracién final de 0.6 mM y se dejo6 crecer las bacterias por 4 h. Se sacé 1,3 ml del
medio de cultivo y se puso en un tubo Eppendorf y se centrifugd a 14.000 rpm por 1
min y se descarté el sobrenadante. Se agregaron otros 1,3 m! de cultivo al mismo tubo
Eppendorf, y se centrifugaron a 14.000 rpm por 1 min y se volvio a descartar el
sobrenadante. El precipitado se suspendié en 1ml de tampén PEM y se centrifug6 por
1 min a 14.000 rpm y se descartd el sobrenadante. Esta operacion se repitid una vez
mas y el precipitado se suspendi6 en 100 pl de tampdn PEM. Se tomaron 20 pl de esta
solucion y se mezclaron con 5 i de tampon de carga 4x, se agito y se hirvié por 10 min
y se centrifugd por 15 min a 14.000 rpm. Se tomaron 10 pl del sobrenadante, se
aplicaron en un gel SDS-PAGE al 10% y las proteinas se separaron por electroforesis
con un voltaje constante de 90 V y la corriente se ajustd automaticamente. Las

proteinas en el gel se revelaron con azul de Coomasie.
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Purificacién de EcFtsZ. Para la purificacién de EcFtsZ se siguit el protocolo descrito

por Rivas y col. (2000) que se basa en la formacion de hojas de polimeros de la

proteina con 20 mM CaCl,, que se separan por centrifugacion. Las etapas de este

procedimiento fueron las siguientes:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Se inoculd 1 litro de medio LB con la cepa C41 que contiene el plasmidio
pMFV57.

Se creci6 el cultivo a 37°C con agitacién, hasta alcanzar una D.O.s00= 0,7

Se agreg6 IPTG hasta una concentracién final de 0,2 mM y se dej6 a 37°C con
agitacién por 3 h y se centrifugé el cuitivo a 4.800 rpm en una centrifuga Sorvall
RC-3B, a 4°C por 30 min.

Se deseché el sobrenadante, y se suspendié el precipitado en tampdn PEM, en
una proporcién de 20 ml por litro de cultivo y se transvasé la solucidn a un vaso
de precipitado de vidrio en hielo,

Las bacterias se rompieron por sonicacidn en un sonicador Misonix Sonicator
3000 con una sonda de media pulgada de diametro que se introdujo en la
solucién evitando que quedara en contacto con las paredes o con el fondo del
vaso. El vaso se mantuvo en hielo para evitar el calentamiento de la solucion.
Se realizaron 5 pulsos de 20 s con una pausa de 1 min a una potencia de 5 en
la escala del instrumento.

El producto de la lisis bacteriana se centrifugd a 28.000 rpm por 90 min a 4°C
en una ultra centrifuga Beckman, modelo L5-75B, con un rotor tipo 30. Ei
sobrenadante se transfiri® a un tubo Falcon estéril de 50 mi, a temperatura

ambiente.




7)

8)

9}
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A la solucion se le agregd GTP a una concentracion final de 1 mMy CaCl; a
una concentracién final de 20 mM. Habitualmente la solucién se incubd a 30°C
durante 15 min para obtener el maximo de precipitado. En caso contrario se
esperd 5 & 10 min mas para que la solucion estuviera lo suficientemente turbia
y densa.

Se transfirio la solucién a 2 tubos Pyrex de 15 ml y se centrifugaron en una
centrifuga Beckman Avanti 30 con un rotor FO850 durante 15 min a 10.000 x g.
Se deseché el sobrenadante y cada precipitado se suspendio en 10 ml de
tampdn PEM frio para tener una proporcién de 20 mi tampdn PEM por litro de
cultivo.

Las soluciones se centrifugaron por 15 min a 10.000 x g a 4°C. Se transfirié el
sobrenadante a un tubo Falcon estéril de 50 ml y se descartd el precipitado. Se
repitieron las etapas 7 y 8, excepto que cada precipitado de la etapa 8 se

suspendié en 5 ml de tampén PEM frio utilizando una pipeta Pasteur.

10) La solucién se centrifugd por 15 min a 10.000x g a 4°C. Los sobrenadantes se

transfirieron a un tubo Falcon estéril y se desecho el precipitado.

11} El sobrenadante se cargd en un “loop™ de 5 ml del equipo de HPLC Beckman

System Gold a una velocidad de 1 mi por min que se mantuvo durante todas las
etapas de la cromatografia. La muestra se fransfirié a una columna de
intercambio anidnico Hi-Trao Q-Sepharose, conectada en linea, que se lavo y
equilibré previamente en tampén A (5 mM de MgCl, , 0,1 mM de EDTA, 10%
de glicerol y 50 mM de tampén Tris pH 8,0). La proteina se eluyé con un
gradiente lineal de tampén B (1 M KCI, 5 mM de MgCl,, 0,1 mM de EDTA, 10%

de glicerol y 50 mM de tampén Tris pH 8,0) que aumentd de 10 a 70% en
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cuatro volumenes de columna y se colectaron fracciones de 2 ml Se juntaron
las fracciones que contenfan FtsZ y se dializaron a 4°C, contra 100 voldmenes
de tampén C (10% de glicerol y 50 mM de tampdn Tris pH 8,0) por almenos 4 h
o durante la noche con 2-3 cambios de tampon C.

12) La proteina se concentré al centrifugarla a 3800 rpm en un Centriprep C-30 por
15 min a 4°C. Esta centrifugacién se repiti6 luego de agregar aproximadamente
2 mi de filtrado para lavar las paredes def Centripep. La proteina concentrada a
un volumen de 1 ml se guardd en alicuotas de 100 pl en un Freezer a -80°C,

luego de congelarlas rapidamente en metanol a —80°C.

Cuantificacion de EcFtsZ. La proteina desnaturada en GdmCl 6 M en tampén fosfato
de sodio pH 6,5, se cuantificd a 280 nm en un espectrofotometro Hewlett Packard
modelo 8452A y con un coeficiente de extincién molar de 12.000 L moles™ cm™. El
coeficiente de extincién molar de la protelna, que contiene GDP, se calculé como la
suma del coeficiente de extincion molar de la proteina, 3840 L moles? cm”,
determinado a partir del contenido de aminoacidos aromaticos, mas el coeficiente de
extincion molar de GDP 8100 L moles™ cm™ (Rivas y col., 2000) También se utilizd el
método de Bradford de acuerdo a las instrucciones dadas por el fabricante Bio-Rad.
BSA se utilizé como proteina estandar para construir una curva de calibracién que se

compard con la de FisZ. La relacién entre ambas pendientes se compard con los

valores publicados por e! laboratorio de Erickson (Erickson y col.,1998).

Polimerizacién de EcFtsZ. La polimerizacién de EcFisZ se sigui6 por la dispersion de

la luz que producen los polimeros a una longitud de onda de 350 nm. El medio de
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ensayo de la polimerizacion contenia: Tampén MES 50 mM, pH 6,5, 50 mM KCl, 10
mM MgCl,, 0,4 mg/ml de EcFtsZ, en un volumen final de 0,5 mi. Para iniciar la
polimerizacién se agregdé GTP a una concentracion final de 1 mM. Los ensayos de
dispersion de luz & “scattering” a 90° se realizaron en un .espectrémetro de
luminiscencia Perkin Eimer LS-50. La longitud de onda de excitacién y de emision fue
de 350 nm. El ancho de banda fue de 10 nm para la excitacién y 5 nm para la emision.

El porta cubetas se mantuvo a 25°C con un bafio de agua circulante termoregulado.

Concentracién critica. La concentracién critica se determind al graficar los valores
méaximos promedio de dispersién de luz que se alcanzaron una vez que Ia
polimerizacién se estabiliz6, luego de agregar el GTP, versus las diferentes
concentraciones de proteina utilizadas. Los experimentos de polimerizacion se hicieron
en las condiciones experimentales descritas en el parrafo anterior y la concentracion de
proteina se varid desde 0,1 a 0,5 mg/ml. Para iniciar la polimerizacion se agregd GTP a

una concentracion final de 1 mM.

Dicroismo circular. Las mediciones se hicieron en un espectropolarimetro JASCO J-
600 en la region del UV cercano entre 190 y 250 nm en una celda de cuarzo de 1 mm
de paso de luz a temperatura ambiente. Los espectros resultaron de un promedio de 4
mediciones. Los parametros del instrumento fueron: ancho de banda 1 nm, ancho de
ranura (SW) automatico, tiempo de respuesta del instrumento 2 s y velocidad de
barrido 20 nm/min. La concentracién de EcFisZ silvestre y de las mutantes fue 0,36
" mg/mi, en tampén Tris-HC1 50 mM pH 8,0 y 50 mM de KCl. Se utilizé el tampon como
_ blanco. A partir de los espectros se calcularon los porcentajes de estructura secundaria

de Ia proteina con el programa CONTIN (Provencher y Glackner, 1981).




22

Estabilidad térmica. La estabilidad térmicig de EcFtsZ y las mutantes se determind a
partir de las curvas de polimerizacion. La proteina en ausencia GTP se incub6 por
cinco minutos a una determinada temperatura (shock térmico), luego fue puesta
rapidamente en hielo donde permanecié aproximadamente 10 min y se dejé a
temperatura ambiente hasta que alcanz6 el equilibrio térmico, el cual se verificd por
medio de una termocupla, antes de iniciar los experimentos de polimerizacion. El
efecto del “shock” térmico sobre la estabilidad de la proteina se calculo a partir de la
razén entre los valores maximos de polimerizacién de la proteina sometida a “shock”
térmico y e! de control no sometido a shock térmico, que se dejé en hielo y se expresd
como porcentaje. Este porcentaje se grafic en funcidn de la temperatura del “shock”

térmico.

Desnaturacion con cloruro de guanidinio. La proteina, 0,4 mg/ml concentracion
final, se desnaturd en tampén Hepes 50 mM, pH 7,5 con concentraciones crecientes de
GdmCl hasta llegar a 6 M, en un volumen final de 0,5 ml. La mezcla se incubd una hora
a temperatura ambiente antes de la medicion de fluorescencia. La Jongitud de onda de
excitacion fue 280 nm y se registré su espectro de emision de fluorescencia entre 300
y 400 nm. Los anchos de banda de excitacion y emision fueron 10 y 5 nm,
respectivamente. La solucion madre de 8 M GdmCl se prepard por gravimetria, y su
concentracion final se determiné por refractometria en un refractémetro Galileo de
acuerdo a la relacion:
[M] = 57,127 x AN + 38,68 x AN” — 91,60 x AN?

Donde AN es la diferencia entre el indice de refraccién entre la solucion de GdmCl y el

agua en la linea de sodio {Creighton, 1997).
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Complementacién in vivo. La complementacion de la funcion de EcFtsZ se determiné
en la cepa VIP2(DE3) de E. coli donde el gen cromosomal ftsZ esta interrumpido con
un gen de resistencia a kanamicina y ademas posee una copia del gen ftsZ en un
plasmidio cuyo origen de replicacion es termosensible. Para complementar la funcion
de FtsZ se electropord e! plasmidio pMFV57 que contiene el gen fisZ silvestre en la
cepa VIP2(DE3). Las bacterias se sembraron a distintas diluciones en dos placas de
agar sélido con medio LB suplementado con kanamicina mas ampicilina. Una placa se
incubd a 30°C vy la otra a 42°C. Debido a la termosensibilidad del origen de replicacién
del plasmidio, éste se perdié a 42°C y sdlo crecen las bacterias que tienen el plasmidio
pMFV57 que porta el gen de EcFtsZ que no es termosensible. Se contaron las colonias
en cada placa, se aproximé el nimero de unidades formadoras de colonias por ml y se
calculd el porcentaje de sobrevida a 42°C con relacion al de 30°C que sirve como
control de viabilidad. Se us6 también como control las células sin electroporar que da el

limite de no viabilidad.

Microscopia electrénica. La polimerizacion de EcFtsZ se hizo en las mismas
condiciones experimentales ya descritas. Se tomé una muestra de 20 pl después de 3
min de iniciada la polimerizacién que se deposité en una grilla de 300 “mesh” cubierta
con un film de resina de FORMVAR (Pelco) y carbdn. Se esperd 30 s y con el vertice
de un papel filtro se retird el exceso de liquido. La grilla se tifid sumergiéndola en forma
seriada en seis gotas de acetato de uranilo al 2 % que se habian depositado sobre un
parafitm. En la tltima gota se esper6 dos minutos y el exceso de colorante se secd con
el vértice de un papel filtro. Las grillas se observaron en un microscopio electronico

CARL ZEISS EM 109 con un aumento de §0.000 x.
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Actividad GTPasica. La velocidad de la reaccion de hidrdiisis del fosfato gama del

GTP se determind por dos métodos, uno radiactivo con GTPy32P y el ofro colorimétrico
con verde de malaquita. En el primero, a una solucién que contenia en un volumen

final de 1,5 ml: MES 50 mM, pH 6,5, 50 mM KCIi, 10 mM MgCl, y 0,4 mg/ml de EcFisZ

se le agregd, en promedio, 22370 CPM de [y32P]GTP, se incubd a 30 o 40°C a
distintos tiempos como se indica en resultados. La reaccion se detuvo agregando un
volumen de una suspensién de carbono activado en KCl 2 M a pH 1,8 (100 mg/mi). El
carbén se removid por centrifugacion a 15.000 rpm, por 6 min en una microfuga BHG,
modelo HERMLE 7229 y se determiné la radiactividad del fosfato radiactivo libre en el
sobrenadante en una mezcla de centelleo liquido que contenfa Arcotol (300 ml de
Arcopal mas 600 ml de liquido de centelleo, el que a su vez esta formado por 4 | de
tolueno mas 16 g de PPO mas 200 mg de POPOP). La radiactividad de las muestras
se expresd en CPM y éstas se contaron en un contador de centelleo liquido Packard
modelo 1600P.

En el segundo método se siguio el protocolo de Lanzetta (Lanzetta y col., 1979)
en el que se utilizaron las siguientes soluciones y procedimientos: 1) Solucion de
colorante. Se preparard una solucién de verde de malaquita al 0,045% (VM) y otra de
Molibdato de amonio al 4,2% en 4 N de HCI (MA), ambas soluciones se mezclaron en
una proporcién de 3:1, respectivamente. A 5 ml de la mezcla VM-MA se le agregaron
100 pl de Triton X-100 al 0,02% (TX), y se obtuvo la mezcla VM-MA-TX. 2)
Determinacion de fosfato libre. Se transfirieron 70 pl desde la mezcla de reaccion de
polimerizacién de FtsZ a un tubo Eppendorf, y se le agregd 4cido perclorico a una
concentracion final de 10% vy se dejo en reposo por cinco min a temperatura ambiente.

De esta solucidn se tomaron 50 pl y se transfirieron a un tubo Eppendorf al que se
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agreg6 800 pl de la solucién VM-MA-TXy se mezcld vigorosamente en “vértex” por un
minuto y se agregaron 100 pl de tampén citrato al 34%. Se esper6 20 min antes de
medir la DO a 660 nm en el espectrofotometro. La curva de calibracion se hizo con

fosfato mono potasico en un rango de 0 a 10 nanomoles de fosfato.
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RESULTADOS
Los resultados se presentaran en dos partes, una tedrica donde se analizara in
silico la superficie de la proteina mesofila EcFtsZ, para encontrar I'a mejor ubicacion de
las mutaciones puntuales a realizar y asi reemplazar algunos aminoacidos que en la
proteina hipertermdfila, MjFtsZ, forman puentes salinos, los que serian responsables
de su estabilidad térmica y una segunda parte, experimental, donde se mostrara el
efecto de estas mutaciones sobre la estructura secundaria, la funcionalidad y la

estabilidad térmica de las mutantes.

l. PARTE TEORICA IN SILICO
Modelaje comparativo. El modelaje comparativo requiere de una identidad de
secuencia minima (> 30%) entre la proteina que se modela y su templado (Sanchez y
Sali, 1997). El alineamiento de la secuencia del templado (MjFtsZ) y la del modelo
(EcFtsZ) presentd un 47% de identidad (Figura 4) lo que fue suficiente para obtener un
modelo de calidad. La estructura tridimensional de MjFtsZ se obtuvo a partir de
difraccién de Rayos X donde los extremos amino y carboxilo terminal no mostraron una
estructura ordenada (Léwe y Amos, 1998). Por esto la estructura tridimensional
resuelia de MjFtsZ corresponde a los residuos 23 a 356, que cubren un 92% de la
secuencia del gen. De alli que la estructura tridimensional modelada de EcFisZ abarca
los residuos 10 a 330, que corresponden al 84% de los aminoacidos codificados en el
gen de fisz.

En la figura 5 se observa la estructura del templado (MjFtsZ) y el modelo
(EcFisZ). Ambas estructuras fueron superpuestas y presentan un RMSD igual a 0,27
A, lo que significa una desviacién entre ambas estructuras menor que la distancia

interatémica de cualquier enlace de la proteina. Con este modelo podemos determinar
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de manera confiable el nimero de puentes salinos que existen en EcFtsZ y compararlo

con los del terméfilo MjFtsZ.

Namero de residuos cargados en EcFtsZ y MjFtsZ. En la tabla 1 se muestra el
numero y el tipo de residuos cargados que se encuentran en la secuencia del templado
(MjFtsZ) y del modelo de EcFtsZ. En ésta tabla se observa que en la estructura de
MjFtsZ, del hiperterméfilo M. janaschii, hay un mayor nimero de residuos cargados
totales que en la estructura del mesdfilo EcFtsZ de E. coli. Esta diferencia se debe

principalmente a la mayor cantidad de residuos lisina presentes en MjFtsZ.

sak gr Rk K wak KR Kk kg3 o33 * RRE o kowwakd ok gk K KN, sh RN RN R EH
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Figura 4. Alineamiento de la secuencia de aminoacidos de FtsZ de E. coli
(EcFtsZ) y M. janaschii (MjFtsZ). Los residuos de carga positiva se encuentran
destacados con fondo celeste, y los de carga negativa con fondo rojo. Los residuos
idénticos estan indicados con un asterisco, y los de similar propiedad fisicoquimica con
dos puntos. Las secuencias tienen un 47% de Identidad y un 67% de similitud.
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MjFtsZ

EcFtsZ

Figura 5. Comparacion de la estructura tridimensional de MjFtsZ, y EcFtsZ. En
ambas proteinas se muestran en color rojo las a-hélices y en celeste las hebras-f, el
resto de la proteina esta en color gris. Una molécula de GDP se muestra en modo
“spacefill’ y coloreado por CPK. Los carbonos o de ambas estructuras se
superpusieron y el RMSD fue de 0,27 A.
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Tabla 1. Comparacion de la composicion de aminoacidos cargados en EcFtsZy
MjFtsZ.

Numero de aminoacidos cargados?
Proteina D E K R H Totales

EcFtsZ 22 23 13 16 2 76

MjFtsZ 28 18 29 11 2 88

2 Codigo de aminoacidos de una letra: E, glutamato; D, aspartato; K, lisina; R, arginina
y H, histidina. En color rojo se muestran los residuos con carga negativa y en azul los
de carga positiva. El namero en azul destaca el mayor namero de residuos K.

Namero de pares idnicos y puentes salinos. El numero de puentes salinos
(distancia entre las cargas < 5 A) y de pares idnicos (distancia entre las cargas entre 5
y 8 A) determinados a partir de la estructura de MjFtsZ y de EcFtsZ se muestra en la
figura 6. Se observa que MjFtsZ posee 28 puentes salinos y EcFtsZ 18. La misma
tendencia se observa para los pares i6nicos en el rango de distancias de 5-6 A donde
hay 14 para MjFtsZ y 3 para EcFtsZ. Esta tendencia se invierte a mayores distancias,
asi, en el rango de 6-7 y de 7-8 A hay 12 y 15 para EcFtsZy 1y 3 para MjFtsZ,
respectivamente. Por lo tanto en la proteina termdfila hay una mayor cantidad de
puentes salinos y una mayor capacidad para formarlos en el rango de5a6A Enla
proteina mesdfila esta capacidad se ve disminuida por la mayor distancia a que se
encuentran los grupos, entre 6 y 8 A, aunque haya una mayor cantidad de pares

i6nicos. Los puentes salinos no solo se pueden formar entre dos cargas opuestas
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adyacentes, sino que tambien pueden participar otras cargas cercanas, dando origen a

redes de puentes salinos.

Redes de puentes salinos. En la figura 7 se muestran las redes de puentes salinos
presentes en la superficie de ambas proteinas. Se observa que MjFtsZ puede formar 4
redes con una mayor cantidad de residuos que participan en la red, la mas extensa
involucra 10 residuos y participan residuos de los extremos N-terminal y C-terminal.
EcFtsZ puede formar tres redes y la mas extensa involucra a 5 residuos y esta ubicada

en el extremo C-terminal.

Diseiio de nuevas redes de puentes salinos por mutaciones puntuales. Para
determinar la importancia de los puentes salinos y sus redes en la estabilidad térmica,
se disefiaron mutantes de EcFtsZ para formar redes semejantes a las de MjFtsZ. Con
este proposito se localizaron y compararon aquellas zonas de redes del organismo
terméfilo con las del mesofilo y se seleccionaron aquellas donde, a través de una
mutacién puntual en EcFtsZ, se indujera la formacion de una re.d. Se encontraron dos
mutaciones que cumplen con el criterio anterior: Q194R y N328R que en la figura 7C
se destacan en color amarillo. Asi, la mutacién Q194K es capaz de generar dos nuevos
puentes salinos en el modelo de EcFisZ (figura 8B silvestre y C, mutada), que dan
origen a una red que se conecta con una red pre-existente y forma una red mas
extensa, que es equivalente a la red més extensa de MjFtsZ (figura 8A). La mutacidn
N328R induce en el modelo de EcFtsZ la formacién de dos nuevos puentes salinos, los
que forman una nueva red (figuras 8E, silvestre y F, mutada), la que es equivalente a

una red de MjFtsZ (figura 8D)
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30 4

'@ EcFtsZ
B MjFtsZ

Numero de pares iénicos

0-5 5-6 6-7 7-8
Rango de distancias de pares ionicos, A

Figura 6. Namero de pares iénicos en el rango de distancia indicada, en la
estructura de MjFtsZ y EcFtsZ. Un par iénico es, como se definié en Materiales y
Métodos, cualquier par de residuos de carga opuesta, en forma independiente de la
distancia a la que se encuentran. Mientras que los puentes salinos son los pares
i6nicos a una distancia menor o igual a 5 A. Por lo tanto, la pareja de columnas que
indica el rango de distancias de pares iénicos entre 0y 5 A, corresponde al nimero de
puentes salinos en la estructura de EcFtsZ, en azul y MjFtsZ (roja). En las parejas de
columnas mayores a 5 A se muestra el nimero de pares i6nicos que se encuentran
hasta los 8 A. Estos pares se seleccionaron en intervalos de 1 A, en ambas
estructuras. La seleccion de pares idnicos mayores de 5 A se hizo para determinar los
posibles puentes salinos que se podrian formar por el movimiento de las cadenas
laterales en solucion, dado que la estructura de las proteinas no es rigida en solucioén.
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Figura 7. Matriz de puentes y pares i6nicos para MjFtsZ (A), EcFtsZ (B) y EcFtsZ

con mutaciones (C). Los residuos de carga negativa se encuentran en la primera fila en orden creciente hacia
la derecha seglin su numeracién en la cadena peptidica, y los de carga positiva en la primera columna, también en
orden creciente. Los nimeros en los casilleros indican el intervalo de distancia entre ese par idnico. Resaltados en rojo
se encuentran los puentes salinos, y los puentes salinos que participan en una red estan conectados por una linea
azul. En C, los residuos mutados en EcFtsZ se destacan con color amarillo, al igual que los nuevos puentes salinos
formados.
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A) MjFtsZ B) EcFtsZ WT C) EcFtsZ Q194K

D) MjFtsZ

Figura 8. Comparacién de las redes de puentes salinos en MjFtsZ (primera
columna), con la misma regiéon en EcFtsZ (segunda columna), y las mutaciones
puntuales que recrean las redes de MjFtsZ en EcFtsZ (tercera columna). En la
regiéon cercana a las mutaciones se muestra la estructura de la cadena peptidica en
modo de cinta de color gris de las proteinas silvestre MjFtsZ, Ay D, EcFtsZ, ByEylas
mutantes, C y F. Los residuos cargados involucrados en los puentes salinos se
muestran en modo de “palito”, donde los residuos positivos estan en color azul y los de
carga negativa en color rojo. Dentro del circulo verde se destacan los residuos
mutados.
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{l. PARTE EXPERIMENTAL

Construccion, secuenciacion y expresion de las mutantes Q‘!Q4K y N328R. Para
la construccion de las mutantes se siguié el protocolo experimental que se describié en
Materiales y Métodos. Las colonias X110 transformantes que contenian las mutaciones
sitio-dirigidas se guardaron en glicerol a —B0°C. Las colonias expresaron las proteinas
mutantes. Con el fin de comprobar la localizacidn de las mutaciones, se extrajo el DNA
y se hicieron ensayos de digestion con enzimas de restriccién y los patrones
identificaron el DNA de ftsZ. Para identificar las mutaciones y su localizacion, los
DNA correspondientes al gen de ftsZ, mutantes Q194K y N328R fueron secuenciados.
La secuencia de la region correspondiente confirmé la mutacion esperada. Para
asegurar la presencia de sélo una mutacion se secuencié el gen completo, y la
secuencia mostré solo una mutacién. La mutante Q194K mostré solo el cambio de la
glutamina 194 por lisina, y la mutante N328R el cambio de la asparragina 328 por

arginina. Las secuencias de las mutantes se muestran en el anexo.

Purificacién de EcFisZ de tipo silvestre y de las mutantes Q194K y N328R. Las
proteinas de EcFtsZ silvestre y las mutantes Q194K y N328R se purificaron de
acuerdo al método descrito en Materiales y Métodos. En la figura 9 se muestra el
cromatograma de la tltima etapa de purificacién de EcFtsZ wt en una columna Hi Trap
Q-Sepharose. Se observan dos picos principales donde el primero corresponde a la -
absorbancia del nucledtido de guanina y el segundo a EcFtsZ. En la figura 10 se
muestra el perfil de proteinas en un gel de poliacrilamida SDS-PAGE de las diferentes
etapas de purificacién. Se observa que la proteina que eluye de la (ltima etapa
presenta una pureza > 95%. Las mutantes presentaron el mismo patrén que la silvestre

en las diferentes etapas de purificacion (resultados no mostrados).
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Figura 9. Cromatograma de purificacion de EcFtsZ wt. Se muestra la absorbancia a
280 nm de la elusion de proteinas desde la columna Hi Trap Q-Sepharose. El pico |
contiene principalmente GTP y el pico Il EcFtsZ, de acuerdo al resultado del gel de
SDS-PAGE que se muestra en la figura 10.
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Figura 10. Electroforesis en gel de poliacrilamida SDS-PAGE de las proteinas
provenientes de las diferentes etapas de purificacion de EcFtsZ. Carril 1: 20 pl del
sobrenadante de la sonicacién; Carril 2: 20 pl del sobrenadante de la primera
precipitacién con calcio; Carril 3: 20 pl del solubilizado del segundo precipitado con
calcio, antes de pasar por la columna; Carril 4: 20 pl del pico | del cromatograma de
purificacién (figura 9); Carril 5: 20 pl del pico Il del cromatograma de purificacién; Carril
6: Control, 5 ul de EcFtsZ previamente purificada.
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Cuantificacién de FtsZ de tipo silvestre y sus mutantes. La cuantificacion de la
proteina EcFtsZ ha presentado problemas al utilizar el método de Bradford y el
estandar habitual BSA. También se ha descrito que la determinacion de su
concentracién en GdmCl 6M, por medio del coeficiente de absorcion para los
aminoacidos aromaticos, no es directa, pues depende de la presencia de las
cantidades variables de nucledtidos de guanina que posee la proteina y que absorben
a 280 nm (Rivas y col., 2000). Las rectas para EcFtsZ y BSA difirieron en sus
pendientes al utilizar el método de Bradford para su cuantiﬁcacién (resultados no
mostrados). La concentraciéon de ambas proteinas se determind a 280 nm por medio
de sus respectivos coeficientes de absorcién molar como se indicd en Materiales v
Métodos. Debido a la diferencia en las pendientes para cuantificar EcFtsZ con BSA
como estandar se calculé la razon entre estas pendientes y este valor se utilizd como
factor de correccién para EcFisZ. La razon entre ambas pendientes resultdé ser muy
parecida a la encontrada por Erickson y col., (1998). EcFisZy las mutantes mostraron
los mismos valores de concentracion cuando se cuantificaron a 280 nm y por el método

de Bradford.

Determinacién del porcentaje de estructura secundaria de FtsZ de tipo silvestre y
sus mutantes por dicroismo circular. Con el objeto de determinar si las mutaciones
producian algn cambio estructural de la proteina se determind el contenido de
estructura secundaria de EcFtsZ wt y de las mutantes. En la figura 11 se muestran los
espectros de dicroismo circular de estas proteinas en la region del UV lejano. Se
observan espectros tipicos de proteinas «/f donde los espectros de EcFisZ wt y de la
mutante N328R son similares dentro del error experimental y la mutante Q194K

presenta un leve aumento del contenido de estructura. La deconvolucién de los
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espectros de dicroismo circular con el programa CONTIN, mostré que las proteinas
mutantes poseen practicamente el mismo porcentaje de estructura secundaria que
EcFtsZ silvestre dentro del error experimental (figura 12), esto es 31% de hélice-c,

26% de hoja-B, 22% de vuelta B y 20% de estructura secundaria indefinida o al azar.
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Figura 11. Espectro de dicroismo circular de EcFtsZ de tipo silvestre y las
mutantes Q194K y N328R. La concentracion de las proteinas fue 0,36 mg/ml en un
medio que contenia amortiguador Tris-HCI, 50 mM, pH 8,0 y KCI 50 mM. La
temperatura fue de 25°C. Los espectros, un promedio de cuatro mediciones, fueron
corregidos por la absorbancia del amortiguador.

Polimerizacién de EcFtsZ y sus mutantes determinada por dispersion de la luz.
La dispersion de la luz nos permite seguir la polimerizacion y despolimerizacion de
EcFtsZ a través del tiempo. En la figura 13 se observa que la polimerizacion, al agregar
GTP, es muy rapida y no se puede calcular su velocidad con este método. Se observa
que el maximo de polimerizacién sigue el siguiente orden Q194K > Silvestre > N328R.

Una vez alcanzado el maximo de polimerizacion las proteinas WT y Q194K muestran
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Figura 12. Porcentaje de estructura secundaria para EcFtsZ de tipo silvestre
(negro) y las mutantes Q194K (rojo) y N328R (verde). Los porcentajes se calcularon
utilizando el programa CONTIN como se describié en Materiales y Métodos. Las barras
de error corresponden al error del ajuste que entrega el programa CONTIN.
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Figura 13. Polimerizacién y despolimerizacion de EcFtsZ de tipo silvestre y las
mutantes Q194K y N328R seguidas por dispersion de luz. La solucion contenia:
MES 50 mM, pH 6,5, MgCl; 10 mM, KCI 50 mM y proteina 0,4 mg/ml. Al tiempo cero
se agregé GTP a una concentracion final de 1 mM. Las flechas indican el tiempo en
que la dispersion de luz alcanza el 50% después de la despolimerizacion, para FtsZ
N328R, WT y Q194K, respectivamente.
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un pequefio platé de aproximadamente 5 min vy la mutante N328R empieza a
despolimerizar inmediatamente. La velocidad de despolimerizacién sigue un orden
inverso al del maximo de polimerizacién, es decir N328R > EcFtsZ wt > Q194K, esto
indica que los filamentos de Q194K, son mas estables que los de EcFtsZ wty N328R.
La despolimerizacion de FtsZ es proporcional a la velocidad de hidrolisis de GTP, por
lo tanto, podemos predecir que [a velocidad de hidrélisis de GTP tendria el siguiente

orden: N328R > EcFisZ silvestre > Q194K.

Concentracién critica de FisZ y de las mutantes N328R y Q194K. La concentracion
critica, es la minima concentracion de EcFtsZ para iniciar la polimerizacion. E! valor de
la concentracion critica se determina al extrapolar al eje X [a linea recta que se obtiene
al graficar la diferencia méxima de polimerizacion en funcion de la concentracién de
proteina. La diferencia méaxima de polimerizacion se calcula al restar el valor inicial de
dispersién de luz del valor maximo de polimerizacion en presencia de GTP. En la figura
14 se muestran los resultados para EcFisZ wt y las mutantes N328R y Q194K. Se
observa que las rectas difieren en sus pendientes lo que puede reflejar diferentes
formas de polimeros, pues la dispersion de luz depende de la forma y tamafo de los
polimeros. Al extrapolar las rectas al eje X, los valores para las concentraciones
criticas de EcFtsZ WT, N328R y Q194K son 16,2 pg/ml, 7,1 pg/mly 45 pg/ml,

respectivamente.

Desnaturacién con GdmCI de EcFtsZ y las mutantes Q194K y N328R. Con el
objeto de comparar las estabilidades relativas de las EcFisZ mutantes respecto a

EcFtsZ silvestre se determino el efecto del aumento de concentracion de GdmC! sobre
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Figura 14. Diferencia maxima de dispersion de luz a 350 nm de EcFtsZ
polimerizada a diferentes concentraciones de proteina. Las condiciones de
polimerizacién son idénticas a las mostradas en la figura 13. La exirapolacion de las
lineas al eje X muestra que la concentracion critica para EcFtsZ del tipo silvestre es
16,2 pg/ml (circulos), para Q194K es 45 pg/mil (triangulos) y para N328R es 7,1 pg/ml
(triangulos invertidos).

la desnaturacion de las proteinas. En la figura 15 se muestran los resultados de la
desnaturacion por dilucién rapida de EcFisZ y las mutantes de EcFisZ Q194K y N328R
con este agente caotrépico. En la figura 15 se observa que la emision de fluorescencia
de las tirosinas disminuye con el aumento de la concentracion de GdmCl en un
proceso que muestra una baja cooperatividad. El 50% de desnaturacién para las tres
proteinas se alcanza a una concentracion de aproximadamente 1M del agente
caotropico. A esta concentracion de GdmCl se ha observado que ocurre la liberacion
del nucledtido de guanosina y cambios en la estructura terciaria y secundaria de la

proteina (Andreu y col., 2002).
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Figura 15. Desnaturacién con GdmCl de EcFtsZ silvestre y las mutantes Q194K
y N328R. La desnaturaciéon de EcFtsZ silvestre (circulos, linea de regresion color
negro) y las mutantes Q194K (tridngulos, linea de regresion color rojo) y N328R
(cuadrados, linea de regresién color verde) se hizo por dilucién rapida en una
solucién de Hepes 50 mM, pH 7,5 a la concentracion final de GdmCl que se indica en
la figura. La concentracién final de proteina fue 04 mg/ml. La emision de
fluorescencia fue medida a 305 nm vy la longitud de onda de excitacion se mantuvo
fijla en 280 nm. El ancho de banda fue de 10 y 5 nm para la excitacion y emision,
respectivamente. La temperatura fue de 25 °C.

Microscopia electrénica de EcFtsZ y las mutantes Q194K vy N328R. Para
caracterizar los productos de la polimerizacion de EcFtsZ, inducidos por GTP, se utilizd
microscopia electronica. En la figura 16 se observan las microfotografias electronicas
representativas, tomadas con el mismo aumento, de los productos de polimerizacion
de EcFtsZ silvestre y las mutantes Q194K y N328R. En la Figura 17 se muestra la
distribucién de los anchos de los filamentos para las EcFtsZ y sus mutantes, mientras

que en la tabla 2 se muestra el ancho promedio de las poblaciones encontradas. Se
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Figura 16. Microscopia electrénica de los filamentos de EcFtsZ de tipo silvestre
(A) y sus mutantes Q194K (B) y N328R (C). La solucion del ensayo de
polimerizacién contenia: 50 mM de amortiguador Mes pH 6,5, 50 mM de KCI, 5 mM de
MgCl,, 1 mM de GTP, y 0,5 mg/ml de proteina. La tincion y las condiciones de la
microscopia electrénica se hicieron como se describe en Materiales y Métodos. La
barra corresponde a 100 nm. El aumento fue 59.000X. La flecha blanca indica un
anillo.
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observa que EcFtsZ silvestre (Figura 16, A) forma estructuras filamentosas, que tienen
dos poblaciones de ancho de sus filamentos. Una mayoritaria, con un promedio de
aproximado de 7 nm (Figura 17), llamado “Thick filament” o filamentos dobles paralelos
(Lowe y Amos, 1999). Esta distribucion muestra que la poblacién de protofilamentos es
la mas abundante, pues el ancho de este corresponderia a las dimensiones de un
dimero, pues es el doble del mondmero de MjFtsZ cristalizada (Léwe y Amos, 1998) y
del mondmero de EcFtsZ modelada. También se observa una poblacion secundaria de
ancho promedio de 13 nm (Tabla 2) que podria contener 3 filamentos. En la
microfotografia de los productos de polimerizacion de la proteina mutante Q194K se
observa una mayor densidad de filamentos mas curvos que para la proteina silvestre
(Figura 16, B). Al medir el ancho de estos polimeros se observaron también dos
poblaciones, una mayoritaria con un ancho promedio de 7,14 nm que corresponde a
“Thick filaments”, y otra secundaria de ancho promedio aproximado de 15 nm (Figura
17 color rojo). La mutante N328R forma filamentos mas curvos que los observados
para el mutante Q194K (Figura 18, C), la curvatura llega a ser tan pronunciada que se
forman anillos como el que se indica con una flecha en el angulo superior derecho de
la fotografia. La distribucion del ancho de los polimeros se podria agrupar en dos
poblaciones, una de aproximadamente 10 nm, que es la mayoritaria. Y otra minoritaria
de aproximadamente 18 nm de ancho (Tabla 2). Si clasificamos EcFtsZ silvestre y sus
mutantes de acuerdo a su curvatura tenemos el siguiente orden: N328R > Q184K >
WT y de acuerdo a su ancho el orden es: N328R > WT = Q194K. Este orden sera

analizado en la discusion.
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Figura 17. Distribucién de la frecuencia del ancho de los polimeros de EcFtsZ y
sus mutantes Q194K y N328R. Polimeros de EcFtsZ: Silvestre (negro), Q194K (rojo)
y N328R (verde). La distribucion se expresé como la frecuencia respecto al total de
polimeros analizados para una proteina. Los polimeros se midieron con una lupa
graduada en décimas de milimetro desde las microfotografias que se muestran en la
figura 16 y calculadas considerando los aumentos respectivos.

Tabla 2. Poblaciones de protofilamentos segin su ancho promedio para EcFtsZ
silvestre y sus mutantes

Poblacion Ancho promedio, nm £ D.E.
EcFtsZ WT1 6,78+ 1,36
EcFtsZ WT2 13,22 £0,00
Q194K 1 7141120
Q194K 2 14,87 £ 0,00
N328R 1 9,77 +1,49
N328R 2 16,98 + 2,64

D. E. = Desviacion estandar.
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Constante catalitica aparente de FtsZ y sus mutantes para la hidrélisis de GTP a
30 y 40°C. Las curvas de progreso para la hidrolisis de GTP catalizada por FtsZ y sus
mutantes mostraron que la velocidad inicial de la reaccién se mantenia constante hasta
ios 8 min de reaccién, a 30 o 40°C (Figura 18). Esto indica que a la temperatura de 30
o 40°C, EcFtsZ es estable en el polimero inducido por la presencia de GTP. Para
cuantificar el efecto de las mutaciones Q194K y N328R sobre las propiedades
cataliticas de EcFtsZ en la hidrolisis de GTP del polimero, se determinaron sus
constantes cataliticas aparentes a 30°C y a 40°C. En la tabla 3 se muestran los valores
de estas constantes, a 30 y 40°C, para las tres proteinas estudiadas. Se observa que
la constante catalitica aparente para N328R a ambas temperaturas es similar a la de la
silvestre, y que el valor de k. para la mutante Q194K es menor a ambas temperaturas.
La razén entré las constantes cataliticas a 30 y 40°C mostré un valor de 1,53, 1,51y
1,21 para la proteina silvestre y las mutantes Q194K y N328R respectivamente. Los
valores de las constantes cataliticas a 30°C confirman las predicciones realizadas para
las tres proteinas, a partir de los resultados de polimerizacion y despolimerizacion

seguidos por dispersién de luz a 30°C.

Estabilidad térmica de FtsZ y sus mutantes determinada por su capacidad de
polimerizaci6n. Para conocer la estabilidad térmica de EcFtsZ y las mutantes Q194K
y N328R en estado no polimerizado, las proteinas se sometieron a un “shock” térmico
por 5 min y después de 10 min a la temperatura del hielo fundente, se dejaron por 10
min a temperatura ambiente y se determiné su capacidad de polimerizacion al agregar
GTP a la cubeta de polimerizacién a 25°C. La polimerizacion se determind por
dispersion de luz a 350 nm. La capacidad de polimerizacion se calcul6é como

la diferencia maxima de dispersion de luz respecto al valor de la linea base para cada
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Tabla 3. Constantes cataliticas aparentes a 30° y 40°C para la actividad GTPasa
de EcFtsZ wt, Q194K y N328R. Se muestra la razén entre los valores de kit @ 40 Y

30°C.

Proteina k., min-1 (30°C)  k.gmin- (40°C) 40°C/30°C
EcFtsZWT  3,4£0,152 5.2 + 0,45 1,53£0,13
Q194K 2,1+0,228 3,2 + 0,593 151+029
N328R 3.7+£0,12° 45+084° 1,21 0,21

2 Errores estandar calculados a partir de tres medidas independientes.
®Errores estandar calculados a partir de dos medidas independientes.
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Figura 18. Hidrolisis de GTP por EcFtsZ de tipo silvestre y las mutantes Q194K y
N328R a 40°C durante los primeros ocho minutos de reaccién. EcFtsZ de tipo
silvestre se muestra en circulos, las mutantes Q194K y N328R se muestran en
cuadrados y triangulos, respectivamente. La rectitud de las pendientes indican que los

filamentos de estas proteinas son estables a esta temperatura.
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una de las temperaturas utilizadas en el shock térmico y se grafico este valor en
funcion de la temperatura del “shock” térmico. Los resultados de la figura 19 muestran
que la temperatura de “shock” térmico donde se alcanza un 50% de polimerizacion de
la proteina silvestre y de la mutante Q194K fue de 42°C y la de la mutante N328R fue
de 38°C. La menor estabilidad de la mutante N328R, en estado despolimerizado, se
contrasta con la rectitud de la pendiente de hidrolisis de GTP a 40°C (figura 18), y
evidencia el efecto protector del estado polimerizado sobre la estabilidad térmica, a

pesar de la desestabilizacion de los monémeros frente a la temperatura.
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Figura 19 Capacidad de polimerizacién maxima con GTP a 25°C, de FtsZ wty las
mutantes Q194K y N328, previamente tratadas con un “shock” térmico a la
temperatura indicada en la abscisa. EcFtsZ de tipo silvestre (circulos negros),
Q194K (triangulos rojos) y N328R (cuadrados verdes). Las condiciones del ensayo se
indican en Materiales y Métodos. La temperatura para alcanzar un 50% de
polimerizacién fue 42°C para EcFtsZ de tipo silvestre y Q194K y de 38°C para
N328R.
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Viabilidad de las células de E. coli VIP2(DE3) al complementarlas con plasmidios
de FtsZ silvestre y sus mutantes. El ensayo de complementaciéon se hizo como se
indica en Materiales y Métodos. En la figura 20 se muestra el porcentaje de sobrevida
de las células de E. coli VIP2(DE3) al complementar con los plasmidios de FtsZ
silvestre y las mutantes a esta cepa carente de FtsZ a 42°C. Se tomé como un 100% la
complementacién con el plasmidio que expresa EcFtsZ silvestre. En la figura se
observa que el plasmidio para la mutante Q194K complementa parciaimente en solo un
23% mientras que el de la mutante N328R mejora la viabilidad de las células, pues
presenta un 158% de complementacién. El control sin plasmido muestra un 0,0055%

de sobrevida de las células.
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Figura 20. Porcentajes de sobrevida de la cepa VIP2(DE3) complementada con
plasmidios que expresan EcFtsZ de tipo silvestre y las mutantes Q194K vy
N328R. Los numeros que aparecen sobre las columnas indican el porcentaje de
sobrevida. A EcFtsZ de tipo silvestre se le asigné un 100% de sobrevida. Como control
negativo se utilizé la cepa VIP2(DE3) sin transformar (C-).
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DISCUSION

E| andlisis bicinformatico de la superficie de la proteina FtsZ mostrd que la
MjFisZ, proteina termdéfila de M. jannashii posee mas puentes salinos que la EcFtsZ,
proteina meséfila de E. coli. Resultados que confirman que en general las proteinas
termofilas poseen en su superficie més puentes salinos que las meséfilas (Haney y col,
1999a; Chakravarty y Varadarajan, 2002). También se enconir6 que en la superficie de
la MjFtsZ se formaban redes de estos puenies, y para comprobar su efecto sobre un
posible aumento de la estabilidad térmica de EcFisZ se construyeron mutantes donde
se le agregé una carga en una posicién equivalente a la de la proteina termdfila para
que se formaran redes de puentes salinos. Los resultados mostraron que la mutante
Q194K no se modifica, y la mutante N328R se hace 4°C menos estable. Estos
resultados sugieren que la termo-estabilizacién a través de la formacion de pares
ibnicos de novo y redes es compleja. Asi, la formacion de un par o red de puentes
salinos en particular no seria responsable de una parte de la estabilidad térmica de
modo que al sumarlas dieran cuenta de un aumento gradual de ésta, sino mas bien
podria haber una cooperatividad entre puentes y redes conformadas por varios grupos
cargado_s. Otro resultado interesante mostréo que EcFtsZ y sus mutantes, como parte
de un polimero, eran més termoestables que en su forma no polimerizada.
Curiosamente las mutaciones Q194K y N328R que se encuentran lejos del sitio de
union de GTP, alteraron la actividad GTPasa. Para explicar este resultado, y discutir el
efecto de las mutaciones sobre las propiedades de EcFtsZ, es necesario analizar la
ubicacién de las mutaciones en los modelos de polimerizacién y de interaccidn entre
filamentos de EcFtsZ in vitro. Las mutaciones pudieron afectar la interaccion

longitudinal entre dos moléculas de FisZ, pues cualquier mutacién que afecte esta
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interaccién afectara la actividad GTPasa (Shin, 2003). Como también pudieron afectar

la interaccion lateral entre dos protofilamentos de EcFtsZ.

Modelo de interaccién longitudinal baéado en la tubulina. Debido a que no se
conoce la estructura de los polimeros de FtsZ a alta resolucién, el microtibulo ha sido
usado como un buen modelo para los polimeros de EcFisZ, pues ambas proteinas
presentan una alta similitud estructural. Asi, si superponemos las estructuras
tridimensionales de FtsZ y tubulina localizada en el microtdbulo (Lu, y col., 2001),
encontramos que la mutacién Q194K esta ubicada en la cara interna, mientras que la
mutacion N328R esta ubicada al lado externo del microtibulo; por lo tanto ambas
mutaciones estan lejos de los sitios de interaccion longitudinal (Figura 21), y no

debieran afectarla.

Dimero y modelo de polimerizacion longitudinal e interaccion lateral.
Recientemente se ha sefialado que el modelo del microtibulo no es el mejor modelo
para los polimeros de EcFisZ (Leung y col, 2004). Por esta razon se ha propuesto
como un mejor modelo de los polimeros de EcFisZ, la estructura de los formados por
MjFtsZ, donde un par de protofilamentos paralelos, o “thick filament” se asocian de
manera anti-paralela para formar una sabana bidimensional (Lowe y Amos, 1999). En
este modelo hay dos tipos de interacciones laterales. Una entre “thick filaments”
antiparalelos, en que participa la regién C-terminal de FisZ, y otra entre las regiones
amino terminal de los protofilamentos paralelos del “thick filament” de mayor contacto,
donde participa la hebra S3 del dominio GTPasa de cada MjFtsZ (Figura 22). Un tipo

similar de orientacion de filamentos se ha encontrado en EcFitsZ, y se propone que &l
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Figura 21. Modelo de interaccion longitudinal de dos moléculas de EcFtsZ
basado en la localizacion de tubulina en el microtubulo. En A se observa el dimero
de un protofilamento desde el exterior del microttbulo, mientras que en B se observa
desde el costado derecho. La proteina se muestra en modelo esquematico, con las
hélices-a en cilindros rojos, y las hebras-f en cintas de color celeste. El GDP se
muestra en modo “spacefill’ y coloreado segun el cédigo CPK. Los residuos mutados
se muestran en modo “spacefill”, en color amarillo para Q194K y en azul para N328R.
La flecha indica el sentido del protofilamento hacia el extremo + del microtubulo.

principal producto de la polimerizacién de FtsZ es el “thick filament”, polimero de dos
protofilamentos paralelos (Olivay col, 2003). En este modelo de polimerizacion la
mutacién Q194K estaria lejana de las dos interfaces de interaccién de FtsZ, tanto de la
que participa en el “thick filament” como la que participa en la interaccién antiparalela
entre ellos, responsable de la formacién de las hojas. La mutacién N328R esta ubicada
en el extremo carboxilo terminal de EcFitsZ, que es la cara opuesta respecto a la cara

de interaccion de los protofilamentos en el “thick filament”, por lo tanto no afectaria la

estabilidad de estos y solo tendria efecto en la interaccién entre los “thick filaments”.
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Thick Filament Thick Filament

Figura 22. Dimero y modelo de polimerizacién longitudinal y lateral de EcFtsZ
que forma “Thick filaments” paralelos y anti-paralelos basado en el modelo de
MjFtsZ. En A se observa que un dimero de EcFtsZ de un filamento doble o “thick
filament” presenta simetria al interactuar lateralmente por su lado amino. En B se
observa una sabana formada por la interaccién anti-paralela entre dos “thick filaments”.
También se aprecia en esta figura la interaccién paralela entre dos protofilamentos que
forman el “thick filament”. El cédigo esquematico y de colores es el mismo de la figura
21. La flecha indica el sentido de los filamentos.

Modelo de polimerizacién longitudinal y espiral de EcFtsZ basado en MtbFtsZ.
Recientemente se ha publicado la estructura de los dimeros de FtsZ del patégeno
mesofilo Mycobacterium tuberculosis, abreviada MtbFtsZ (Leung y col., 2004). Esta
estructura tiene un par de particularidades. Por un lado muestra las primeras
estructuras de FtsZ cristalizadas con los ligandos GTP-yS y GDP, que tienen diferentes
conformaciones y por lo tanto se puede inferir el cambio conformacional que ocurriria

con la hidrolisis de GTP y explicar su influencia sobre la estabilidad de los polimeros.
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Figura 23. Dimero y modelo de polimerizacién longitudinal y espiral de EcFtsZ
basado en MtbFtsZ. En A se observa la interaccién lateral del dimero de EcFtsZ
modelada a partir del dimero de MtbFtsZ, donde los monomeros estan orientados en
un angulo de 92° alrededor del eje de simetria (flecha blanca). En B se observa una
vuelta del espiral visto desde arriba, y en C se observa la misma vuelta desde un lado.
El cédigo esquematico y de colores es el mismo que la figura anterior.

Por otro lado, se propone un modelo de polimerizacion distinto al hasta ahora
aceptado, es decir, al modelo de polimerizacion longitudinal, homologo al de tubulina.
En este nuevo modelo de polimerizacién, la unidad basica de polimerizacion seria un
dimero, en el cual los monémeros estan orientados de forma asimétrica en un angulo
de 92° uno respecto del otro al orientarlos en un eje de simetria similar al del modelo
de polimerizacién longitudinal. La polimerizacion longitudinal de este dimero daria

origen a un filamento con forma de espiral dextro rotatorio en el que nueve monémeros

de EcFtsZ son necesarios para formar una vuelta del espiral de aproximadamente 80
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nm de altura y entre 110 y 135 A de ancho (Leung y Col. 2004). La EcFtsZ al
polimerizar in vitro también muestra algunos polimeros en forma de espiral. En la
figura 23 se observa un modelo de estas estructuras basado en los dimeros de
MbFisZ, donde la mutacién Q194K mostrada en amarillo se encuentra alejada de Ia
interfase de interaccion, mientras que en el espiral se ubica en la cara interna de éste
(Figura 23, B). La mutacion N328R se ubicaria en la cara externa del dimero, por lo
tanto no afectaria este tipo de interaccién, mientras que en el espiral se ubica en su
cara externa (Figura 23, B), por lo que no afectaria la formacion del espiral, pero si
podria afectar las interacciones entre espirales.

En base a la localizacién de las mutaciones en los modelos discutidos, es claro
que solo la mutacién N328R podrfa afectar la interaccion entre filamentos, y de esta
forma explicar su afecto sobre la actividad GTPasa. Ya que la mutante Q194K no
afecta las interacciones laterales o longitudinales en los modelos de polimerizacion, su
efecto sobre la actividad GTPasa puede lograrse a través de un efecto de largo
alcance de las interacciones electrostaticas, en la cual la mutacion afecta a los
residuos vecinos, y a su vez los vecinos afectan a sus vecinos, como en un “efecto
domind” propagandose a regiones distantes del sitio de la mutacion (Lee y col., 2002).

A continuacién se analizaran los resultados siguiendo el mismo orden en que
fueron presentados. En primer lugar analizaremos las nuevas herramientas creadas
para el disefio de redes de puentes salinos, seguido de la comparacion entre las
propledades de la proteina silvestre y las mutantes. Después analizaremos el efecto
que producen las mutaciones sobre la estabilidad térmica de la proteina no
polimerizada y luego discutiremos cémo las interacciones proteina-proteina son

responsables de un aumento de la estabilidad térmica de los polimeros de EcFisZ.
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Disefio de redes de puentes salinos. Para identificar y visualizar los puentes salinos
y sus redes en la superficie de las proteinas ha sido necesario disefiar programas
computacionales especificos para esta tarea, pues las herramientas computacionales
existentes no son capaces de identificar estas estructuras en la superficie de las
proteinas de estructura tridimensional conocida. La ausencia de la estructura
tridimensional de EcFtsZ nos llevé a construir un modelo tridimensional de la proteina
basado en su homologia de secuencia con MjFtsZ cuya estructura tridimensional se
conoce. La comparacion de puentes y redes salinas presentes en la superficie de
diferentes proteinas, por ejemplo mesofilas con terméfilas, es ain una tarea mas
compleja. Por esto, para determinar la importancia de los residuos cargados en las
proteinas mesdfilas y terméfilas fue necesario construir un programa que permitiera
identificar los puentes salinos, y para identificar las redes se ided un nuevo concepto,
que fue la matriz de pares ibnicos, que nos permitic analizar un problema
tridimensional desde un punto de vista bidimensional, donde la identificacion de las
redes se pudo realizar mas facilmente en forma visual. Esta herramienta permitid
identificar y comparar las redes de MjFtsZ con las de EcFtsZ para identificar la region
de EcFtsZ donde se pudiera realizar una mutacién puntual, para crear las redes
presentes en MjFtsZ.

Solo se considero aquellas mutaciones capaces de formar el mayor nimero de
puentes salinos con solo una mutacién puntual, como se muestira en la figura 7. En
general en los trabajos publicados no se mencionan los criterios empleados en la
seleccion de las redes de pares ionicos a mutar (Lebbink y col., 1999), mas bien se
considera el efecto de la remocidn o adicidén de una carga presente o ausente en un
organismo terméfilo o mesofilo, respectivamente (Serrano y col., 1990). Las ventajas

del método aqui empleado radican en su globalidad, es decir, que se pueden identificar
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todas las redes de pares idnicos presentes en ambas proteinas, y no se trabaja con
redes locales, aunque el sistema no ehtregue una relacién entre las redes y la
estabilidad térmica. Por esto, el criterio empleado fue producir el minimo de cambios
para emular la red seleccionada del terméfilo. Como mencionamos anteriormente, si €l
efecto de las redes es cooperativo, pudiese existir un punto de transicion, es decir, un
numero minimo de redes necesarias para la estabilidad térmica de las proteinas. Esta
hipétesis es sustentada por experimentos donde se realizan varias mutaciones
puntuales, donde cada una en forma individual produce un cambio leve o adverso en
la estabilidad térmica, pero que juntos producen un gran cambio de ella (Lebbink y col.,
1999; Lebbink y col., 2002).

En otras palabras nuestra contribucién a la ingenieria de estabilidad termica de
proteinas a través de una aproximacion racional-comparativa fue demostrar que una
mutacién que forme una red no es suficiente para emular un efecto aditivo de la
estabilidad térmica. Por esto planteamos la necesidad de analizar un conjunto de redes
de pares ibnicos, para establecer un criterio de seleccion de las redes que participan
en el evento cooperativo. Al hacer la seleccion debe tenerse en cuenta que las redes
de residuos cargados, formadas de novo, pueden afectar el plegamiento de la proteina,
como en el caso de la doble mutante de EcFtsZ Q194K/N328R, que al ser sobre
expresada en E.coli, no se repliega adecuadamente y da origen a cuerpos de inclusién

(D. Weinstein, resultados no mostrados).

Polimerizacién de EcFtsZ y sus mutantes. La intensidad de la luz dispersada
durante la polimerizacién de EcFtsZ es directamente proporcional a la concentracion
de proteina y a la longitud de los filamentos en solucién (Gaskin y col., 1974). La

proporcionalidad entre la intensidad de dispersién de luz y el nimero de polimeros se
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corrobord al graficar el cambio de intensidad versus [a concentracién de proteina,
desde donde se obtuvo la concentracién critica para la po]imeri;acién de EcFtsZ. La
EcFisZ silvestre y las mutantes presentaron distintas intensidades maximas a igual
concentracién de proteina, resultado que puede ser explicado por un cambio de largo
y forma de los filamentos, inducidos por las mutaciones. Las fotografias de microscopia
electrénica no permiten medir el largo total de los filamentos, pues éstos abarcan un
espacio superior al campo visual de las muestras analizadas, pero sf permiten observar
diferencias en el ancho de los filamentos. Los resultados de la tabla 2 indican que tanto
EcFisZ silvestre como la mutante Q195K poseen poblaciones de filamentos con un
ancho similar. Ambas proteinas presentan una distribucion de filamentos cuya
poblacién mayoritaria, presenta un ancho promedio centrado aproximadamente en los
7 nm, y una poblacién secundaria de ancho promedio centrado aproximadamente 14
nm. La mutante N328R tienen poblaciones de filamentos de mayor ancho que la
EcFtsZ wt. La poblacién mayoritaria es amplia, y su ancho promedio esta centrado
aproximadamente en los 10 nm, mientras que la poblacion secundaria, tiene su
promedio en los 17 nm de ancho. Como la mutante N328R posee protofilamentos mas
gruesos en comparacion con las otras protefnas estudiadas, se espera que estos
dispersen una menor cantidad de luz {Gaskin y col., 1974). Este es precisamente el
efecto observado en los resultados de dispersion de [uz de filamentos de N328R.

La molécula de FisZ mide aproximadamente 4 nm de ancho. Por lo tanto las
poblaciones mayoritarias de EcFtsZ silvestre y de la mutante Q194K pueden
correspander a protofilamentos dobles o “thick filament”. Mientras que las poblaciones
secundarias podrian corresponder a hojas con cuatro protofilamentos o con dos “thick
filaments”. La similitud entre el ancho de las poblaciones de EcFtsZ silvestre y la

mutante Q194K concuerda con la ubicacidon de esta mutacidn en la estructura
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tridimensional de EcFtsZ, ya que el residuo mutado esta alejado de los sitios de
interaccién entre los protofilamentos, segiin los modelos de poIimgrizacién propuestos.
El ancho promedio de la poblacién mayoritaria de la mutante N328R indica que
podrian ser protofilamentos triples. Mientras que la poblacién secundaria puede
contener hojas con cuatro protofilamentos 6 mas. Este resultado también concuerda ‘
con la ubicacion de esta mutacion en la estructura fridimensional de EcFisZ, ya que el
residuo mutado esta cerca de la regién donde interactian protofilamentos vecinos

segtn los modelos de polimerizacion propuestos, y podria favorecer esta interaccion.

Despolimerizacién de los polimeros de EcFtsZ y sus mutantes. La velocidad de
despolimerizacion observada, sigue el siguiente orden: N328R > EcFtsZ WT > Q194K.
Se ha demostrado que la despolimerizacién de EcFtsZ esti ligada a la hidrdlisis del
nucledtido de GTP, por lo tanto sugiere que Q194K tendria una menor velocidad de
hidrélisis de GTP, y que N328R tendria una mayor velocidad en comparacion con
EcFtsZ silvestre. Esto concuerda con los resultados obtenidos para la velocidad de
hidrélisis de GTP (Ver seccién Resultados) en las tres proteinas. En resumen, los
resultados indican que: 1) los filamentos de la mutante Q194K son los mas estables,
pues tardan mas en despolimerizar, y tienen una menor velocidad de hidrolisis de GTP.
Ademas poseen un ancho de los polimeros similar a tos de EcFtsZ silvestre. 2) Los
filamentos de la mutante N328R son los menos estables, pues tardan menos en
despolimerizar, y tienen una mayor velocidad de hidrolisis de GTP. Ademas presentan

un ancho de los filamentos mayor al de EcFtsZ silvestre y la mutante Q194K.

Estabilidad térmica y actividad de las proteinas. Cabe destacar que se ha descrito

una relacion inversa entre la actividad catalitica de las proteinas y su estabilidad
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térmica, es decir, las mutaciones termo-estabilizantes tienden a desactivar la actividad
catalitica de las proteinas, mientras que las mutaciones que aumentan la actividad de
las proteinas, tienden a desestabilizarlas (Arnoid, 1998). Esto se explica porque las
enzimas necesitan un correcto balance entre flexibilidad conformacional y estabilidad
para cumplir su funcién (Zavodszky y col., 1998). La estabilidad es necesaria para que
la enzima adquiera la conformacion requerida para el reconocimiento del ligando, y a
flexibilidad permite los ajustes estructurales necesarios durante la unién y liberacion de
los sustratos o productos (Wrba y col.,, 1990). Las mutaciones que aumentan la
estabilidad térmica suelen rigidizar la estructura de las proteinas, disminuyendo la
probabilidad de penetracién de sclvente al interior (Gershenson y col., 2000). Por
consiguiente, estas mutaciones disminuyen la flexibilidad conformacional, y con esto la
actividad catalitica de las enzimas, sugiriendo el siguiente orden de estabilidad térmica

para EcFisZ y sus mutantes: Q194K > EcFtsZ WT > N328R.

Estabilidad térmica de FtsZ no polimerizada y polimerizada. De acuerdo con los
resultados de shock térmico, la inactivacién térmica de EcFtsZ es irreversible,
probablemente debido a la desnaturacion de la proteina. Este comportamiento -es
frecuente en proteinas que no poseen puentes disulfuro y no son pequefias. Al incubar
cinco minutos la proteina a diferentes temperaturas en condiciones no polimerizantes
EcFisZ silvestre y la mutantes Q194K presentan una Tm similar cercana a los 42°C,
mientras que la Tm de la mutante N328R disminuye en 4°C. Por lo tanto el orden de
estabilidad térmica en estado no polimerizado es Q194K = EcFtsZ silvestre > N328R.
Para probar el efecto sobre la estabilidad térmica de las interacciones

longitudinales y laterales de EcFtsZ silvestre y las mutantes Q194K y N328R en los
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polimeros, estas proteinas se incubaron en condiciones de polimerizacién y se
determind la actividad GTPasica a 30 y 40°C. Se observé que la velocidad inicial de la
reaccidn se mantuvo constante hasta los 8 min de reaccion. Esto indica que a 40°C se
mantiene estable la proteina en condiciones de polimerizacion respecto a las proteinas
sin polimerizar y por lo tanto la formacion de puentes salinos pierde importancia
respecto a las interacciones proteina-proteina en los polimeros, como agente gue
aumenta la estabilidad térmica. Este es un hecho conocido en la estabilidad de
proteinas, por ejemplo, la tubulina es mas estable como microtdbulo. Estos resultados
en su conjuntc sugieren que la estabilidad térmica de la estructura terciaria y

secundaria de una protefna es reforzada cuando se produce la estructura cuaternaria.

Relacién de la funcionalidad in vitro versus in vivo de EcFtsZ silvestre y sus
mutantes. La mutacion Q194K mantiene por mas tiempo el estado estacionario de los
polimeros in vitro, respecto a la proteina silvestre, pero no complementa su
funcionalidad in vivo. Mientras que la mutacién N328R disminuye la estabilidad térmica
y acorta el estado estacionario de los polimeros y complementa su funcionalidad in
vivo. Estos resultados muestran una relacién inversa entre la estabilidad de los
polimeros y su funcionalidad /n vivo, y muestra que la inestabilidad de los polimeros es
esencial para la division celular.

La Gnica diferencia entre las dos proteinas mutantes v la EcFisZ silvestre es la
adicion de un residuo cargado. La tabla 4 muestra que al mutar sélo un residuo de
aminoacido de superficie para agregar una carga respecio a la proteina silvestre, el
efecto de cada mutacion sobre las propiedades de EcFtsZ analizadas en este trabajo,
es opuesto cuando la mutacién se hace en las caras opuestas de la proteina y este

efecto se invierte cuando se analiza la estabilidad térmica. Asi la ubicacion de las
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mutaciones en la superficie de EcFtsZ, en cada una de las caras opuestas det modelo
de polimerizacién longitudinal aparece como responsable de estas propiedades de la
proteina. Este resultado nos lleva a postular que la rigidez de la superficie de fa cara
interna de FtsZ (modelo de polimerizacion longitudinal) produce una estabilizacién del
polimero que disminuye la actividad catalitica de EcFtsZ que, segln los resultados
obtenidos, conllevan a una baja en la sobrevida celular, convirtiendo al sitio donde esta
ubicada la mutacién Q194K en un blanco adecuado para el disefio de farmacos que

eviten la division bacteriana.

Tabla 4. Resumen de las propiedades analizadas de las mutantes Q194Ky N328R
respecto a las mismas propiedades de EcFtsZ silvestre.

Propiedad Menor Simitar Mayar

__._.‘

Velocidad de

despolimerizacidn Q194K N328R
Actividad catalitica Q194K N328R
Ancho de filamentos Q194K N328R
Porcentaje de sobrevida Q194K N328R
Estahilidad térmica N328R Q194K

La presencia de rigidez en la mutante Q194K es apoyada por estudios
bioinforméticos realizados en el laboratorio, donde al analizar los movirnientos
correlacionados de la estructura terciaria de EcFtsZ, podemos sugerir que la mutacion
Q194K restringe el movimiento de la hélice H1 respecto a la hélice H5 en la regidn inter
dominio de EcFtsZ y probablemente esto serfa la causa de la disminucion de la

actividad GTPasica y su efecto sobre la polimerizacion.
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CONCLUSIONES

La estructura tridimensional de la proteina terméfila MjFtsZ posee un mayor namero
de residuos cargados, de puentes salinos y de redes de puentes salinos que su
ortélogo mesdfilo EcFtsZ.
La construccion de una matriz de pares i6nicos, es una herramienta Util para el
disefio de nuevos puentes salinos y sus redes.
Cada una de las mutaciones Q194K y N328R, disefiadas para formar redes de
puentes, afectan la estabilidad y otras propiedades funcionales de EcFtsZ.

La estabilidad térmica de EcFtsZ silvestre, y las mutantes Q194K y N328R es
mayor cuando estas proteinas forman parte del polimero.

Las mutaciones Q194K y N328R se encuentran, fisicamente, en lados opuestos del
mondmero de EcFisZ y afectan de manera inversa la actividad GTPasica, la
polimerizacion y la cinética de despolimerizacion y la complementacion in vivo de
estas mutaciones. Q194K tuvo un efecto menor sobre la estabilidad térmica y
N328R desestabiliz6 la proteina.
Se enconird una relacién inversa entra la estabilidad dinamica del polimero de
EcFisZ y su viabilidad celular.

A partir del analisis de movimientos correlacionados en EcFisZ podemos sugerir .
que la mutacién Q194K restringe el movimiento de la hélice H1 respecto a la hélice
H5 en la regidn inter-dominio de EcFtsZ y probablemente esto serfa la causa dela

disminucién de la actividad GTP4asica y su efecto sobre la polimerizacion.
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PROYECCIONES

1. Para entender a cabalidad la estabilizacion térmica de proteinas a través del disefio
de novo de redes de puentes salinos se requiere de un anélisis sistematico del
efecto de todos los puentes salinos en forma individual y colectiva.

2. Para disefiar drogas que afecten la division celular se puede escoger la region
donde se encuentra la mutacion Q194K, pues la mutacion afecta la estabilidad

dinadmica de los polimeros EcFtsZ.
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ANEXO
Partidores utilizados en la mutagénesis sitio-dirigida

Nombre del partidor :Q194K1

Secuencia (5’ a 3' ) CTG AAA GGC GCT GTG AAA GGT ATC GCT GAAC

Nombre del partidor :Q194K2
Secuencia (5'a 3'): GTT CAG CGA TAC CTT TCA CAG CGC CTT TCAG

Nombre de! partidor :N328R1

Secuencia (5' a 3’ ): CAC TCT GGT GAC CAG GAA GCA GGT TCAGCAG
Nombre del partidor :N328R2

éecuencia (5'a 3'): CTG CTG AAC CTG CTT CCT GGT CAC CAG AGT G
Secuencia nucleotidica de las mutantes

La secuencia obtenida |para la mutante Q194K fue la siguiente:

ATGTTTGAACCAATGGAACTTACCAATGACGCGGTGATTAAAGTCATCGGCGTCGGCGGC
GGCGGCGGTAATGCTGTFGAACACATGGTGCGCGAGCGCATTGAAGGTGTTGAATTCTTC
GCGETAAATACCGATGCACAAGCGCTGCGTARAACAGCGGTTGGACAGACGATTCARATC
GGTAGCGGTATCACCAA%GGACTGGGCGCTGGCGCTAATCCAGAAGTTGGCCGCAATGCG
GCTGATGAGGATCGCGATGCATTGCGTGCGGCGCTGGAAGGTGCAGACATGGTCTTTATT
GCTGCGGGTATGGGTGQTGGTACCGGTACAGGTGCAGCACCAGTCGTCGCTGAAGTGGCA

GATTTGGGTATCCTGACCGTTGCTGTCGTCACTAAGCCTTTCAACTTTGAAGGCAAG
AAGCGTATGGCATTCGCGGAGCAGGGGATCACTGAACTGTCCAAGCATGTGGACTCTCTG
ATCACTATCCCGAACGﬂCAAACTGCTGAAAGTTCTGGGCCGCGGTATCTCCCTGCTGGAT
GCGTTTGGCGCAGCGAﬁCGATGTACTGAAAGGCGCTGTGEAAGGTATCGCTGAACTGATT
ACTCGTCCGGGTTTGATGAACGTGGACTTTGCAGACGTACGCACCGTAATGTCTGAGATG
GECTACGCAATGATEGGET TCTGGCETGGCGAGCGETGAAGACCGTGCGGAAGAAGCTGCT
GAAATCGCTATCTCTTCTCCGCTGCTGGAAGATATCGACCTGTCTGGCGCGCGLGECETG
CTGGTTAACATCACGECGGGCTTCCACCTGCGTCTGGATGAGTTCGAAACGGTAGGTAAC
ACCATCCGTGCATTTGQTTCCGACAACGCGACTGTGGTTATCGGTACTTCTCTTGACCCG
GATATGAATGACGAGCTGCGCGTAACCGTTGTTGCGACAGGTATCGGCATGGACAAACGT
CCTGAAATCACTCTGGTGACCAATAAGCAGGTTCAGCAGCCAGTGATGGATCGCTACCAG
CAGCATGGGATGGCTCCGCTGACCCAGGAGCAGAAGCCGGTTGCTAAAGTCGTGAATGAC
AAIGCGCCGCAAACTGCGAAAGAGCCGGATTATCTGGATATCCCAGCATTCCTGCGTAAG
CAAGCTGATTAA
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Esta secuencia es idéntica a la del gen de EcFtsZ excepto en que el nucledtido nimero
580 es una adenina (A) mientras que en el gen silvestre es una citosina (C). Este
cambio hace que en esta mutante el aminoécido numero 194 sea una lisina (K} en vez

de una glutamina (Q). En la secuencia, este nucledtido se destaca con fondo negro.
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La secuencia obtenida para la mutante N328R fue la siguiente:

ATGTTTGAACCAATGGAACTTACCAATGACGCGGTGATTAAAGTCATCGGCG’I’CGGCGGC
GGCGGCGGTAATGCTGTTGAACACATGGTGCGCGAGCGCATTGAAGGTGTTGAATTCTTC
GCGGTAAATACCGATGCACAAGCGCTGCGTAAAACAGCGGTTGGACAGACGATTCAAATC
GGTAGCGGTATCACCAAAGGACTGGGCGCTGGCGCTAATCCAGAAGTTGGCCGCAATGCG
GCTGATGAGGATCGCGATGCATTGCGTGCGGCGCTGGAAGGTGCAGACATGGTCTTTATT
GCTGCGGGTATGGGTGGTGGTACCGGTAC‘AGGTGCAGCACCAGTCGTCGCTGAAGTGGCA
AAAGATTTGGGTATCCTGACCGTTGCTGTCGTCACTAAGCCT‘I’TCAACTTTGAAGGCAAG
AAGCGTATGGCATTCGCGGAGCAGGGGATCACTGAACTGTCCAAGCATGTGGACTCTCTG
ATCACTATCCCGAACGACAAACTGCTGAAAGTTCTGGGCCGCGGTATCTCCCTGCTGGAT
GC'GTTTGGCGCAGCGAACGATGTACTGAAAGGCGCTGTGCAAGGTATCGCTGAACTGATT
ACTCGTCCGGGTTTGATGAACGTGGACTTTGC'AGACGTACGCACCGTAATGTCTGAGATG
GGCTACGCAATGATGGGHTTCTGGCGTGGC'GAGCGGTGAAGACCG’I‘GCGGAAGAAGCTGCT
GAARTGGCTATCTCTTCTCCGCTGCTGGARGATATCGACCTGTCTGGCGCGCGCGGCETE
CTGGTTAACATCACGGCGGGCTTCGACCTGCGTCTGGATGAGTTCGARACGGTAGGTAAC
ACCATCCGTGCATTTGCTTCCGACAACGCGACTGTGGTTATCGGTACTTCTCTTGACCCG
GATATGAATGACGAGCTGCGCGTAACCGTIGTTGCGACAGGTATCGGCATGGACAAACGT
CCTGAAATCACTCTGGTGACCAEBAAGCAGGTTCAGCAGCCAGTCATGGATCGCTACCAG
CAGCATGGGATGGECTCCGCTGACCCAGGAGCAGAAGCCGGTTGCTAAAGTCGTGAATGAC
AATGCGCCGCAAACTGCGAAAGAGCCGGATTATCTGGATATCCCAGCATTCCTGCGTAAG
CAAGCTGATTAA |

Esta secuencia es idérptica a la del gen de EcFtsZ excepto en los nucledtidos niimero
983 y 984 son guanina; (G), mientras que en el gen silvestre son una adenina (A) y una
timina (T) respectwamente Este cambio hace que en este mutante el aminoacido
nimero 328 sea una Arglnlna (R) en vez de una asparragina (N). En la secuencia,
estos nucledtidos se destacan con fondo negro.

Plasmidos utilizados

pMFV57: Tamario 8102 pb
Contiene un gen de resistencia a ampicilina
Contiene el gen ftsZ de E.coli de tipo silvestre bajo el promotor T7

|

Cepas utilizadas L

[
C41(DE3): Cepa dem}ada de E.coli BL21, especial para sobre-expresar proteinas.
Contiene en el cromos?ma el gen de la RNA polimerasa del fago T7 bajo el promotor
LAC, ‘

VIP2(DE3): Contiene en el cromosoma: el gen de fisZ interrumpido por un gen de
resistencia a kanam:cuna y ademas el gen de la RNA polimerasa del fago T7 bajo el
promotor LAC. Ademas contiene el plasmido pLAR9, que tiene un origen de
replicacion termosensible, el gen ftsZ de E.coli de tipo silvestre y un gen de resistencia
a cloranfenicol.




