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ABSTRACT

The cell division protein FtsZ from E. coli forms the constrictor ring during the
cell division. The ring is made of multiple monomers of FtsZ and each of these units
is able to bind and hydrolyze GTP and polymetize in vitro and in vivo. The 3-D
structure of FtsZ from M. jannashii (MjFtsZ) was obtained by X-Ray diifraction,
showing two domains that are in structural contact: the amine-domain which binds
nucleotide (GTP or GDP) and the carboxyl domain which interacts with other
monomers of FtsZ and also with regulatory proteins involved in cell division. The
FtsZ unfolding s a reversible process. Seven point mutants were made in order to
analyze the equilibrium unfolding of EcFtsZ at the domains level, by using
fluorescence spectroscopy: F40W, F135W, F145W, Y222W, F275W and 1294W. In
each mutant a tryptophan was introducing by amino acid substitution either in the
amine or the carboxyl domain. The mutant design considered sequence, structural
and physical-chemical analysis. The mutants were purified and functionally
characterized. The F135W, Y222W and 1294W mutants showed a deficiency in
complementing in vivo the FisZ absence in E. cofi strains in which the FisZ gene
was previously deleted. Most mutants were able to hydrolyze GTP and polymerize
in vitro, but the 1294W mutant did not polymerize. The tryptophan 294 of this mutant
was shown to be likely involved in an aromatic interaction with phenylalanine 275. In
order to test this idea, a new mutant was built: F275A/1294W. The results with this
double mutant showed a total reversion of the deficiency observed with the 1294W
mutant in the in vivo complementation experiments, and a partial recovery of the
GTPase activity. The native secondary structure as well as the stability of the
F135W and 1294W mutants was shown to be very similar to that of the wild-type

FtsZ (EcFtsZ), as judged by circular dichroism native spectra and the equilibrium




unfolding of each protein. The denaturant-induced unfolding of EcFtsZ showed that
the nucleotide is totally released from the protein at 1,2 M GdmCl. The process is
associated to a change In the secondary structure. The equilibrium unfolding and
refolding of F40W and F135W mutants (located in the amine domain) and F275W
and 1294W (in the carboxyl domain) by using fluorescence, showed that the highest
structural change occurs between 0,1 and 1,8 M GdmCl. A one-transition
cooperative unfolding was observed with the proteins that carry a mutation located
closer to the inter-domain interface (F135W and 1294W). The F40W mutant
unfolding showed a constant emission wavelength around 1 M GdmCl, likely
associated to the formation of an intermediate. In the unfolding of the F275W
mutant, a notorious increase in the fluorescence was detected at the initial
concentrations of GdmCI, reaching a peak at 0,6 M GdmCl. This phenomenon is
commonly named Hyperfluorescence. The thermal denaturation of EcFtsZ and
MjFtsZ was irreversible. Transitions were observed only when GdmCl was added to
the system. The heat absorptions were poorly cooperative, suggesting that
intermediates are formed during the thermal unfolding. All these results indicate that
the folding of FtsZ is at least a two-stage process with intermediates involved. An
FtsZ folding model is proposed. The inter-domain interface would be strongly
implicated in the global stability of the protein, as well as in the structural and
functional connections between the nucleotide binding site in the amine domain and
far regions located in the carboxyl domain. An intermediate would be formed by the
local denaturation of the most solvent- and denaturant-accessible regions in both
domains that are far away from the interface. The folding of each domain is likely a
“diffusion-collision” mechanism, whereas the interface folding is more according to a

“hydrophobic collapse” process.




RESUMEN

La proteina FtsZ de E. coli (EcFtsZ) forma el anillo constrictor que permite la
septacion de la célula durante el proceso de division celular. Este anillo esta
compuesto de muilitiples mondmeros de FtsZ, que poseen la capacidad de unir e
hidrolizar GTP y polimerizar in vitro e in vivo. La resolucion de la estructura
cristalina de FisZ de M. jannashii, homélogo estructural de EcFisZ, mostro dos
dominios que se encuentran en contacto estructural: un dominio amino que une
nuclestido y un dominio carboxilo que interactia con otros mondmeros de FisZ y
también con proteinas reguladoras de la division celular. El desplegamiento de FtsZ
es un proceso reversible. Para analizar el desplegamiento al equilibrio de la
proteina en funcion de sus dominios, seguido por espectroscopia de fluorescencia,
se disefiaron y construyeron las mutantes de EcFisZ FAQ0W, F135W, F145W,
Y222W, F275W e 1294W que poseen un tnico triptofano en el dominio amino o en
el carboxilo. El disefio incluyé el andlisis de secuencias (andlisis evolutivo),
estructurales y fisicoquimicos. Las mutantes fueron purificadas, y se analizé su
funcionalidad. En los ensayos in vivo de complementacion de la ausencia de
EcFtsZ silvestre en cepas modificadas de E. coli, las mutantes F135W, Y222W e
1204W mostraron deficiencias para suplir su funcién. Todas las mutantes
presentaron actividad GTPasica y fueron capaces de polimerizar in vitro, a
excepcién de la mutante [294W que no fue capaz de formar polimeros bajo las
condiciones estudiadas. Se determind que el triptéfano 294 de la mutante [294W
podria originar una interaccion aromaética con la fenilalanina 275, para lo cual se
disefid y construyo el mutante doble F275A/1294W, que revirtid completamente la
deficiencia observada en los ensayos de complementacion antes mencionados, y

de manera parcial las alteraciones en la actividad GTPasica. Los experimentos de




dicroismo circular indicaron que las mutantes F135W e [294W poseen una
estructura nativa similar a EcFtsZ silvestre, y la estabilidad no se alter6 a causa de
la mutacion. A partir de los experimentos de desnaturacion quimica de la EcFtsZ
silvestre, se determind que el nucledtido se separa completamente de la proteina a
una concentracion de GdmcCl de 1,2 M. Este evento esta asociado a un cambio en
la estructura secundaria. La desnaturacion y renaturacion al equilibrio de los
mutantes F40W, F135W (ambos localizados en el dominio amino), F275W e [284W
(dominio carboxilo), seguidas por fluorescencia, mostraron que la mayor variacion
estructural se produce en el intervalo de concentraciones entre 0,1y 1.8 M. Las
mutantes con las mutaciones ubicadas mas cerca de la interfase estructural que
existe entre ambos dominios (mutantes F135W e [294W), mostraron un
plegamiento de tipo cooperativo de una sola transicion. El desplegamiento de la
mutante F40W presentd una zona intermedia alrededor de 1 M de GdmCl,
caracterizado por una emisién de longitud de onda constante, asociado
probablemente a la formacion de un intermediario de plegamiento. El plegamiento
de la mutante F275W mostré un aumento inusual de la fluorescencia al inicio del
proceso, fenémeno denominado en la literatura como hiperiluorescencia, con un
pico alcanzado a 0,6 M de GdmCl. La desnaturacién térmica de EcFtsZ y MjFtsZ
fue irreversible, y s6lo se observaron transiciones al agregar GdmCl al sistema. Las
absorciones de calor fueron muy poco cooperativas, lo que sugiere que se forman
intermediarios estables de plegamiento durante el proceso. Los resultados en su
conjunto, indican que el plegamiento reversible de EcFtsZ es un proceso de al
menos dos etapas, con la presencia de intermediarios. Un modelo de plegamiento
es propuesta. La interfase entre ambos dominios estaria implicada fuertemente en
la estabilidad global de la proteina, y permite la conexién estructural y funcional
entre el sitio de union a nucledtido del dominio amino con regiones del dominio

carboxilo. Los intermediarios se formarian por una desnaturacion local de las zonas




méas expuestas al solvente y al agente desnaturante, alejadas de la interfase. El
plegamiento a nivel de los dominios de la proteina corresponde mas hien a un
mecanismo de tipo “difusién-colision”, y la interfase Inter-dominio se plegaria

mediante un mecanismo de “colapso hidrofobo”.




INTRODUCCION

Divisién Celular Bacteriana y FtsZ

La division celular es un proceso complejo en el cual participan diversas
proteinas, cuya funcion general es regular espacial y temporalmente las reacciones
que conllevan finalmente a la citocinesis. Se sabe que existen diversos tipos de division
celular en arqueas, bacterias, mitocondrias, cloroplastos, plantas y animales, que se
diferencian principalmente en los mecanismos utilizados para llevar a cabo el proceso,
siendo el resultado final, la separacion espacial de la célula madre para originar dos
células hijas independientes.

La division de la bacteria en la mitad de su eje longitudinal presenta dos tipos
de mecanismos, uno donde la célula construye un tabique (Bacilus subtilis) y el otro
donde se produce septacidn (Escherichia coli). La division celular en E. coli se
caracteriza por la formacion de un anillo que se une a la membrana interna y recluta a
las otras proteinas del llamado divisoma celular que contrae las membranas y la pared
hasta producir la septacion celular (Bi y Lutkenhaus 1991). El anillo constrictor (anillo Z)
es una estructura polimérica compuesta de multiples unidades de mondémeros de FisZ
(Ward y Lutkenhaus 1985).

La eliminacién del gen cromosomico de FtsZ de E. coli impide la division celular,
y por ende la viabilidad del cultivo bacteriano (Ward y Lutkenhaus 1985). De ahi su
caracter de proteina esencial de la division. Desde el punto de vista funcional se
demostro que FisZ posee actividad GTPasa y polimeriza in vivo e in vitro (de Boer y
col., 1992; Mukherjee y Lutkenhaus 1994). Sin embargo, al igual que la tubulina, esta

proteina, que forma parte de una familia distinta del resto de las GTPasas, presenta un



mecanismo de hidrélisis de GTP que depende de la interaccion entre mondmeros
(Nogales y col., 1998). El ensamblaje in vitro de los protofilamentos rectos de EcFisZ,
requiere la presencia del complejo de coordinacion GTP-Mg*? en condiciones
adecuadas de pH y temperatura (de Boer y col,, 1992; Yu y Margolin 1997). Sin
embargo, se demostré que la FtsZ del microorganismo hiperterméfilo Methanococcus
jannashii (MjFtsZ) no requiere de GTP para formar estos protofilamentos (Huecas y
Andreu 2004). En presencia de GDP se forman protofilamentos curvos (Lu y Erickson
1999).

Se conoce la estructura cristalina de MjFtsZ que fue determinada por difraccién
de rayos X a una resolucién de 2,8 A (Lowe y Amos 1998). En la estructura se
observan dos regiones que corresponden, en la FtsZ de Termofoga maritima (van den
Ent y Lowe 2000), a los dominios amino y carboxilo terminal. La regidon amino posee un
plegamiento de tipo Rossmann, formado por una sabana de 5 hebras beta que en
conjunto con cuatro hélices alfa originan el bolsillo de unién al nucledtido. La region
carboxilo terminal posee un plegamiento de tipo “alpha-beta plaits” o pliegues alfa-beta,
en el cual se posiciona una sabana compuesta por 4 hebras beta con dos hélices alfa
alternadas entre las hebras con un angulo de inclinacion de 90° respecto de la sabana
ubicada en el dominio Rossmann. El dominio amino es el encargado de la actividad
GTPasica que depende de la interaccion con el domino carboxilo del mondmero vecino
en el protofilamento (Lu y Erickson 1998).

La resolucién de la estructura tridimensional de MjFisZ y de FitsZ del mesdfilo
Pseudomonas auroginosa (PaFtsZ) por difraccion de rayos X, junto con la reciente
estructura reportada de los microtibulos a 8 A de resolucién (Lowe y col., 2001), ha

permitido profundizar en los mecanismos de polimerizacién propuestos para el

funcionamiento de estas proteinas. Sin embargo, aln existen muchas incognitas




respecto a la aplicacién de estos mecanismos a los procesos que se llevan a cabo in
Vivo.

Recientemente, se reportd la presencia de la proteina GroEL en el sitio de
formacion del divisoma y en zonas cercanas a él (Ogino y col., 2004). Esta proteina es
una chaperona molecular encargada de facilitar el plegamiento de proteinas y también
corregir plegamientos erréneos, evitando asi la formacion de agregados inespecificos.
Esto sienta un precedente tremendamente importante, pues ambos frabajos sugieren
que en el divisoma no solo estarian ocurriendo interacciones reguladoras de la
formacion del divisoma mismo sino también estarfan involucrados mecanismos de
plegamiento y estabilizacion de proteinas no reportados anteriormente. Al tomar en
consideracion que la mayoria de las proteinas bacterianas, incluida FtsZ, son proteinas
solubles y capaces de plegarse de manera independiente, la presencia de chaperonas
en el sitio de formacién del divisoma genera una interesante interrogante respecto del
papel del plegamiento en el proceso de la division celular. Se sugirid que la funcion de
la chaperona pedria estar implicada a varios niveles, ya sea en la formacion del
divisoma mismo, en la estabilizacién del anillo Z o simplemente como mecanismo de
regulacién del plegamiento o incluso reclutamiento de los componentes del sistema.
Asi, la caracterizacion del plegamiento de las proteinas involucradas en este proceso
es fundamental para entender el rol de la estabilidad y el plegamiento en la division
celular.

Plegamiento

La representacion clasica de una proteina incluye una estructura tridimensional

particular en el espacio. Esto implica necesariamente la existencia de una estructura

definida que es estable en un medio en particular como resultado de su contenido




energético. Este hecho sumado a la existencia de una gran diversidad de estructuras
tridimensionales observadas en la naturaleza, sugiere la idea de existe una especie de
propensién interna dada por la secuencia peptidica y sus interacciones
tridimensionales. Existe un consenso actualmente en torno a esta idea.

La propension interna de la proteina hacia una conformacién estable y mas
probable, puede ser explicada desde diferentes aproximaciones, ya sea biologicas,
fisicas o quimicas. Probablemente, la herramienta mas soélida para entender el proceso
de plegamiento proviene de la termodinamica. De esta forma, es posible decir que la
secuencia definida de la proteina es la fuente del camino termodinamico mas probable
que sigue el proceso de plegamiento, y la conformacién preferente final es el ensamble
estructural mas estable y que probablemente posee el menor valor posible para la
funcion de estado G respecto del valor asociado al estado desnaturado. Esto sin duda
tiene enormes implicancias no solo desde un punto de vista fisicoguimico sino también
bioldgico, pues la funcion de las proteinas en cualquier organismo esta directamente
relacionada con su estructura, y cualquier error durante ese proceso puede ocasionar
perturbaciones en la estabilidad metabdlica de una célula por ejemplo y la seleccion
natural prescindira de esta estructura. Todo esto lleva consigo a la idea de que la forma
mas apropiada de representar a una proteina es precisamente en su estructura mas

estable, el estado nativo.

D (desnaturado);:' N (nativo) (1)
El equilibrio mostrado en la ecuacidn 1 corresponde a la reaccidn de
plegamiento de dos estados de una proteina, donde el estado nativo (N) es

termodinamicamente el mas estable, de alli que en el equilibro [a poblacion de proteina

nativa sera mucho mayor que la desnaturada, en un medio apropiado generalmenie




acuoso. Esta representacion quimica es la versidn mas simplificada del proceso, y
como tal constituye mas bien la excepcion que la regla en el plegamiento, pues en
general existe un gran ndmero de caminos alternativos que agregan complejidad a este
proceso.

Un intermediario clasico es el “molten globule” o gldbulo fundido, una estructura
estable que estd a medio camino entre el estado desnaturado y el nativo y que
corresponderia a un intermediario de plegamiento. Su estructura se caracteriza por
poseer un contenido de estructura secundaria muy similar al de la proteina en estado
nativo, pero con un alto grado de zonas hidréfobas expuestas al solvente, asociado a
cambios importantes en la estructura terciaria. Su participaciéon como intermediario de
plegamiento no es clara, pero podria adecuarse mejor como un intermediario en los
modelos de plegamiento denominados “difusién-colisidn” y “colapso hidréfobo vy
rearreglo”, sin embargo no corresponderia a los intermediarios propuestos en el
mecanismo de “propagacién” (Fersht 1998).

Con el fin de reducir [a formacién de intermediarios, la mayoria de los trabajos
de plegamiento se harealizado en proteinas pequefias, cuyos pesos moleculares
generalmente oscilan entre 10 y 30 kDa. Asi, mienfras menor es el tamario, mayor es
la simplicidad del proceso de plegamiento, y menor es la probabilidad de encontrar
intermediarios. En ausencia de intermediarios, solo es posible encontrar dos estados
termodinamicamente estables, ¢l estado nativo y el desnaturado, como se muestra en
la ecuacion 1. Esta reaccion de dos estados implica que tanto en la pérdida como en la
formacion de la estructura terciaria no hay estructuras estables en el paso desde el
estado nativo al desnaturado y viceversa. Por lo tanto, basta con desestabilizar un

enlace de la estructura nativa para que ésta se pierda en forma cooperativa. Desde un

punto de vista energético el plegamiento ocurre en forma simultanea, sin la presencia




de zonas estructurales locales cuyas propiedades energéticas difieran
considerablemente del resto de la estructura. Este tipo de plegamiento se denomina
cooperativo (ver apéndice 1).

En la proteina, la presencia de regiones que poseen plegamientos diferentes
con propiedades termodinadmicas y funcionales caracteristicas y que en forma aislada
se pliegan y conservan su funcién, los denominaremos dominios. De alli que mientras
mayor sea el tamafio de la proteina, mayor seré la probabilidad de encontrar dominios.
Aquellas proteinas que poseen dos o mas dominios presentan procesos de
plegamiento con mas de una transicion cooperativa en su curva de desnaturacion o
renaturacion. El nimero de transiciones en la mayoria de los casos corresponde al
nimero de intermediarios termodinamicos de plegamienio menos 1. Desde un punto
de vista cinético, el nimero de transiciones se corresponde con la presencia de zonas
de menor energia en un perfil cinético de energia que en inglés se denomina “funnel”
(embudo).

El modelo de la estructura tridimensional de EcFisZ muesira dos dominios
cuando se la compara con la estructura cristalina de MjFisZ y ambas proteinas se
pliegan de manera reversible e independiente en solucién por procesos diferentes. Asi,
MjFtsZ muestra un proceso cooperativo de dos estados y EcFtsZ la presencia de un
intermediario de plegamiento (Andreu y col., 2002). La presencia de este intermediario
de plegamiento fue confirmada y sus caracteristicas no se ajustan a la presencia de un
glébulo fundido (Santra y Panda 2003).

La presencia de dos dominios en EcFtsZ y de un intermediario en el proceso de
plegamiento, plantea un interesante problema respecto de la relacion estructura-

funcion en la proteina. La liberacién del nucledtido durante la desnaturacion de EcFtsZ

esta asociada a cambios en la estructura secundaria, a diferencia de MjFisZ que es




capaz de polimerizar sin la presencia de GTP, indicando que en ambas proteinas la
relacién estructural con el nucledtido es distinta. Estos resultados indicarian que la
presencia del nucledtido en MjFtsZ es prescindible respecto a un cambio en estructura
secundaria, pero no muestran qué ocurre con la estructura en el entorno del sitio de
unién de GTP. La polimerizacion in vifro de los filamentos rectos de MjFtsZ apoya la
idea que la presencia del GTP no es necesaria en esta proteina (Huecas y Andreu
2004). Sin embargo se describié que FisZ tendria dos conformaciones: una recta en
presencia de GTP y otra curva con GDP (Lu y col., 2000). De alli que seria la unidn
GDP el que induciria un cambio conformacional responsable de la despolimerizacion.
Los resultados en su conjunto muestran que el interruptor para la polimerizacién y
despolimerizacion depende del estado de fosforilacién del nucledtido que induce los
cambios conformacionales que afectan la estabilidad de los polimeros. Por lo tanto,
este efecto debiera comprometer a ambos dominios de la proteina que debieran actuar
en forma concertada. El andlisis de la contribucion estructural y energética de ambos

dominios sobre el plegamiento general de la proteina, permitira determinar la

dependencia de la estabilidad de EcFtsZ en términos de [as interacciones inter-dominio.
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HIPOTESIS DE TRABAJO

“El plegamiento no cooperativo de EcFisZ debiera mostrar intermediarios

estables o arreglos estructurales si la estabilidad termodinadmica de los dominios amino

y carboxilo es diferente y la interaccién inter-dominio contribuye de manera significativa

a la estabilidad estructural global de EcFisZ”

H1

“E] plegamiento cooperativo de EcFtsZ no debiera mostrar intermediarios

estables, si la estabilidad termodindmica de los dominios es similar y la interaccion

inter-dominio es importante”

1)

2)

3)

4)

5)

OBJETIVO GENERAL

Caracterizar y analizar in vitro el plegamiento al equilibrio de EcFtsZ para
determinar las estabilidades de sus dos dominios y las interacciones entre
ambos, a través de diferentes aproximaciones experimentales.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Modelar, construir, sobre-expresar, y purificar mutantes de EcFtsZ que poseen
triptéfano como sonda fluorescente intrinseca de plegamiento.

Caracterizar la funcionalidad in vitro e in vivo de las mutantes construidas.
Analisis de estructura-funcion.

Analizar el plegamiento al equilibrio de mutantes a través de las técnicas
espectroscopicas de dicroismo circular y fluorescencia.

Caracterizar el plegamienio de EcFtsZ silvestre y MjFisZ a través de
microcalorimetria diferencial de barrido (DSC).

Proponer un modelo tedrico para el plegamiento de EcFtsZ.




ESTRATEGIA TEORICA Y EXPERIMENTAL

Para abordar el estudio de la estabilidad y plegamiento de EcFisZ, se disefid
una estrategia general basada en el disefio, construccion, purificacion, caracterizacion
estructural y funcional de mutantes en EcFtsZ que poseen un unico triptéfano como
sonda fluorescente, debido a que este aminoacido no se encuentra en la secuencia de
EcFtsZ silvestre. La presencia de este residuo fluorescente ha permitido caracterizar [a
estructura terciaria de varias proteinas, debido a que sus caracteristicas espectrales
son altamente sensibles a las variaciones gue experimenta el ambiente que lo rodea.
Se introducira un triptéfano en solo uno de los dominios cada vez. Se seleccionaran
tres regiones por dominio lo que originara la construccion de seis mutantes puntuales.
De esta manera, se podra conocer el ambiente de tres regiones diferentes por cada
dominio durante el plegamiento de EcFisZ y determinar las estabilidades relativas de
ambos dominios.

Disefio y construccion de las mutantes. Para el disefioc de mutantes, se
consideraran aspectos evolutivos, estructurales y las caracteristicas fisicoquimicas de
los residuos de los aminoacidos. Con este propdsito se hara un anélisis de alineacion
de multiples secuencias de FtsZ con alto grado de conservacion. Se construiran
modelos de la estructura tridimensional de EcFtsZ y las mutantes y por uitimo, se
consideraran las propiedades de los residuos a mutar y las caracteristicas fisicas y
quimicas del ambiente que los rodea. Se construiran las mutantes mediante la técnica

de mutagénesis sitio-dirigida y la proteina se expresara en altas cantidades en E. coliy

se purificara a homogeneidad.




Caracterizacion de EcFtsZ y las mutantes. Se determinara las caracteristicas
funcionales de las proteinas mutantes como su actividad GTPasica y la polimerizacion
in vitro, y la sobrevivencia de la célula al complementar con las mutantes in vivo. La
estructura secundaria de las mutanies con defectos en su funcionalidad sera analizada
por dicroismo circular para descartar un efecto de la mutacién sobre el contenido de
estructura secundaria. La caracterizacién funcional y estructural de EcFtsZ silvestre se

utilizara como referencia para analizar los resultados obtenidos con los mutantes.

Plegamiento y desplegamiento de EcFtsZ mutantes. Mediante espectroscopia de
fluorescencia intrinseca del triptéfano se analizara el desplegamiento y replegamiento
de las mutantes. La desnaturacion y renaturacidon por agentes caotropicos
(desnaturacion y renaturacion quimica) se hara al equilibrio. Por microcalorimetria
diferencial de bamido (DSC) se estudiard la presencia de intermediarios de
desplegamiento por temperatura de EcFisZ silvestre y MjFisZ, a través de un proyecto
de colaboracién con el Dr. Marcelo Santoro del Laboratorio de Bioguimica e
Inmunologia de la Universidad Federal de Minas Gerais en Brasil (Proyecto financiado

por la Red Latinoamericana de Biologia, RELAB).

Proposicién de un Modelo. Se disefiara finalmente un modelo del plegamienio de

EcFtsZ que sea compatible con los resultados obtenidos para EcFisZ silvestre y los

mutantes.
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MATERIALES Y METODOS

Modelado comparativo. Para construir un modelo tridimensional (3D) de la estructura
de una proteina se utiliza generalmente dos métodos:

e Modelado Ab-Initio. Corresponde a la generacion de estructuras
tridimensionales a partir de las propiedades fisicas y quimicas de los
aminoacidos constituyentes y de las interacciones entre ellos.

e Modelado Comparativo. Utiliza estructuras tridimensionales conocidas (moldes)
para la determinacién de nuevas estructuras. Se basa en la identidad de
secuencia entre la secuencia problema o tfarget y el molde 3D dado por la
alineacion entre ellos. La generacién de restricciones espaciales y energéticas
a partir de los moldes permite evaluar la conformacién tridimensional de los
modelos generados.

Las estructuras de EcFtsZ silvestre y mutantes se determinaron por modelado
comparativo, para lo cual se utilizé el programa Modelfler 6,0 (Sali y col., 1995). La
alineacién multiple correspondiente a la estructura 1FSZ de MiFtsZ se obtuvo desde la
base de datos HSSP (Homology-derived Secondary Structure of Proteins). De aqui se
selecciono las secuencias alineadas de EcFisZ y 10FU de PaFtsZ, que se utilizé6 como
archivos de entrada del programa. Las estructuras usadas como moldes para la
generacién del modelo fueron 1FSZ y 10FU con un 40% y 60% de identidad respecto
de la secuencia de EcFtsZ, respectivamente. Se generd veinte modelos, y se
selecciond aquel de menor valor de pseudo-energia. La evaluacion de los modelos se

hizo a través del programa Verify 3Dy PROSA /.




Alineacién multiple de secuencias. Para analizar la frecuencia de aparicion de
residuos aromaticos se hizo un BLASTp para buscar las secuencias deniro de la base
de datos NR que poseen al menos un 40% de identidad con EcFtsZ. Se selecciono el
Gl (codigo de Iidentificacion génica) de cada una de las secuencias para obtener las
secuencias completas, que fueron alineadas con ClustalW,

Frecuencia de residuos. Para determinar la frecuencia de residuos en cada una de
las posiciones en la alineacidén correspondiente a los residuos candidatos a ser
mutados, se usé un programa escrito en leguaje Perl del laboratorio.

Analisis de los modelos 3D, El andlisis de los modelos a través del paquete de
programas DS Modeling 1,1 de Accelrys, incluyé la determinacion del porcentaje de
accesibilidad al solvente (ASA), el ambiente fisicoquimico y las interacciones de los
residuos de interés.

Mutagénesis sitio-dirigida. Para realizar la mutagénesis sitio-dirigida se utilizd el
plasmidio pMFV57, que posee el gen de FisZ silvestre unido al promotor perteneciente
al fago T7. Este promotor es reconaocido por la RNA polimerasa del fago cuya
expresion es inducible por IPTG en cepas de E. cofi, que se utilizara para la sobre-
expresion de proteinas exdgenas. Este plasmidio posee ademas el gen de la beta-
lactamasa que confiere resistencia al hospedero del vector confra el antibittico
ampicilina y permite seleccionar los clones transformados. La mutacion sitio-dirigida se
hizo con el “kit" comercial Quick Change ® XL Site Directed Mutagenesis (Stratagene)
y para cada mutacion se disefié partidores que contenian en su secuencia los codones

apropiados (construidos por Polyscience).




Tabla 1. Secuencia de partidores utilizados en la mutagénesis sitio-dirigida °.

Mutacién Partidor’

F40W 5- CATTGAAGGTGTTGAATTCTGGGCGGTAAATACCGATGCAC -3
F135W  5- GCTGTCGTCACTAAGCCTTGGAACTTTGAAGGCAAGAAGC-3”
F145W  5- CAAGAAGCGTATGGCATGGGCGGAGCAGGGGATC -3

Y222W  5- GTAATGTCTGAGATGGGCTGGGCAATGATGGGTTCTGG -3
F275W  5- CCTGCGTCTGGATGAGTGGGAAACGGTAGGTAACAC -3
1204W  5°- CGACAACGCGACTGTGGTTTGGGGTACTTCTCTTGACCCG -3

?Se hizo ademas partidores complementarios de cada uno para la reaccion de

mutagénesis sitio-dirigida.

Antes de Iniclar el proceso de optimizacion de la reaccion de amplificacién de
DNA o PCR, se comprobo que los partidores disefiados fueran funcionales, esto es
que fueran capaces de unirse al DNA molde en la zona predicha, y asi permitir una
adecuada amplificaciéon de una zona predeterminada del gen de FisZ. Para esto, se
utilizd otros partidores cuya capacidad de unirse al DNA habia sido probada

anteriormente en el laboratorio (Fig. 1).




Figura 1. Optimizacién de la reaccion de PCR (gel de agarosa al 10%). Se amplificé
el plasmidio pMFV57 por PCR utilizando los partidores mutagénicos, para determinar
las condiciones 6ptimas para la mutagénesis sitio-dirigida. A. Carril 1. Estandar de
pesos moleculares de 1 kDa. Carril 2. Producto de PCR de la reaccién para el mutante
F135W. Carril 3. Control negativo (reaccién de PCR sin DNA plasmidial. B. Carril 1.
Estandar de pesos moleculares de 1 kDa. Carril 2. Producto de PCR de la reaccion
con el mutante 1294W con 0,5 pl de partidor a una concentracion de 12 pmol/pl. Carril
3. Producto de PCR de la reaccion para el mutante 1294W con 0,25 pl de partidor a una
concentracion de 12 pmol/pl. Carril 4. Producto de PCR de la reaccidn para el mutante
1294W con 1,0 pl de partidor 2 una concentracién de 12 pmol/pl. Carril 5. Control
negativo (reaccion de PCR sin DNA plasmidial).

La reaccion de PCR correspondiente a la mutacién F135W generé un
fragmento del tamafio del plasmidio pMFV57 (Fig. 1 A), aplicando las condiciones

estandar de reaccion sugeridas en el manual del “Kit".
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Etapas del PCR y las temperaturas y tiempos de duracién establecidas:

* Calentamiento inicial: 95 °C , 5 min

e Desnaturacion : 95 °C, 1min

e Alineacion: 55°C, 1 min 18 ciclos

¢ Extension: 68 °C, 20 min

¢ Extension final: 72 °C, 5 min

Para el caso de la mutacion 1294W, se probo tres temperaturas diferentes de
alineacion, pues no se obtuvo producto de PCR visible con las condiciones usadas
para la mutacién F135W. Posteriormente, se hizo tres reacciones que diferian en la
cantidad de partidor utilizado, para aumentar [a eficiencia de la hibridacién con el
DNA molde (Fig. 1 B).
» Calentamiento inicial: 95 °C , 8 min
s Desnaturacion : 95°C, 2 min
» Alineacion: 60 °C, 1 min 18 ciclos
o«  Extension: 70 °C, 20 min
» Extensidn final: 72 °C, 5 min

Se agregd una cantidad de partidor de 375 pmoles (25 pmol/ul), pues con ese
valor se obtuvo los mejores resultados de amplificacion, de acuerdo a figura 1B,
carril 4.

A partir de los resultados de la optimizacion, se inicid la mutagénesis sitio-
dirigida con las condiciones determinadas. Se purifico el DNA plasmidial de 4

clones seleccionados por cada reaccién de mutagénesis sitio-dirigida, y se digirid
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con dos enzimas de restriccion: Ecor RV (3 sitios de corte en plasmidio pMFV57),

Hind il (dos sitios de corte) (Fig. 2).

A

123 4 5 67 8 9 101112 2 34 5 6 7 8

L]

Figura 2. Patrones de restriccién del plasmidio pMFV57 (gel de agarosa al 10%).
A. Patrones obtenidos con la enzima EcoRYV. Carril 1. Estandar de peso molecular de
1 kDa. Carriles 2, 3, 4 y 5. Clones 1, 3, 5 y 8 provenientes de la mutacién F135W.
Carriles 6, 7, 8 y 9. Clones 1, 3, 5 y 7, obtenidos a partir de la mutacion 1294W. Carril
10. Control negativo (digestion sin molde). B. Patrones obtenidos con Hind /il. Carril 1.
Estandar de peso molecular de 1 kDa. Carriles 2,3, Clones 5,8 provenientes de la
mutacién F135W. Los clones 1 y 3 se muestran en los carriles 11 y 12 respectivamente
de la figura 2A. Carriles 4, 5, 6 y 7. Clones 1, 3, 5 y 7, obtenidos a partir de la mutacién
[294W., Carril 8. Control negativo (digestion sin molde).

Se escogid algunos de los clones que presentaron los patrones de restriccion
esperados (Fig. 2). Para la mutacion F135W se escogid el clon 1 y para [a mutacion
1294W el clon 3. De manera similar se procedié con los demas mutantes.

La secuencia del gen mutado de EcFtsZ se determind por secuanciacién para
confirmar la presencia del codon introducido y descartar oiras modificaciones en la
secuencia. El DNA de cada mutante se purificd con el “kit” de purificacion Plasmid

Miniprep Kit I (Omega Biotek), se obtuvo un DNA de alta pureza que se secuencio. Con




este mismo DNA se transformaron por electroporacién las cepas de E. cofi BL21 para
iniciar los experimentos de sobre-expresién. Para obtener células aptas para la
transformacion o “electrocompetentes”, se crecié un cultivo de 100 ml hasta alcanzar
una O.D. de 0,7, que se cenirifugd a 6000 RPM se descarid la fase soluble y las
células precipitadas se suspendié cuidadosamente en glicerol al 10 % (v/v). Este paso
se repitid tres veces, y en la dltima etapa se suspendio las células con glicerol al 10%
para obtener una densidad dptica de 2 y se almacend a —80 °C. La electroporacion se
hizo por medio de un protocolo convencional para transformar bacterias, bajo las
siguientes condiciones de pulso eléctrico: 200 Q de resistencia, 250 y#F de capacidad y
2500 V de voltaje. Se utilizé placas de agar-LB con ampicilina (100 ug/ml) para
seleccionar las colonias transformadas, de estas se seleccion6 4 clones por cada
mutacién y 4 clones para EcFisZ silvestre. Cada colonia seleccionada fue picada y
traspasada a medio liquido en tubos que contenfan caldo de Luria (medio de cultivo LB)
con ampicilina en un volumen de 5 ml y se incubd a 37 °C por una noche (~16 hr). Al
otro dia, se tomaron 500 ul de cada tubo y se agregaron 500 ul de glicerol 100%, se
homogeneizé en un “vortex” y almacené a -80 °C.

Sobre-expresiéon de EcF{sZ silvestre y mutantes. Para la sobre-expresion de estas
proteinas, los tubos que estaban almacenados a —80 °C se pusieron en un termo y se
esperd hasta que comenzara la fusién del hielo para picar las muestras con un asa
estérii desde el queque de células resblandecido y los tubos parcialmente
descongelados se volvieron a almacenar a —80 °C. La muestra de cada mutante se
sembrd en un tubo de 5 ml con medio LB-Ampicilina que se agité vigorosamente. Cada
tubo se crecid con agitacion a 37 °C toda la noche. Al dia siguiente, se hizo una
dilucion 1:100 en el mismo medio de cultivo y se dejo incubando con agitacidon a 37 °C.

Al alcanzar una densidad éptica (O.D.) de 0,7, cada cultivo se indujo con IPTG a una
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concentracion final de 0,4 mM agitando por ~ 4 hr a 37 °C. Luego se tom6 1 ml de cada
cultivo, se centrifugd por 5 min a 10.000 RPM, y el precipitado se lavoé dos veces con
amortiguador TEN. El grado de sobre-expresion de cada cultivo, se determind por
electroforesis en SDS-PAGE y se seleccion6 6 clones por mutacion para realizar la
sobre-expresion. La figura 3 muestra los resultados tipicos de un ensayo de sobre-

expresion.

Figura 3. Analisis por electroforesis SDS-PAGE de la sobre-expresion de la
proteina F135W. Carril 1. Muestra de EcFtsZ silvestre purificada. Carril 2-7 Extracto
total de células sobre-expresadas, correspondientes a clones con la mutacion F135W.
Carril 8. Control positivo (extracto total de células sobre-expresadas de un clon
transformado con el plasmidio pMFV57 con el gen de EcFtsZ silvestre). Carril 9.
Control negativo de sobre-expresion (sobre-expresion de cepa de E. coli BL21 sin

transformar).

Todos los clones escogidos sobre-expresaron proteina, al compararlos con el
control negativo (Fig. 3). La proteina sobre-expresada migré en el gel a la altura
correspondiente a EcFtsZ silvestre (previamente purificada en el laboratorio). Esta
muestra se uso6 en todos los ensayos posteriores como control de migracion de FtsZ en
geles SDS-PAGE. Para cada mutante se escogi6é aquel clon que presentd visualmente

la mejor relaciéon de cantidad de proteina sobre-expresada y cantidad total de proteinas,
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con el propdsito de obtener mejores resultados en su purificacién. No se observo
cuerpos de inclusién. Para el caso del mutante F135W, el clon seleccionado fue el clon
representado en el carril 7. La sobre-expresion de las demas mutantes se hizo con el
mismo procedimiento.

Purificacion. Para la purificacidon de las proteinas recombinantes se sobre-expreso
cultivos de E. coli BL21 transformadas con DNA mutado en dos litros de medio LB-
Ampicilina, de acuerdo al protocolo descrito arriba. Para la purificacién de cada
proteina mutante y de EcFisZ silvestre se utiliz el método de glutamato (Beuria y col.,
2003), adaptado para el laboratorio. Este sistema se basa en la capacidad de EcFtsZ
de polimerizar in vifro en presencia de GTP. El efecto del glutamato sobre Ia
polimerizacidn es estimular la formacidn de manojos de filamentos de FtsZ. Esto facilita
su precipitacién y posterior purificacién, ademas de disminuir la pérdida de proteina en
el proceso. De esta manera, es posible seleccionar aquella proteina que es en algin
grado funcional del resto de las proteinas, incluida EcFisZ no funcional y algunas
proteinas contaminantes, Se lisd las bacterias a través de dos ciclos de sonicacion,
luego se centrifugd a 28000 RPM. Con la fase soluble se efectud un corte con sulfato
de amonio al 25% de saturacion y el precipitado se centrifugd a 10000 RPM por 30 min
a 4 °C. El precipitado se suspendio en buffer A (Tris-HCI 50 mM pH 8,0 EDTA .1 mM
KCI 50 mM, glicerol 10% (v/v), y se dializd contra 300 volimenes toda la noche a 4 °C.
Se purificd la muestra por cromatografia de intercambio iénico mediante un equipo de
HPLC, utilizando una gradiente de KCI para soltar [a proteina refenida en la columna.
Las muestras que contenfan EcFtsZ soluble, de acuerdo a los picos obtenidos en los
cromatogramas de purificacion, se mezclo y concentrd hasta llegar a 4 ml de volumen
final, el cual se agregd a una solucién de polimerizaciéon que contenia Pipes 50 mM,

glutamato 1 M, CaCl, 10 mM, MgCl, 10 mM, GTP 2 mM. Se condujo la reaccién de




polimerizacién a 37 °C durante 30 min y se centrifugé los filamentos resultantes a
10000 RPM durante 30 min a 27 °C. El precipitado obtenido se suspendid en buffer A y
se centrifugd a 10000 RPM por 10 min a 4 °C para precipitar material insoluble. A esta
temperatura, los polimeros se desarman y la proteina queda principalmente en estado
monomeérico. La fase soluble que contenia la proteina se concenird y almacend a —80
°C.

Para la determinacion de la conceniracion de la proteina purificada se midio la
aborsbancia a 280 nm y a 254 nm, y se calculd la contribucion especifica de [a proteina
y del nucledtido (GDP) a la absorbancia general. Ademas, se utilizé el metodo de
Bradford adaptado para EcFtsZ como sistema secundario de medicion de la
concentracion (la adaptacidn es necesaria debido a que se reportd que FitsZ absorbe
en distinta proporcién que la proteina BSA, cuando esta (ltima se usa como estandar
en el método de Bradford, por lo que se requiere una calibracién con FtsZ). Este
método se establecié como el sistema determinante de medicion, ya que disminuye en
gran medida la probabilidad de interferencias asociadas a la absorbancia de proteinas
contaminantes, que se encuentran en bajisima proporcion y que pueden poseer un alto
contenido de grupos aromaticos.

Ensayo de complementacion in vivo. Para los ensayos de complementacion, se
utilizé la cepa de E. coli VIP2- ADE3, cuyo plasmidio termo-sensible pLARS contiene el
gen de EcFtsZ silvestre, que fue previamente eliminado del cromosoma y clonado en el
vector (mutacion ftsZ84). Este plasmidio posee un origen de replicacion termo-sensible,
lo que impide la sobrevivencia del vector a temperaturas mayores a 37 °C. El vector
posee resistencia al antibidtico kanamicina, que se usa como medio de seleccion.

Cada DNA plasmidial que contiene el gen de EcFisZ ya sea mutado o silvestre fue

introducido por electroporacion en células VIP-2 electrocompetentes, de acuerdo al




protocolo descrito mas arriba. Se cultivé las células transformadas en 5 ml de LB-
Ampicilina-Kanamicina, y se creci6 a 30 °C con agitacién hasta alcanzar una O.D. de
0,6. De cada cultivo se exirajo 10 pl y se hizo diluciones seriadas. De cada dilucion se
plaqued 10 ul en forma de gota en dos placas que contenian LB-Ampicilina-Kanamicina,
cada gota por triplicado. Una placa se incubd a 30 °C y la otra a 42 °C, toda la noche y
con agitacién. Se repitié tres veces el experimento para cada determinacion debido a
las variaciones leves en las determinaciones de la sobrevivencia.

Dispersion de la luz. Se utilizd un espectrofluorimetro Perkin-Elmer LS-50 para
determinar la variacion de [a dispersion de luz asociada a la formacion de los polimeros.
Para las mediciones se usé una longitud de onda de excitacion de 350 nm y
atenuadores al 1%. Cada proteina EcFtsZ mutante y silvestre se pre-incubd en una
solucion de polimerizacién que contenia MES 50 mM pH 6,5, KCI 50 mM y MgCl; 10
mM, a 30 °C. La reaccién se inicié agregando GTP 1 mM. La concentracion de proteina
utilizada vari6 entre 0,1 mg/ml (2,5 pM) hasta 1,2 mg/ml (30 pM). Se utilizd cubetas de
cuarzo de 500 ul de capacidad para las mediciones.

Actividad GTP4asica. Para determinar la actividad GTPasica de cada proteina mutante
y EcFtsZ silvestre se hizo de curvas de progreso, y se hizo las mediciones por HPLC
en columnas de afinidad C18. Para Ia reaccion de hidrélisis del nucleétido se utilizod una
solucién de buffer MES 50 mM pH 6,5, KCI 50 mM y MgCl, 10 mM. La concentracién
final de proteina utilizada fue de 12 yM, y 1 mM final de GTP. La columna fue
previamente calibrada usando concentraciones conocidas de GTP. Se pre-incubd la
proteina en la solucién por 2 min a 30 °C en bafio termo-regulado, y se agregé GTP

para iniciar la reaccién. Para la detencién, se extrajo 100 4l de la reaccién por cada

tiempo y se agregd en un tubo con 10 ui de acido perclérico a una concentracion final




de 10% (viv). Cada muestra se neutraliz con 200 pl de KHCO; 1,0 M, se centrifugd al
vacio (Speed-Vac) por 5 min para eliminar el CO, formado, y se centrifugd a 14.000
RPM por 10 min a temperatura ambiente. Se cargé 20 pl de la fase soluble en la
columna C18, que separa el GDP del GTP. A partir de las concentraciones de GDP
calculadas y normalizadas por la concentracion total de nucledtido, se construy6 las
curvas de progreso para cada mutante, y se determind la velocidad inicial de hidrélisis.
Dicroismo circular (DC). El agente desnaturante utilizado para los experimentos de
desnaturacion y renaturacién fue Cloruro de Guanidimio (GdmCl). En los experimentos
de desnaturacion, cada proteina (mutante y EcFtsZ silvestre) se incubé por una hora
en hielo a una conceniracion final de 7,5 uM en distintas soluciones de Tris-HCI 50 mM
pH 7,5 con concentraciones de GdmCI que iban desde 0 hasta 6 M. Luego se ambient6
cada muestra por 15 min, y se hizo la medicion en un espectropolarimetro JASCO J-
600. Se hizo tres barridos por muestra. en el UV-lejano (190 nm hasta 260 nm} a una
velocidad de 20 nm/min, con una sensibilidad de 20 mdeg (mitésimas de grado). Los
espectros de las proteinas nativas se obtuvo a partir de la medicion de las soluciones
que poseian 0 M de GdmCl. Para las curvas de desnaturacion y renaturacion, se
grafico la elipticidad obtenida & una longitud de onda de 222 nm en cada espectro en
funcién de la concentracion del agente desnaturante.

Liberacion del nucledtido (GDP). Para la liberacion del nucleétido unido a la proteina
se utilizé tubos concentradores Microcon y se midid la absorbancia a 254 nm de la
solucion filtrada. Estos fubos tienen un cut-off o tamario efectivo (MWCO) de filiracion
de 10 kDa, de manera que pasa todo (incluido el nucleétido) menos EcFisZ (tamafio 40
kDa). La medicién se hizo en un espectrofotémetro Hewlett Packard 8452A. La

proteina (7,4 uM) se agreg6 en 8 tubos que contenian una solucion de Tris-HCI 50 mM
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pH 8,0, con distintas concentraciones de GdmCl que iban desde 0 hasta 2 M, y se
incubd por 1 hr en hielo. Luego cada muestra se introdujo en un tubo Microcon, se
centrifugd a 7000 RPM por 15 min y se midié espectrofotometricamente.

Fluorescencia. El procedimiento, las soluciones y los tiempos de incubacion y
ambientacion utilizados fueron los mismos que los descritos previamente, para los
experimentos de desnaturacion por dicroismo circular. Para los experimentos de
renaturacion, se pre-incubd por 45 min la proteina en una solucién de Tris-HCI 50 mM
pH 7,5, GdmCl 3 M, y esta solucion se diluyd para obtener una concentracion de
proteina final de 12 uM en soluciones de Tris-HCl 50 mM pH 7.5 con diferentes
concentraciones de GdmCl, utilizando los mismos tiempos de incubacion vy
ambientacion descritos para los experimentos de desnaturacién. Para las mediciones
se utilizd un espectrofluorimetro Perkin-Elmer LS-50. En cada medicién se us6 una
longitud de onda de excitacién de 295 nm, y para los espectros de emision se hizo tres
barridos desde 300 nm hasta 450 nm. Se utilizé generalmente un sfif o apertura de
excitacion y emision de 5,0 nm. La velocidad de barrido fue de 140 nm/min. Se midi6
los espectros de las proteinas nativas (12 zM) en soluciones de Tris-HCI 50 mM pH 8,0.
Para las curvas de desnaturacion y renaturacion, se graficé la intensidad de
fluorescencia normalizada obtenida en cada muestra a la longitud de onda
correspondiente al maximo de emisién de la muesira nativa, en funcion de la
concentracion de agente desnaturante. El célculo de la diferencia de energia libre de

desplegamiento se hizo de acuerdo al método de extrapolacién lineal (Santoro y
Bolen 1988), mediante la expresidn de la intensidad de fluorescencia en funcion del

agente desnaturante D (/{D)) (ver Apéndice ).




Microcalorimetria diferencial de barrido (DSC). Para los experimentos de
desnaturacién por temperatura de FisZ, se utilizé un microcalorimetro diferencial de
barrido VP-DSC de alta sensibilidad (Plotnikov y col., 1997), perteneciente al
laboratorio de Bioquimica e Inmunologia, a cargo del Dr. Marcelo Santoro, en la
Universidad Federal de Minas Gerais, Belo-Horizonte, Brasil. La adquisicion de los
datos experimentales se efectud con el software estandar incluido en el sistema. Para
las mediciones se diluyé la proteina purificada a distintas concentraciones en
soluciones amortiguadoras de Tris-HCI pH 8,0 50 mM, usando eventualmente GdmCl
como agente desnaturante. Se utilizd un intervalo total de temperaturas desde 5 °C
hasta 100 °C (EcFisZ) y desde 5 °C hasta 110 °C (MjFtsZ) de manera de abarcar y
explorar el maximo espectro termal posible del equipo. La velocidad de muestreo fue

de 1 °C/min, y se desgaset [as muestras al menos 30 min antes de cada medicion.
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RESULTADOS

DISENO DE MUTANTES

El criterio general para el disefio de mutantes con un residuo de friptéfano
localizado en un dominio, ya sea el amino o el carboxilo, fue que este residuo no
madificara la estructura, la estabilidad o [a funcién de EcFisZ. Con este propdsito se
utilizd tres estrategias para seleccionar los sitios de las mutaciones puntuales, que
incluian el andlisis de la estructura de un modelo de EcFtsZ, el analisis evolutivo de las
secuencias y de las propiedades fisicoquimicas de los residuos mutados.
Modelado de la estructura de EcFtsZ. La estructura tridimensional de EcFtsZ no ha
sido resuelta por ningin método experimental. Sin embargo, existen métodos
alternativos que permiten modelar su estructura a partir de consideraciones tedricas,
evolutivas, etc.

Para modelar [a estructura tridimensional de EcFtsZ se utilizd Modelado
Comparativo, debido a que se encueniran disponibles en la base de datos PDB
(Protein Data Bank) la estructura cristalina de MjFisZ y PaFisZ resuelta por difraccion
de rayos X. Ambas poseen un 40% y 60% de identidad de secuencia con EcFtsZ,
respectivamente, que es un requisito para generar modelos confiables de estructura
tridimensional (Sali y col., 1995).

Se obtuvo 20 modelos finales, de los cuales se selecciond aquellos de menor
pseudo-energia de acuerdo a los valores que entrega el programa Modeller. La calidad
del modelo se analizé mediante dos programas de evaluacion: PROSA |1 y Verify 3D.
Se escogio6 finalmente agquel modelo del complejo EcFtsZ-GDP que presentd el mejor

perfil energético en los programas de evaluacion (Fig. 4).
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B ASitio de unién

de GTP
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Figura 4. Comparacion estructural entre EcFtsZ y MjFtsZ. A. Estructura 3D de
MjFtsZ (1FSZ) (Lowe y Amos 1998). B. Modelo 3D de EcFtsZ obtenida por modelado
comparativo. El dominio amino de plegamiento Rossmann se muestra en color rosa y
el dominio carboxilo de plegamiento a- “plaits” en color verde; GDP se muestra como
“tubos” azules en el bolsillo de unién del nucleétido. La flecha indica la hélice alfa
central que conecta ambos dominios. La imagen fue hecha con DS Modeling v1.1
package (Copyright (C) 2001-2003 by Accelrys).

Debido a la alta identidad de secuencia entre ambas proteinas, la estructura final
del modelo mostré un RMSD de 2,7 A que indica una muy buena similitud estructural
con MjFtsZ. En la estructura se observa que el dominio de unién a nucleétido, posee 6
hebras beta que conforman una sabana general en el nucleo del dominio y 6 hélices
alfa, algunas de las cuales se presentan intercaladas con las hebras, caracteristico de
dos motivos Rossmann conectados. La zona de unién a nucleétido o bolsillo de union,
se encuentra ubicada de manera superficial en forma adyacente a la interfase con el

dominio carboxilo. Este dominio conocido como “af-plaits” (pliegues de alfa-beta),




posee una sabana de 4 hebras beta, ademas de fres hélices alfa. Se observa ademas
que una hélice central cruza de un dominio a otro, formando parte de una interfase que
posee una gran cantidad de contactos entre ambos dominios, principalmente
interacciones hidréfobas y puentes de hidrogeno.

Los primeros 15 y los Gltimos 45 aminoacidos de EcFtsZ no fueron modelados
porque no estan presentes en la estructura tridimensional del molde.
Analisis de secuencia. Se describio en la literatura que las mutaciones conservadas,
esto es el cambio de un residuo por ofro con propiedades fisicoquimicas similares,
generalmente no producen efectos importantes sobre la estructura o [a funcion de la
proteina. Por esto, se consideré para el disefio de las mutantes principalmente a
aquellos residuos en [a secuencia de EcFisZ que fueran similares al friptéfano, de
forma particular los residuos aromaticos (Phe, Tyr).

Con el modelo tridimensional de EcFtsZ se determiné la ubicacién estructural

de los residuos aromaticos presentes en su secuencia. Debido a que el triptéfano a
introducir en la proteina se utilizara para analizar el plegamiento de EcFtsZ, es
importante localizar esta sonda en zonas de baja accesibilidad al solvente de manera
de observar cambios importantes en los espectros de emisidn durante los
experimentos de desnaturacion. Para estimar el grado de accesibilidad, se realizd
calculos del area de accesibilidad al solvente (ASA) expresado en porcentaje de cada
residuo aromatico, y se selecciond aquellos que tuvieran un valor menor o igual a 40%

(Tabla 3).



Tabla 2. Nimero de aminoacidos aromaticos presentes en EcFtsZ.

Aminoacido aromatico Cantidad

Fenilalaninas 13 (12 presentes en el modelo)
Tirosinas 1

Triptéfanos 0

Total 16

Tabla 3. Porcentaje de ASA para residuos aromaticos con un valor menor o igual a
40% de ASA

Residuo ASA%

Phe 39 4,5

Phe 40 8,2

Phe 99 55

Phe 145 6,7

Phe 135 30

Phe 137 25 ‘
Phe 210 5,5 |
Phe 275 5,8

Tyr 222 206

. A partir de la alineacion muitiple de secuencias, se determind la frecuencia de
apariciéon de aminoéacidos en las posiciones de los residuos aromaticos descritos arriba,

} con el propésito de evaluar el grado de conservacion evolutiva en cada posicion (Tabla

1 2.
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Se observa que existe un alto grado de conservacion de fenilalanina en las
posiciones 99, 135 y 210 (Tabla 4). La substitucion del residuc Phe 210, situado cerca
del aspartato 212, que ha sido definido como un residuo esencial en la funcién
catalitica de EcFtsZ (Yu y Margolin 1997), conlleva una alta probabilidad de afectar la
funcién. La posicién Phe135 es muy conservada, pues muestra 468 Phe, 1 Trpy 1 Tyr
y la posicion Phe 99 es totalmente conservada respecto al cambio por otro residuo
aromatico. Este aminoacido del dominio amino, se encuentra en un radio de 6 A
respecto a la Phe 210 del domino carboxilo, distancia adecuada para una interaccion
entre sus anillos aromaticos. La Phe 39 esta conservada aunque en menor grado que
las anteriores. En la posicién 137 se observa que las propiedades fisicoquimicas de los
residuos que se substituyen tienden a mantenerse, pues solo se observan residuos
aromaticos. La ubicacion 40 resulta interesante, pues se observa enfre los residuos
aromaticos que el triptéfano presenta una alta frecuencia (30 de 392), considerando
que este aminoacido es el menos abundante de todos (alrededor de un 1,3%)
(Creighton 1993). De este modo la mutacién de la Phe 40 por Trp debiera ser inocua.

Con los criterios de seleccién antes expuestos la estructura tridimensional de
cada mutanie seleccionada fue modelada para considerar los aspectos estéricos,
fisicoquimicos y los posibles arreglos estructurales de importancia asociados a la

substitucién. Se expone las mutaciones seleccionadas a continuacion:

Mutante F40W

Como ya se menciond, la Phe 40 fue la que presentd mayor cantidad de
sustituciones por triptéfanos, lo que sugiere una baja probabilidad de provocar efectos
importantes en la estructura o la funcidén de FtsZ al mutar por este residuo en esa

posicion. Ademas, la mutacion es conservada ya que se mantiene las propiedades




fisicoquimicas del residuo original, y presenta un nivel bajo de accesibilidad al solvente.
La fenilalanina posee un volumen de Van der Waals de 135 A3, un valor cercano al de
triptéfano, 163 A® (Creighton 1993). El volumen es un factor importante pues al
introducir residuos de alto volumen pueden ocurrir impedimentos estéricos no
deseados en la region, principalmente contactos no permitidos de los radios de Van der
Waals, La hidrofobicidad es otro factor importante, pues la idea de la mutacion es no
generar alteraciones fisicoquimicas, lo que ocurre por ejemplo al cambiar residuos
cargados positivos por negativos, o hidrofobos por residuos polares. La fenilalanina
posee una hidrofobicidad de 3,15 kecal/mol (tedrica -2,27 kcal/mol), un valor ubicado
muy cerca del calculado para el triptéfano en la escala de hidrofobicidad experimental,

que posee —8,27 kcal/mol (tedrica -2,13 kcal/mol) (Creighton 1993).

Mutante F135W.

Esta mutacion, aunque contradice los criterios antes mostrados, permite evaluar
el modelo, que predice que al cambiar un residuo evolutivamente conservado debiera
afectarse la funcionalidad. Sin embargo, el efecto sobre la estructura debiera ser
minimo porque las caracteristicas fisicoquimicas no son diferentes y el espacio que

v

rodea el residuo es bastante amplio, impidiendo algtin efecto estérico.

Mutante F145W.

Esta mutacién es conservada al igual que las mutaciones anteriores. Ademas,
presentoun buen nivel de ocultamiento al solvente. El analisis de secuencia mostrd un
grado bajo de conservacion de residuos para esa posicion, con la presencia incluso de

residuos cargados en algunas secuencias.




Mutante Y222W.
La tirosina 222 no es conservada, se encuentra en una zona alejada del sitio de
unién del nucledtido y esta situada en un espacio bastante amplio, propiedades que

permiten la substitucion por triptofano.

Mutante F275W.
Las secuencias en esta posicion muestran un alto nUmero de aminoacidos
aromaticos e hidréfobos, en algunas se observa un triptéfano. El modelo tridimensional

de esta mutante no muestra problemas estéricos asociados a la substitucion.

Mutante 1294W.

El motivo para cambiar la isoleucina 294 por friptofano fue la presencia de este
residuo en la misma ubicacion en la estructura 3D de MjFisZ. El aminoacido leucina
294 posee un volumen de 124 A3 (triptéfano 163 A®), y una hidrofobicidad experimental
de -0,24 kecal/mol (tedrica —1,82), de manera que no se deberia afectar de manera
considerable las propiedades fisicoquimicas de la zona. No se observo contactos de
Van der Waals en el analisis del modelo de EcFisZ.

En la figura 5 se muestra la estructura 3D de EcFtsZ y los triptéfanos

introducidos en cada mutacion puntual.
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Figura 5. Ubicacién de las mutaciones seleccionadas en el modelo de la
estructura tridimensional de EcFtsZ. En rosa se muestra el dominio amino con GDP
unido, en color azul, y en verde el dominio carboxilo. Los residuos seleccionados para
las substituciones por triptéfano se marca en rojo. El ambiente que rodea a cada
triptéfano introducido se representa mediante su potencial electrostatico (rojo para
cargas negativas, azul para cargas positivas y gris claro para superficies apolares).

El analisis de potencial que se muestra en la figura 5, indica que cuatro de las
seis mutaciones se encuentran en zonas principalmente hidréfobas (F40W, Y222W,
F275W e 1294W). Las otras dos presentan potenciales negativos (cerca de W135) y

potenciales positivos (cerca de W145).
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PURIFICACION

Se purificard las mutantes y la protefna silvestre por un método bioquimico
habitual para purificar EcFtsZ silvestre (precipitacién con sulfato de amonio), al que se
agregd una etapa de precipitacion con glutamato de sodio (ver Materiales y Métodos),
que tiene la ventaja de inducir polimeros de FtsZ, los cuales se separd por
centrifugacion. Describiremos algunas de las etapas claves del proceso aplicado a [a
purificacién de las mutantes. El cromatograma tipico obtenido después de pasar la
protefna por la columna de intercambic anidnico Mono-Q se muestra en la figura 6. Se
observa que parte de la proteina no es retenida por la columna y dos picos principales
(uno a los 68 min y el otro a los 100 min) eluyen a una concentracion de KCI de 0,43 M
y 0,75 M. Los espectros de absorbancia de estas fracciones muestran que el Il pico
corresponde al nucledtido (GTP o GDP) y la electroforesis SDS PAGE (Fig. 7) muestra
que el pico | corresponde a proteinas. La presencia de FtsZ y de ofras proteinas en las
fracciones correspondientes a los picos | y 1l se determind por electroforesis en un gel

de SDS-PAGE que se muestra en [a figura 7.
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Figura 6. Cromatograma de purificacién de la proteina mutante F135W. La
proteina se inyectd en la columna a tiempo cero, y se colecto las fracciones que
eluyeron en volumenes de 4 ml. La absorbancia fue medida a 280 nm. La linea
punteada corresponde a la curva de gradiente de KCI (0 a 1 M de KCL) que permite
liberar la muestra adherida a la resina de intercambio i6nico. Se muestra los picos de
elusion | y 1I. Las flechas indican los tiempos de las fracciones que se analizo por gel

de SDS (Fig. 7).
1 2 3 4 5 6 7 89

Figura 7. Analisis por electroforesis SDS PAGE del producto de la etapa de la
cromatografia de intercambio aniénico de la proteina mutante F135W. Carril 1.
Estandar de FtsZ (40 kDa). Carril 2. Primera elusién de la columna (primeros 4 min).
Carriles 3-9. Elusiones correspondientes a los min 40, 48, 56, 64, 72, 80 y 88
respectivamente, escogidos a partir de los picos obtenidos en el cromatograma (ver

flechas en Fig. 6).




36

Se observa en los carriles 5 a 8, que corresponden a las fracciones del pico |,
una banda del tamafo de FtsZ que se hace mas intensa en la fraccion que
corresponde al maximo de absorbancia del pico | (Fig. 7). Una fraccion del pico I, carril
9, no incrementa la intensidad de la banda correspondiente a FtsZ. EI primer pico, carril
2, corresponde a proteinas, entre ellas FtsZ, que no se unieron a la columna,
probablemente por saturacién. Para la Ultima etapa de purificacion, se mezclo las
fracciones desde la 56 hasta la 76, y la mezcla se concentrd por centrifugacion en
tubos Centriprep para polimerizar con glutamato de sodio y centrifugar (ver Materiales
y Métodos). Finalmente se concentré por centrifugacion (utilizando tubos “Centriprep”)
la proteina purificada y se almacené a -80 °C. La pureza de FtsZ en la primera y tltima
etapa de purificacion, precipitacion con (NH,).SO.y con glutamato, respectivamente se
muestra en el gel SDS-PAGE de la figura 8. Se observa que la pureza de FtsZ
aumenta en la primera etapa, carriles 2, 3 y 4, hasta alcanzar mas de 98% en la Ultima
cuando se compara con el homogeneizado de células (carril 1).

1 2 3 4 5 6

s

...g“‘" v W

Figura 8. Andlisis por electroforesis SDS-PAGE del producto de la purificacion de
la proteina mutante F135W. Carril 1. Fase soluble que resulta de la centrifugacion a
28000 RPM del homogeneizado de células (ver Materiales y Métodos). Carril 2. Fase
soluble de la precipitacién por sulfato de amonio al 25% de saturacion. Carril 3.
Precipitado de sulfato de amonio. Carril 4. Proteina dializada para eliminar el sulfato de

amonio. Carril 5y 6. Después de precipitar con glutamato.
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La purificacién de las otras mutantes mostré patrones similares de purificacion,
a excepcion de la mutante 1294W donde la resolucién del cromatograma de la etapa de
intercambio aniénico fue menor. Sin embargo, la pureza de esta mutante fue similar a
las otras después de la precipitacion con glutamato. En la figura 9 se muestra los
patrones de electroforesis SDS-PAGE de EcFtsZ silvestre y las mutantes purificadas
después de la Ultima etapa de purificacion con glutamato. El rendimiento fluctu6 entre
10 y 20 mgl/litro de cultivo, excepto para la mutante 1294W que fue de 5-10 mg/litro de

cultivo.

Figura 9. Analisis por electroforesis SDS PAGE de las proteinas EcFtsZ silvestre
y las mutantes. A. Carriles 1, 2 y 3. EcFtsZ silvestre y mutantes F135W e 1294W (8
ug), respectivamente. B. Carriles 4, 5, 6 y 7. Mutantes F40W, F145W, Y222W y
F275W (10 pg), respectivamente.

Se observa en la figura 9 que todas las proteinas purificadas presentan una
sola banda y que corresponde a una pureza mayor que un 98%, suficiente para cumplir
con los objetivos de la tesis. Todas las mutantes mostraron un espectro de emision de
fluorescencia intrinseca caracteristico de triptéfano (ver la seccién Fluorescencia de

Triptéfanos mas adelante).




CARACTERIZACION FUNCIONAL

La funcionalidad de los mutantes se analizé por tres métodos: complementacion
in vivo, dispersion de luz y actividad GTPasica. En cada experimento, se usé como

referencia los resuitados obtenidos en los diferentes ensayos con EcFisZ silvestre.

Ensayos de Complementacion in vivo. La complementacion in vivo con las proteinas
mutantes permite determinar su capacidad de suplir la ausencia de EcFtsZ silvestre en
la célula. Debido a que esta proteina es esencial para la division celular, cualquier
alteracion de su funcion se observa en el nimero de células capaces de crecer a la
temperatura restrictiva, donde sélo se expresa el gen de FitsZ (silvesire o mutado)
presente en el plasmidio pMFV57 y no aquél del plasmidio termo-sensible pLARS (ver

materiales y métodos).
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Los porcentajes de complementacién in vivo de las mutantes se muestra en la

figura 10.

1,0E409 = - B

1,0E+08 -
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Sobrevida (U.F.C./ml)

1,0E+06 - |

1,0E+05 1=
c+ C- F40W F135W F145W Y222W F275W  1294W

Figura 10. Grafico de la sobrevivencia de EcFtsZ silvestre (C+) y sus mutantes
F40W, F135W, F145W, Y222W, F275W e 1294W. La barra azul y la barra roja
corresponden al numero de unidades formadoras de colonias (U.F.C.) por unidad de
volumen (ml) que crecen a 30 (color lila) y 42 °C (color rojo), respectivamente. El
control negativo del experimento (C-) corresponde al valor de U.F.C./ml obtenido con la
cepa VIP2- ADE3 sin transformar, que se origina por la reversion de la mutacion ftsZ84
(ver materiales y métodos). La linea punteada marca la diferencia entre la
sobrevivencia a 30 y 42 °C. Esta diferencia es la que se utiliza para comparar las

sobrevivencias de mutantes y EcFtsZ silvestre.
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Las mutantes Y222W e 1294W presentaron una baja complementacién al
comparar con EcFisZ silvestre (Fig. 10). El mutante F135W mostrd una sobrevivencia a
42°C menor que la observada para EcFtsZ silvestre, aunque mayor que la de los
mutantes Y222W e 1294W. Los demas mutantes fueron capaces de complementar en
mayor medida que EcFisZ silvestre. Los sobrevivientes del control negativo son la
milésima parte de los sobrevivientes del control positivo (FtsZ silvestre), lo que permitid

detectar adecuadamente las diferencias de complementacion enire mutantes.

Polimerizacion. La formacidon de polimeros produce un noforio aumentio de la
dispersion de luz de la solucién que las contiene, debido a que el dipolo inducido por ia
luz de excitacidon en el polimero oscila y emite luz, de la misma longitud de onda, en
todas direcciones. EcFisZ es capaz de formar filamentos en presencia de GTP
(Mukherjee y Lutkenhaus 1994; Mukherjee y Lutkenhaus 1999). La reaccidn se
caracteriza por un rapido aumento de la dispersion de luz, hasta alcanzar un periodo
estacionario, en general corto, que es seguido por una etapa de despolimerizaciéon que
se observa como una caida de’la sefial hasta volver al nivel inicial (Mukherjee y
Lutkenhaus 1998).

La polimerizacion in vitro de EcFtsZ silvestre y las mutantes se siguid por
dispersién de luz. Los resultados mostraron que todos los mutantes, a excepcion de

1294W, polimerizaron. En la figura 11 se ilustra este fenémeno para las mutantes que




41

mostraron [as diferencias mas pronunciadas respecto a EcFisZ silvestre.

A Dispersién de luz, 350 nm (U.A.)
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Figura 11. Polimerizacion y despolimerizacion de EcFtsZ silvestre y las mutantes.
Se muestra la variacion de la dispersidn de luz a 350 nm con el tiempo de incubacion
en una solucién que contenta proteina (25 pM), Mes 50 mM pH 6,5 y MgCl; a 30 °C. (a)
EcFisZ silvestre; (b) F135W; (c) F145W,; (d) Y222W,; (e) 1294W. La flecha indica el
momento en que se agregd GTP 1 mM final a la solucion.

La figura 11 muestra que [a capacidad de polimerizacion de estas proteinas fue
Y222W > F145W > EcFtsZ SILVESTRE > F135W >>> [294W, que no polimerizd. La
estabilidad de los polimeros fue Y222W =F145W > EcFtsZ SILVESTRE =F135W y
sus velocidades de despolimerizacion fueron aproximadamente iguales. Para inducir la
polimerizacion de la mutante [294W, se hizo el experimento a diferentes
concentraciones de protefna, desde 2,5 hasta 50 pM, y no se observd polimerizacion.
El mismo resultado se obtuvo al aumentar la concentracién de GTP a 2 mM.

Posteriormente, se determind el efecio de agentes inductores de la polimerizacién,




como glutamato de sodio 1 M y cloruro de calcio 20 mM, y tampoco se observd
cambios. La mutante F145W mostrd una curva ruidosa y no se observd
despolimerizacion (la sefial fue seguida varios min adicionales a los mostrados en el
grafico sin obtener resultados diferentes). Sin embargo, al disminuir la concentracion
de GTP hasta 100 #M se observd una caida tipica asociada a la despolimerizacion, o
que sugiere que la velocidad de hidrélisis de GTP es mas lenta.

La conceniracion critica de polimerizacion es la concentracion de proteina sobre
la cual se produce la polimerizacion y se obtiene de la extrapolacién de la recta sobre
el valor del eje de la abscisa en un grafico del maximo de dispersion versus la
concentracion de proteina. La pendiente de la recta esta relacionada con la forma y

tamario de los polimeros.
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Figura 12. Concentracion critica de la polimerizacion. Se muestra la diferencia de
dispersidn de luz al agregar GTP 1 mM a la solucién, en funcién de la concentracion de
proteina de EcFisZ silvestre (), FAOW (o), FI35W (A), F145W (A), Y222W (m) v

F275W (D). La interseccion en el eje X corresponde a la concentracion minima o critica

para la polimerizacion.
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La figura 12 muesira que hay una relacién lineal entre la concentracion de
proteina y la dispersién maxima de luz para la polimerizacion de EcFisZ silvestre y sus
mutantes. De la figura se deduce que las conceniraciones criticas de EcFisZ silvestre y
las mutantes Y222W, F40W y F145W son del mismo orden de magnitud, mientras
F135W es dos a ires veces mayor y F275W es casi un orden de magnitud mayor
(Tabla 5). Se observa una similitud =80% en el valor de las pendientes de las
mutantes F40W, F275W y Y222W con el valor de EcFtsZ silvestre, que indica similitud

de forma de los polimeros.

Tabla 5. Concentraciéon critica y valores de pendientes para la relacion entre [a
dispersion de luz maxima y la concentracién de proteina, de EcFisZ silvestre y las

mutantes que se muestra en la figura 15.

Mutante Concentracion critica Pendiente de la recta
EcFisZ 0,052+ 0,008 56,67 1.9
F40W 0,008+ 0.02 50,17% 3,8
F135W 0,160+ 0,09 23,31£ 23
F145W 0,065 0,009 39,064+ 3,1
Y222W 0,006+ 1,6 70,22% 3,6
F275W 0,642+ 0,026 49,11+ 2,5
1294W np® np®

?No polimeriza

Actividad GTPasica. FtsZ une GTP y lo hidroliza a GDP + Pi, a pH 6,5 y en presencia
de magnesio (Mg*?). Se postulé que este cation es capaz de coordinar el fosfato gama
del nucledtido de manera de facilitar [a hidrdlisis. El magnesio a su vez seria
estabilizado durante este proceso por residuos de aspartato, particularmente el
aspartato 212, que se ubica en el monémero adyacente al sitio de unidn, dando origen

a un sitio activo formado por dos monémeros, aquél que une GTP y el ofro que expone




los residuos negativos para coordinar al magnesio unido al fosfato gama del nucledtido
(Lowe y Amos 1999).
Se analizo el efecto de cada una de las mutaciones sobre la velocidad inicial de

hidrolisis de GTP, respecto a la de EcFisZ silvestre (Fig. 13).
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Figura 13. Actividad GTPasica. La actividad GTP4asica se midid en una solucion que
contenia proteina (25 pM), Mes 50 mM pH 6,5 y MgCl;a 30 °C. Se grafica los pmoles
de GDP liberados por pmol de proteina a diferentes tiempos. Las lineas de regresién
se {razd entre los puntos experimentales, que corresponden a: F40W (o), F135W (4),
F145W (A), Y222W (m), F275W (O) e 1294W (+), y EcFisZ silvestre (s).
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Tabla 6. Actividad especifica y porcentaje de la actividad de EcFisZ silvesire y

mutantes.
Actividad Especifica® Porcentaje de
(LM GDP * uM de Proteina™ * min ') | Actividad (%)
EcFisZ silvestre 1,84 £ 0,14 100+ 7,6
F40W 1,44 £ 0,13 797
F135W 1,33 £ 0,03 72%+1,6
F145W 0,81 + 0,071 44 £ 4
Y222W 0,83+ 0,04 45 £ 2,2
F275W 0,88 + 0,05 48+23
1204W 0.22 £ 0,028 12+1,3

?La actividad especifica corresponde a la pendiente calculada a partir de [a regresion
lineal de los puntos experimentales (Fig. 13). Para el porcentaje de actividad se utilizé
como 100% el valor de actividad obtenido para EcFisZ silvestre.

Los resultados de la Tabla 6 muestran una alta variabilidad de la actividad
especifica entre los mutantes. Los valores obtenidos con la mutante F40W presentaron
mayor similitud con los valores obtenidos para EcFisz silvestre, seguido por la mutante
F135W. El menor valor de porcentaje de actividad especifica fue para la mutacion
1294W, como se esperaba a partir de los resultados obtenidos en los ensayos de

polimerizacion.

El plegamiento y la estabilidad de las mutantes que se afectaron mayormente
en su funcionalidad, se analizé por Dicroismo Circular, DC. Se escogié una mutacion
por dominio para realizar los experimentos y se utilizé como referencia EcFtsZ silvestre.
Para el dominio carboxilo, se escogidé [294W que fue la mutante que presento las
mayores alteraciones, en su actividad GTP4sica, en la complementacién in vivo, y en la

incapacidad de polimerizar bajo las condiciones estudiadas. Para el dominio amino se

escogid la mutante F135W que si bien no presenté cambios tan radicales como la




46

mutacion [294W, se afectd en un 50% la capacidad de complementar in vivo, y
presento diferencias en la polimerizacion, particularmente en la concentracin critica.

La figura 14 A, muesira que los perfiles de los espectros de DC de EcFisZ
silvestre y de ambas mutantes en su forma nativa, practicamente se puede superponer,
lo que siguiere que la estructura secundaria de ambas mutantes no se alterd de
manera significativa al introducir un triptéfano. En cada curva se cbserva un minimo
alrededor de 210 y 222 nm, caracteristico de la absorcion de hélices alfa de una
proteina cuya estructura secundaria es de tipo alfa-beta.

En la figura 14 B se muestra los resultados de la desnaturacién quimica con
GdmCl de EcFtsZ silvestre y las mutantes F135W e 1294W. Las mutaciones no
tuvieron efecto sobre las curvas de desnaturacidn de las tres proteinas, pues
presentaron una conducta practicamente idéntica. Estas curvas muestran al menos dos
etapas, una entre 0 y 0,8 M de GdmCl, donde se pierde el nucledtido unido, con una
[GdmMCl]soe, (concentracion de GdmCI donde se alcanza un 50% de desnaturacion) de
0,6 M. y una segunda etapa de desnaturacién de la apoproteina entre 0,9 y 1,6 M de

GdmCl, con una [GdmCllse, de 1,1 M. Por sobre 1,6 M no se registrd cambios

impaortantes en la elipticidad a 222 nm.
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Figura 14. Dicroismo Circular (DC). A. Espectro de DC en condiciones nativas y
desnaturadas de EcFisZ siivestre (), mutante F135W (o} e 1294 W (A), a una
concentracion de proteina de 7,4 uM en buffer Tris-HCI 50 mM pH 8,0. Cada curva
corresponde al promedio de cuatro barridos desde 200 hasta 250 nm. B.
Desnaturaciéon con GdmCl, desde 0 hasta 5 M, de EcftsZ silvestre (e) y las mutantes
F135W (o) e 1294 W (A), a una concentracidn de proteina de 7,4 pM en amortiguador
Tris-HCI 50 mM pH 8,0. La fraccion de proteina desnaturada se calculd a partir de la
elipticidad a 222 nm (absorcion del enlace peptidico de las hélices alfa) a distintas
concentraciones de agente desnaturante (GdmCl), normalizando cada punto por la

maxima elipticidad experimental.




Mutante 1294W. Los resuitados relativos a la funcionalidad del mutante [294W
demostraron que esta mutacién afectd seriamente la capacidad de polimerizar in vitro,
la capacidad de complementar in vivo y la actividad GTPasica, en comparacion con las
demas mutaciones. Al analizar estructuralmente la proteina mutante, se determiné que
su estabilidad y estructura no presentaron diferencias significativas respecto de EcFtsZ
silvestre. Por lo tanto el efecto de esta mutacion parece ser mas local (cercano a la
regién misma de la mutacion). Con el fin de analizar detalladamente el entorno del

triptofano se construyd un modelo de la estructura tridimensional de la mutante 1294W.
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Novosphingobium arcmaticivorans -DMKLLEVPEAANHIRELVD-PNANI 299
Zymomonas mobilis -DITLMEVPEAANHIRELVD-DDANI 302
Magnetospirillum magnetotacticum -DMTLLEVPEVANRIRDEVD-PEANI 327
Salmonella typhimurium -DLRLDEFETVGNTIRAFAS-DNAT 295
Escherichia coli -DLRLDna TVGNTIRAFAS-DNA' 295
Haemophilus ducreyi —NLELN=HDVIMDYIHSFAA—ADATI 300
Kinetoplastibacterium blastocrithidi —DLSLGHH-DVGSIIEAFAS-EHAMV 296
Endosymbiont of Crithidia deanei ~DLSLGHY DVGSIIEAFAS-EHAMV 296
Coxiella burnetii -DLSIGHFEQVGEAVKAFAS-ETATV 296
Neisseria meningitidis GCLEMSHLSEVMKIVNQSAH-PDLEC 300
Methanocaldococcus jannaschii -DLTLKHANDIGEGITKELD-PEANVIG 345
Borrelia burgdorferi —DFSLL EIMGIITVSVD-DEATV 305
Leptospira interrogans —DLTISI! EVSGIITSQVD-PNANI 297
Thermotoga maritima ~NIRMEHVHEAAMIIRQNSS-EDADV 305
Agquifex aeolicus —DIPYDlHlEVMERIHSKVH—PEAEI 292
Geobacter metallireducens —SMTMDnE AVNRTIHEKVH-EDANI 296
Geobacter sulfurreducens -SMTMDHFEAVNRSIHEKVH-EDANI 296
Campylobacter jejuni -NCSLFHIEAAANSIQEIVD-ENAKI 299
Dictyostelium discoideum --LKLQHVPHIVSLVSSKVD-PSANI 333

Figura 15. Analisis de la mutacion 1294W. A. Modelo tridimensional de la estructura
del mutante 1294W (ver materiales y métodos). En gris claro se muestra el dominio
amino (GDP marcado de color amarillo) y en gris oscuro se muestra el dominio
carboxilo. El triptéfano 294 se marca en rojo formando posiblemente una interaccion
aromatica con al fenilalanina 275 (marcada azul). B. Alineacion multiple de secuencias
de FtsZ con un porcentaje de identidad mayor al 40%. Se muestra la zona que va
desde la posicidn 269 hasta la 295 de la alineacion, tomando como referencia la
secuencia de EcFtsZ silvestre. En amarillo se marca la posicion 275 y la 294, que
indican la ausencia de residuos aromaticos presentes simultaneamente en una misma
secuencia. Se expone 19 secuencias representativas de las 474 totales. El fendmeno
descrito se observo para las otras 455 secuencias.




Al analizar el modelo de la mutante 1294W (Fig. 15 A), se observd que la
fenilalanina 275 esta a alrededor de 4 A del triptéfano 294, al tomar como referencia el
centro de masa del anillo bencénico y el anillo indol de ambos residuos,
respectivamente. Esta distancia esta dentro del rango descrito de interaccién entre
anillos aromaticos (Burley y Petsko 1985), de manera que un posible puente o stacking
aromatico se formaria entre ambos residuos. Se hizo un andlisis evolutivo a traves de
la alineacién maliiple de secuencias de FtsZ expuesio anteriormente (ver resultados
parte 1), para determinar la frecuencia y el tipo de aminocacidos presentes en las
posiciones correspondientes a ambos residuos (Fig. 15 B), y se observé que en ambas
posiciones, sobretodo la 294, existe una alta tendencia de aparicién de residuos
aromaticos, sin embargo, en ninguna de las 474 secuencias analizadas se detecto dos
residuos aromaticos situados simultadneamente en ambas posiciones (275 y 294) en la
misma secuencia. Esto apoya desde un punto de vista evolutivo, la idea de que dos
residuos aromaticos estructuralmente ubicados en esas posiciones es energéticamente
desfavorable, debido posiblemente a la formacion de una interaccion aromatica entre
ambos.

Con el fin de abordar experimentalmente esta idea, se disefi6 la doble mutante
F275A/1294W, que reemplaza la fenilalanina 275 por una alanina, que esta presente en
esa posicién en varias otras secuencias de FtsZ (8% del total), como la MjFtsZ que
posee un triptéfano situado estructuralmente en la misma posicion que la isoleucina
294 y una alanina en la posicion 275. Para determinar el efecto de esta doble mutacion,
se analizo las funciones afectadas en la mutante [294W que se resumen en la Tabla 7.
El proceso de construccion y purificacion se hizo de la misma forma que para las ofras

proteinas mutantes. Los resultados obtenidos con la doble mutante muestran una total

reversion de la baja complementacion presentada por el mutante 1284W, sumado a un
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pequefio aumento de la actividad GTPasica. Sin embargo, la doble mutacién no
revertid in vitro la ausencia de polimerizacién de la mutante 1294W, a pesar de que

produjo una disminucion sustancial de la dispersion luz previa a la adicion de GTP, que

se observo con la mutante.

Tabla 7. Estudios funcionales de la mutante F275A/1294W 2,

Complementacion Polimerizacion Actividad

in vivo (dispersion de luz) GTPasica
EcFtsZ silvestre 100 % + 100%
1294W 5% - 12%
F275A/1294W 99 % - 20%

® La complementacion y la actividad GTPasica se expresa como porcentaje relativo a lo
obtenido con EcFisZ silvestre. La polimerizacién observada a través de experimentos

de dispersion de luz, se representa como capacidad (+) o incapacidad (-) de

polimerizar.

Liberacion de! nucledtido durante la desnaturacion. La estructura cristalina de
MjFtsZ posee una molécula de GDP unida al dominio amino (caracteristica del motivo
de plegamiento Rossmann presente en este dominio). La homologia entre la estructura
de EcFisZ y MjFisZ, muestra que las caracteristicas de este sitio en EcFtsZ debieran
ser similares, con una estequiometria GDP/EcFisZ cercana a uno (Andreu y col., 2002).
De hecho, en los experimentos de actividad GTPasica se detectd una cantidad basal
considerable de GDP en el tiempo cero (alrededor de un 14%) que mas bien
correspondia al contenido de nucleétido de la proteina y no al contenido basal de GDP
del reactivo comercial de GTP (alrededor de un 0,1%).

Para determinar la cantidad de GDP que se libera a medida que la proteina se
despliega, se midié el nucledtido libre a diferentes concentraciones de GdmCl para

EcFisZ silvestre. Se observa en la figura 16 que el nucledtido comienza a ser liberado
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de la estructura de EcFtsZ a las concentraciones iniciales de agente desnaturante. La
mayor diferencia en absorbancia ocurre entre 0 y 0,6 M de GdmCl, y luego tiende a

estabilizarse partir de 1,2 M de GdmCl.
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Figura 16. Liberacién de GDP. La liberacién de GDP desde EcFtsZ silvestre (7.4 uM)
a diferentes concentraciones de GdmCl se determind por filtracién, midiendo la
absorbancia del filtrado a 254 nm (ver Materiales y Métodos). Se expres® los
resultados como una fraccion entre el GDP liberado (GDPiserago) Y €l GDP total de la
muestra (GDPuesa) €Stimado a partir de la absorbancia en el punto de maxima
desnaturacién (2 M de GdmCl). La linea punteada indica la liberacién completa de
GDP.

Fluorescencia de triptéfanos. Las propiedades espectrales del tripidéfano en la
proteina son altamente sensibles a las caracteristicas del ambiente que lo rodea.
Aspectos como la intensidad de fluorescencia y la longitud de emisién méaxima que

presenta dependen de las propiedades fisicoquimicas de los residuos que estan
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vecinos, de la cercania de éstos con el triptéfano, y del grado de accesibilidad al
solvente del medio (Lakowicz 1999). Para determinar las caracteristicas espectrales en
condiciones nativas de los triptofanos introducidos en las mutantes de EcFtsZ, se
obtuvo los espectros de emision de cada uno de ellos. Adicionalmente, este ensayo se

utilizé para cerciorarse de la presencia de FtsZ en la etapa final de purificacion.

—— F40W

! /:::1\\ F135W
600 | P W —— F145W
i 4 —— Y222W

400

200

Intensidad de Fluorescencia (U.A.)

0 i 1 i A 1 i 1 1 i i A 1 i L i i 1 1 i i i 1 I
320 340 360 380 400

Longitud de Onda (nm)

Figura 17. Fluorescencia de los triptéfanos. Se muestra los espectros de emision en
condiciones nativas de las mutantes F40W, F135W, F145W, Y222W, F275W e 1294W,
a una concentracion de proteina de 12 puM, en una solucién que contenia Tris-HCI 50
mM pH 7,5. Cada muestra corresponde al promedio de 3 barridos. La longitud de onda

de excitacion fue 295 nm.
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Tabla 8. Propiedades espectrales de la emision del triptéfano en condiciones nativas,

obtenidas a partir de los especiros de cada mutante °.

Maximo de Intensidad en el | Area del espectro % ASA
Emisién (nm) Maximo (U.A.) (U.A.*nm) tedrico
F40W 340,0+£0.10 524 14500 + 500 8,2
F135W 343,14+ 0.50 512 16800 £ 345 30
F145W 344,00.30 674 26100 + 478 6,7
Y222W 342,4 £ 0.13 632 25000 + 440 29,6
F275W 340,2 £ 0.14 550 24400 £ 442 5,8
1294W 339,8+0.20 516,6 13600 + 512 9,6

2 Las propiedades espectrales y las incertidumbres de las mediciones fueron calculadas
con el programa GRAMS. El porcentaje del area accesible al solvente (% ASA) fue
calculado a partir de los modelos tridimensionales de cada mutante.

Los espectros de emision de cada mutante muestran en general triptofanos
ocultos del solvente, caracterizados por intensidades de fluorescencia elevadas y un
corfimiento del maximo de emision hacia zonas mas energéticas como muestran los
maximos de emisién en la Tabla 8, al compararlos con el maximo de emisidon e
intensidad del triptéfano expuesto totalmente al solvente (~350 nm y ~200 U.A.). El
area de los espectros aumenta en proporcién al aumento de la intensidad en el maximo
de emision. Se observa que las mutantes F135W e Y222W, que presentan méaximos de
emision menores que ofros mutantes, poseen los mayores porcentajes de ASA, lo que
sugiere que las moléculas de agua tienen mayor acceso a estos residuos y causan una
disminucién en la energia de los fotones emitidos (Lakowicz 1999). Por ofra parte, las
mutantes F275W e 1294W poseen un maximo de emisidon muy similar, debido
probablemente a que al estar ubicados estructuralmente en la misma zona (ver Figura
5) poseen un grado semejante de accesibilidad al solvente, sin embargo la intensidad
de la emision es mayor para el mutante F275W que se encuentra cerca de la posicion

294. Esto Ultimo puede estar asociado a la cercania de la fenilalanina 275 con el




triptéfano 294 en el mutante 1294W, lo que generaria un apagamiento de Ila
fluorescencia debido a [a absorcion de fotones por parte del anillo bencénico, lo que no
ocurriria en el mutante F275W, apoyando la idea de la interaccion aromatica entre
ambos residuos.

Al observar el ambiente que rodea cada ftripiéfano en los modelos
tridimensionales de cada mutante, se puede relacionar el grado de cercania de
residuos vecinos con el triptéfano y la intensidad de fluorescencia en el maximo de
emisién (residuos muy cercanos al triptéfano tienden a apagar la fluorescencia). Los
triptéfanos W145 e W222 poseen un ambiente con una densidad menor de residuos
vecinos que los demés triptéfanos, lo que disminuye el apagamiento natural de su
fluorescencia debido a la cercania de cadenas laterales de ofros residuos circundantes.
Esto explicaria la mayor intensidad observada en los espectros de emision de estos
mutantes al compararla con los demas especiros. Los demas mutantes presentan
intensidades menores y en general similares, debido probablemente a la ubicacion del
triptéfano en zonas mas compactas de [a proteina con mayor densidad de residuos
circundantes. Esto Ultimo se aprecia de manera mas pronunciada para el mutante
F40W, cuyo triptéfano se encuentra en el nlcleo o core del dominio amino, y el
mutante 1294W que posee residuos vecinos bastante cercanos al triptéfano 294. El
triptofano W145 presentd ademas el maximo de emision menos energético de todos
los mutantes. Al observar el ambiente que rodea a este triptéfano, se observa la
presencia de un residuo cargado positivamente a una distancia de 3,5 A, la lisina 141,
que puede afectar la energia de los fotones emitidos desde el friptéfano a través de
interacciones entre los momentos dipolares de ambos residuos. En general se obsetva
que los mutantes que se encuentran en zonas con cargas eléciricas cercanas, como

se aprecia en la figura 5 mediante la representacion de la superficie de potencial




electrostatico que rodea cada triptdfanc, presentan una maximo de emision mayor
(mutantes F35W Y F145W) en comparacion con aquellos situados en ambientes mas

hidréfobos.

PLEGAMIENTO

Debido a que el plegamiento de una proteina es un proceso favorecido
termodinamicamente, su estudio requiere la alteracion de las condiciones del sistema
de manera de inducir el desplegamiento de manera artificial. Esto se hace
generalmente desviando ef equilibrio natural desde [a forma nativa a la desnaturada al
modificar las propiedades quimicas (uso de agentes desnaturantes como GdmCl) o
fisicas (temperatura, presién, etc.) del sistema basal en que se encuentra la proteina.
De esta forma es posible detectar los cambios que surgen de estas alteraciones a
través de distintas técnicas (fluorescencia, microcalorimetria diferencial de barrido,
dicroismo circular, efc.).

FitsZ es una proteina de un peso molecular relativamente alto comparado con [a
mayoria de las proteinas utilizadas como modelos de estudio de plegamiento. Por esto
es importante abordar el estudio de su plegamiento por medio de mas de una técnica,
de manera de obtener una visidon mas completa y definida del proceso y eventualmente
confirmar y evaluar los resultados obtenidos a través de distintas estrategias
experimentales. Mediante el uso de mutantes de triptéfanos se analizara el
desplegamiento y replegamiento al equilibrio de EcFisZ por espectroscopia de
fluorescencia, y por experimentos de microcalorimetria diferencial se estudiara el
efecto de la temperatura en la desnaturacion. Estos estudios serdn complementados
ademas por los experimentos de desnaturacion al equilibrio seguidos por DC

realizados previamente,




Fluorescencia. El desplegamiento de una proteina se caracteriza por la pérdida de la
conformacion altamente estructurada que posee el estado nativo. Este proceso global
esta compuesto de multiples modificaciones estructurales a nivel local que se originan
en puntos determinados de la estructura terciaria o cuaternaria de la proteina y que se
transmiten de manera secuencial a otras regiones. El uso de fluorescencia en estudios
de plegamiento permite detectar estos cambios locales a través de las alteraciones que
experimentan las propiedades espectrales de sondas fluorescentes ubicadas en
regiones determinadas de la proteina, como por ejemplo sondas extrinsecas que
interactlian con zonas especificas, y también sondas intrinsecas que forman parte del
esqueleto covalente de la proteina (Taniuchi y Anfinsen 1969). Dentro de estas Ultimas,
la fluorescencia de triptéfanos posee ventajas respecto de las sondas extrinsecas, ya
que omite las modificaciones adicionales de la estructura producidas por la interaccién
de la sonda con la proteina. Las propiedades espectrales de este residuo aromatico
son sensibles a las variaciones fisicoquimicas que experimenta el ambiente que lo
rodea y que surgen a su vez de los cambios estructurales asociados al desplegamiento.
Estos cambios pueden ser detectados en el tiempo (fluorescencia en el tiempo en
experimentos de stopped flow) o al equilibrio (fluorescencia de estado estacionario).
Los experimenios de desnaturacién y renaturacién seguidos a través de
fluorescencia se hizo al equilibrio a distintas concentraciones de agente desnaturante
(GdmCIl) de acuerdo a lo descrito por Santoro y Bolen (Santoro y Bolen 1288). Este
reactivo ha sido utilizado clasicamente en estudios de desplegamiento debido a su
conformacién molecular, que incluye un grupo cargado (CI) que interactia con las
zonas cargadas y polares de la superficie de la protefna y con el solvente para iniciar la
desestabilizacion del estado nativo y permitir el ingreso del componente mas hidréfobo

(guanidimio) hacia las regiones mas apolares para interactuar con el enlace peptidico.




De esta forma se favorece el desplegamiento debido a la estabilizacion natural que
provoca el GdmCl de las conformaciones intermedias y totalmente desnaturadas de la
proteina (el agente desnaturante es por definicion una molécula que posee mas
afinidad por estados desnaturados de la proteina).

EcFisZ no posee triptdfanos en su secuencia, de modo que para caracterizar el
plegamiento de cada dominio se selecciond de entre las mutantes construidas solo
aquellas que conservaron en mejor forma su estructura y/o su funcionalidad respecto
de EcFisZ silvestre. Asi, se escogié dos mutantes puntuales por dominio para realizar
los experimentos de desplegamiento y replegamiento, con la idea de explorar este
proceso en varias regiones, estas fueron las mutantes F40W y F135W del dominio
amino y F275W e 1204W del dominio carboxilo. Se selecciond las mutantes F135W e
1294W debido a que sus perfiles de esfructura secundaria fueron similares a los de
EcFtsZ silvestre en estado nativo (Fig. 14) y las mutantes F40W y F275W, debido a
que su funcionalidad fue semejante a la de EcFisZ silvestre, aunque en menor grado
para F275W. Las caracteristicas de la emision de fluorescencia de los triptéfanos de
estas mutantes, como se dijo, muestran que este residuo de aminoacido se encuentra
mas bien oculto. Las curvas de desnaturacion, seguidas por el cambio en la intensidad
de fluorescencia intrinseca, que se muestran en las figuras 18 A, B y D presentan un
comportamiento normal, es decir al aumentar la concentracién del agente desnaturante
GdmClI, hay una disminucién de la intensidad de fluorescencia con una conducta
cooperativa. Se observa que los mayores cambios en intensidad se producen entre 0,1
y 1,8 M de GdmCI similar a lo observado por DC. Es interesante destacar el
comportamiento de la mutante F275W que inicialmente muestra un aumento de la

intensidad de fluorescencia hasta 0,6 M GdmCl y luego decae con una conducta similar

a las anteriores (Fig. 18 C). Las curvas de renaturacién que se muestra en la figura 19




presentan un patrén similar al de desnaturacion, lo que sugiere que el proceso es

reversible.
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Figura 18. Desnaturacién al equilibrio. La desnaturacion de las mutantes del dominio
amino F40W (A) y F135W (B), y las del dominio carboxilo F275W (C) e 1284W (D), a
una concentracion de proteina de 12 pM, se hizo por dilucién rapida en una solucion
que contenia Tris-HCI 50 mM pH 7.5, con las concentraciones de GdmCl que se indica
en la figura. Se grafica la fraccion de proteina nativa para las mutantes F40W, F35W e
1294W, estimada a partir de la normalizacién de los datos en funcién de la intensidad
méaxima obtenida en la muestra nativa. Para la mutante F275W, se grafica la
fluorescencia de emision relativa, pues se produjo un aumenio de la fluorescencia

hasta alrededor de GdmCl 0,6 M. En cada punto se determind la intensidad de
fluorescencia a 340 (F40W), 343,1 (F135W), 340,2 (F275W) y 339,8 (1294W) nm, que
corresponden a los maximos de emision de cada proteina en estado nativo (0 M de
GdmCl).




Fraccién de Protaina Renaturada

Fluorescencia Relativa

o6

04

02

00}

08

osf

o4f

02F

00

{Gome (M)

Fraccién de Proteina Renaturada

Fraccidn de Proteina Renaturada

10F

08 F

08

o4l

02

0.0

1o

08t

08

04

02

[y

61

[GdmCI] (M}

L

: 2 3
[SOme] (M)

Figura 19. Renaturacién al equilibrio. La renaturacién de las mutantes F40W (A),
F135W (B) y F275W (C) e 1294W (D), a una concentracion de 12 puM, se hizo por

dilucion rapida de las proteinas en estado desnaturado (GdmCl 3,0 M) en una solucién

que contenta Tris-HCI 50 mM pH 7.,5. La obtencién y el tratamiento de los datos de

intensidad de fluorescencia se hizo de la misma manera como se indica en la figura 18.

Los triptéfanos situados en el dominio amino (W4Q y W135) se encuentran

estructuralmente alejadas entre si (ver figura 5), y los experimentos de desnaturacién

muestran una transicion levemente diferente, que comienza en ambos casos alrededor

de 0,4 M de GdmCl, pero que transcurre de forma menos cooperativa para el caso del

mutante F40W, con la formacién probable de un intermediario alrededor de 1 M que no

se detecta con el mutante F135W. Este Gitimo muestra una transicién mas cooperativa,

asociada a un tipico proceso de dos estados. Debido a que el friptéfano W40 se




encuentra mas oculto al solvente comparado con el friptéfano W135 (ver Fig. 17 y
Tabla 8) que se caracteriza por una emisién menos energética, es posible que el
primero sea méas sensible al proceso de desplegamiento, y se detecte una estructura
intermedia relativamente estable que en el otro mutante no se observo. Para explorar
mas esta idea, se analizd el cambio del maximo de emision del W40 en funcion del

agente desnaturante.
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Figura 20. Maximos de emisién del mutante F40W. Cada punto corresponde al
méaximo de emisién determinado a partir de los espectros de fluorescencia obtenidos a
distintas concentraciones de agente desnaturante {GdmCl) en el experimento de

desnaturacion al equilibrio.

La energia de emisién del W40 comienza a disminuir conforme empieza el
proceso de desnaturacion (Fig. 20}, a partir de 0,2 M de GdmCl, y alcanza finalmente a

una emisién promedio de 354,7 nm a partir de 1,6 M de GdmCl. Se observa claramente




la formacion de una regién intermedia de emision constante alrededor de 1 M de
GdmCl, que separa dos transiciones centradas aproximadamente en 0,6 y 1,3 M de
GdmCl respectivamente. Esto sugiere la formacién de un intermediario relativamente
estable de plegamiento en esa zona, que se caracteriza por una energia de emision e
intensidad de fluorescencia relativamente constantes en ese intervalo de agente
desnaturante.

En el dominio carboxilo, las mutantes muestran transiciones diferentes. Con la
mutante F275W se observé un aumento considerable y pronunciado de la intensidad
de fluorescencia a medida que se incrementa la concentracion de agente desnaturante
(la intensidad alcanzd un 140% la intensidad de la proteina nativa). Este aumento en
la intensidad de fluorescencia, fenémeno denominado en la literatura como
Hiperfluorescencia (Missiakas y col., 1990), se detectd en la desnaturacion y
renaturacion al equilibrio de la proteina, y comienza alrededor de 0,1 M, alcanzando
un pico a 0,6 M de GdmCI en ambos casos. La fransicion total finaliza a 1,8 M de
Gdmcl, al igual que en los demas mutantes. Por ofro lado, la mutacién 1294W presento
una transicién tipicamente cooperativa asociada mas a un proceso de dos estados,
muy similar a la observada con el mutante F135W, que se inicia a 0,4 M y finaliza en
1,8 M de GdmCI. Con el fin de determinar si el aumento evidente de la intensidad de
fluorescencia observado con el mutante F275W esta ademés asociado a cambios en la

longitud de onda de la emisién, se analiz6 los maximos de emisién de cada espectro.
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Figura 21. Area y méximos de emisién del mutante F275W. A. El area de cada
espectro de emision de fluorescencia se determin6é a distintas concentraciones de
GdmCl en la desnaturacion al equilibrio, a través de la integracidn de la curva bajo el
pico de emisién maxima. B. El maximo de emisién de cada espectro fue estimado a

partir de los espectros a distintas concentraciones de agente desnaturante.

En la figura 21 A se aprecia que el area contenida bajo cada uno de los
espectros aumenta de manera proporcional y correlacionada con el aumento de
intensidad de fluorescencia observado en los experimentos de desnaturacion y
renaturacion, en el intervalo de concentraciones de agente desnaturante que va desde
0,1 hasta 1,8 M de GdmCI, con un pico similar alcanzado a 0,6 M de GdmCl. La
energia de la emisién disminuye pronunciadamente a medida que comienza la
desnaturacion de la proteina, reflejado en el aumento en la longitud de onda de
emision (Fig. 21 B), alcanzando una estabilizacién e incluso una disminucion del
maximo de emisién entre 0,4 vy 1 M de GdmCl, que corresponde a la zona de la

transicion donde comienza a caer la intensidad de fluorescencia luego del pico

alcanzado. A partir de 1 M la energia vuelve nuevamente a disminuir hasta cerca de




1,6 M de GdmCl, donde comienza [a estabilizacion de la emision, promediando 355,6
nm.
Célculo de energia libre

A partir de las curvas de desnaturacién es posible estimar la diferencia de
energia libre asociada al equilibrio que se establece en cada punto de la curva. Cuando
la transicion es de dos estados o al menos no presenta regiones intermedias, se
produce una dependencia lineal entre ese valor de energia y la concentracion de
agente desnaturante en la zona de ftransicion, de manera que al extrapolar a cero
[GdmCI] es posible determinar la diferencia de energia libre del desplegamiento
(AG oy, p-v) de la protefna en la solucidn sin GdmCI (Ver Apéndice 1)(Santoro y Bolen
1988).

Para estimar AG°gy, p-v de desplegamiento de EcFtsZ se hizo un ajuste de las
curvas de desplegamiento y replegamiento de los mutantes F135W e 1284W, ya que
presentaron transiciones mucho mas cooperativas que los otros mutantes. A partir de
este ajuste se determino el valor de AG°yuy, p-» para cada proceso. Ademas, se calculd
el parametro [GdmCl]sy, que corresponde a la concentracion de agente desnaturante
necesaria para alcanzar el punto medio de [a transicion, donde la constante de
equilibrio alcanza la unidad (Keq, une = 1). Este indice es generalmente utilizado para
comparar las estabilidades de proteinas (Ver Apéndice [).

L.os valores de AG°(X) py ¥ [GdmClsey fueron similares entre ambos mutantes,
dentro del intervalo de error experimental (Tabla 9, Figs. 22 y 23), lo que indica que las
regiones estructurales en las cuales se ubica cada triptéfano presentan caracteristicas
termodinamicas similares, y el mismo proceso de desplegamiento y replegamiento al

equilibrio se observa a partir de esas zonas. La transicidn en ambos casos pasa por el




mismo punto de Keq = 1 (alrededor de 1,2 M de [GdmClI]), lo que sugiere que estas
zonas poseen la misma estabilidad. La similitud entre los valores obtenidos para
ambos pardmetros estimados a partir de la desnaturacion y renaturacién para cada

mutante, comprueba la reversibilidad del proceso de desplegamiento al equilibrio.
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Figura 22. Ajuste de curvas de desnaturacion y renaturacién de mutantes F135W
e 1294W. El ajuste se hizo mediante el método de extrapolacién lineal (ver Apéndice I).
Los circulos negros (s) corresponden a los punios experimentales y las lineas

continuas corresponde al ajuste.
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Tabla 9. Ajuste de las curvas de desnaturacién y renaturacién de mutantes F135W e

1294W 2.

F135W 1294W
NG%esnaturacion | 4700 £ 4,3*10? | 4800 + 3,5%10°
{cal/mol)
[GdmCl]sp% (M) 1,25 + 0.06 1,27 + 0.09
{desnaturacion)
AGOr&naturacidn 4800 = 4-4*1 02 4500 = 6.7*102
(cal/mol)
[GdmCl]ses (M) 1,2 + 0.05 1,2+ 0.08

(renaturacion)

2 El calculo de la diferencia de energia libre de cada proceso fue determinado a partir

del método de extrapolacién lineal (ver Apéndice I).

Delta de Energia Libre (cal/imol}

7000

6000

5000 |- {

4000 -

3000

0 ]

1 1

. 1

1294W Des

1294W Ren F135WDes F135W Ren

Figura 23. Energia libre de desnaturacion y renaturacion. Valores de AG® para las

mutantes F135W e [1294W para los experimentos de desnaturacion (Des) y

renaturacién (Ren).




Microcalorimetria Diferencial de Barrido (DSC})

Esta técnica consiste esencialmente en medir los cambios en la capacidad
calérica (Cp) del sistema en estudio, en funcién de la temperatura. Al utilizar la
temperatura como variable fisica, se consigue una perturbacion directa de las
propiedades estructurales del sistema, de manera que es posible estimar parametros
termodinamicos de manera directa. Se observo que la estructura de las proteinas es
capaz de absorber calor de manera diferencial de acuerdo al estado conformacional en
que se encuenira. Debido a que durante el desplegamiento se suscitan diversas
conformaciones, es posible estudiar este proceso en funcién de los cambios de Cp del
sistema al aumentar la temperatura gradualmente e inducir el desplegamiento de la
proteina (Privalov y Potekhin 1986).

Se analizd el desplegamiento de EcFisZ silvestre por el aumento de la

temperatura a través de DSC. Ademas, se utilizé adicionalmente esta técnica para
estudiar el desplegamiento de MjFisZ, con el fin de establecer comparaciones
estructurales entre ambas proteinas.
EcFtsZ silvestre. En una primera etapa, para los experimentos de desnaturacion
térmica se vari6 la temperatura entre 5° y 100° C. En las condiciones experimentales
utilizadas, esto es proteina mas amortiguador Tris-HCI pH 8,0, 50 mM, los resultados
mostraron absorciones continuas de calor dentro del intervalo térmico utilizado, en la
forma de transiciones incompletas, sin la presencia del pico caracteristico de una
fransicion de estado asociado a un desplegamiento de la proteina. Estos resultados
fueron reproducibles alin con muestras de EcFisZ provenientes de diferentes
preparaciones.

El sigulente paso fue desnaturar completamente la EcFisZ con GdmCl como

agente désnaturante, y luego iniciar el proceso de renaturacion por dilucion rapida en



Tris-HCI 50 mM pH 8,0 {logrando una concentracion final de GdmCl de 0,1 M), durante
50 min en hielo. Al utilizar esta muestra renaturada de EcFisZ, se observé una
absorcién de calor mas pronunciada que en los termogramas anteriores, pero la
transicion siguié siendo incompleta (Fig. 24 A). Para analizar el efecto del pH, se utilizd
Glicina (pH 4,0) como amortiguador, sin embargo no se observd diferencia respecto de

los resultados obtenidos anteriormente.
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Figura 24. Microcalorimetria diferencial de barrido (DSC). La solucién experimental
contenia la EcFtsZ en amortiguador TrisHCI 50 mM, pH 8. Se muestra los perfiles de
absorcion de calor en funcién de la temperatura (termogramas) de EcFtsZ renaturada
en 0,1 M de GdmCI (A), MjFtsZ silvestre (B), EcFisZ renaturada en GdmCI 0,7 M (C) y
MjFisZ renaturada en GdmCl 2 M (D).




Se demostré que el uso de agentes desnaturantes en bajas concentraciones
durante el desplegamiento por temperatura permite estabilizar estados intermedios
durante el proceso de desnaturacién y evitar ademas eventos de agregacion e
interacciones inespecificas que dependen del cambio en la temperatura del sistema
(Blaber y cal., 1999). Debido a la absorcidén continua de calor observada en los
experimentos previos, se procedié a usar GdmCI en bajas concentraciones. Asi en el
intervalo de 0,1 2 0,3 M GdmCl, no hubo cambios respecto a los resultados anteriores,
sin embargo, al utilizar GdmCl 0,7 M, se observé un pico de absorcion de calor
caracteristico de una transicién (Fig. 24 C). Sin embargo debido a que el proceso no
fue reversible, no se pudo obtener datos termodinémicos reproducibles, pues se
observd una evidente agregacion y posterior precipitacion de la muestra luego de
alcanzar los 60 °C.

Para analizar la curva mostrada en la figura 24 C ascciada a una transicion, se
realizé una deconvolucion de los puntos experimentales para determinar el nimero de
transiciones de dos estados que existen en la curva envolvente de modo de analizar la
presencia de intermediarios y el grado de cooperatividad o unidades cooperativas (ver
Apéndice 2). La deconvolucion de los datos experimentales indica la presencia de 3
transiciones durante el desplegamiento por temperatura de EcFisZ (Fig. 25), lo que
sugiere una baja cooperatividad en el proceso de desplegamiento asociado

probablemente a la presencia de uno o mas intermediarios.
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Figura 25. Termograma de desplegamiento de EcFtsZ. La muestra en amortiguador
TrisHCI 50 mM, pH 8,0 se desgase6 y se adquirio el termograma con una velocidad de
muestreo de 1 °C/min. Se muestra la capacidad calorifica normalizada por la
concentracién de proteina (25 uM) y por la temperatura. Los datos experimentales se
ajustaron para obtener la mejor curva experimental, y se obtuvo una deconvolucion de
la curva experimental. Los puntos negros continuos corresponden a la sustraccion de
la curva experimental y la linea base. La linea negra discontinua corresponde al ajuste
de los datos experimentales. Las lineas rojas corresponden a la deconvolucion de los

datos en transiciones de dos estados.

MjFtsZ. Para analizar el efecto de la temperatura sobre el desplegamiento de MjFtsZ
proveniente del microorganismo hiperterméfilo (M. jannashii) se varié la temperatura
entre 5° y 110° C. De manera similar a lo ocurrido con EcFtsZ, los termogramas
obtenidos con MjFtsZ en amortiguador Tris-HCI 50 mM, pH 8,0 mostraron un proceso
de absorcidn de calor continuo (transicién incompleta), con eventos de agregacion y

precipitacion desde los 80 °C (Fig. 24 B).




Con el fin de evitar la agregacién se utilizé GdmCI que eventualmente puede
estabilizar estados intermediarios de transicion. Se usé una concentracion de GdmCl 2
M que esta por debajo de la concentracion que desnatura la proteina (2,8 M) (Andreu y
col., 2002). Bajo estas condiciones, se observo un pico de absorcién de calor asociado
a una transicién, similar a lo observado para EcFtsZ. Se observa en la figura 24 D, que
la transicidn comienza a una temperatura menor que para EcFtsZ, lo que es razonable
considerando la alta concentracién de GdmCl utilizada. No se detectd agregacion de la
muestra, sin embargo, al repetir el experimento con la misma muestra no se observo
reversibilidad, pues se produjo agregacion y precipitacion en la muestra a partir de los
75 °C. Por esto la deconvolucién se hizo con los datos del primer experimento de la
misma forma que en EcFisZ y se muestra en la figura 26. La deconvolucién mostro la
presencia de mas de una transicién durante la absorcion de calor, de manera similar a
lo observado con EcfFtsZ.

Las curvas de desnaturacion por temperatura muestran en general una
transicién similar para EcFtsZ y MjFtsZ, caracterizadas por un bajo grado de
cooperatividad, que se comprueba por la diferencia observada entre los valores de
entalpia experimental y tedrica calculados para el desplegamiento de ambas proteinas
(Tabla 10, Apéndice Il), y la presencia de intermediarios de plegamiento bajo las

condiciones experimentales utilizadas.
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Figura 26. Termograma de desplegamiento de MjFtsZ. La muestra en una solucién
de Tris-HCI 50 mM, pH 8,0 se desgased por 45 min antes de cargar en el
microcalorimetro. La velocidad de muestreo fue de 1 °C/min. Se muestra la capacidad
calorifica normalizada por la concentracién de proteina (25 pM) y por la temperatura.
Los datos experimentales se ajustaron para obtener la mejor curva experimental, y se
obtuvo una deconvolucion de la curva experimental. Los puntos negros continuos
corresponden a la sustraccion de la curva experimental y la linea base. La linea negra
discontinua corresponde al ajuste de los datos experimentales. Las lineas rojas
corresponden a la deconvolucion de los datos en transiciones de dos estados

Tabla 10. Entalpia del desplegamiento por temperatura de MjFtsZ y EcFtsZ ®.

AHca (kcal/mol) AHyant off (kcal/mol)
EcFtsZ 1140 197
MjFtsZ 867 203

®Las entalpias calorimétricas (AHc) y tedricas (AHvantor) fueron calculadas a partir de
las curvas experimentales y sus ajustes respectivamente, mostrados en las figuras 25 y
26 (Ver Apéndice II).




DISCUSION

Disefio de Mutantes. El disefio de mutantes puntuales de triptéfano considerd
aspectos estructurales y evolutivos. El criterio principal fue el disefio de mutaciones
que no afectaran en lo posible las propiedades estructurales y funcionales de la EcFtsZ.
Se reportd en la literatura, numerosos frabajos en los cuales se disefi¢ y construyo
mutantes puntuales con la idea de no perturbar las caracteristicas de las proteinas
silvestres. La mayoria de estas mutaciones son conservadas, es declr implican un
cambio en el cual se mantiene las propiedades fisicoquimicas del residuo a cambiar,
esto incluye su hidrofobicidad, el volumen hidrodindmico y radio de Van der Waals, y
las propiedades electrostaticas, entre ofras. Este fue el criterio basal que se utilizé en
este irabajo en la mayoria de las mutaciones por triptéfano. Ademas, se realizod
consideraciones a través de andlisis de secuencias para determinar el grado de
conservacion evolutivo de los residuos candidatos a ser mutados. Como resultado se
construyd 6 mutantes de triptéfano, 3 en el dominio amino y 3 en el dominio carboxilo.
EcFsZ es considerada una protefna altamente conservada que se encuentra
presente en la gran mayoria de los microorganismos, e incluso en eucariontes en
algunos sistemas de origen bacteriano como cloroplastos y mitocondrias (Gilson y col.,
2003; Kiefel y col, 2004). Esio fue confirmado al enconfrar un alto nimero de
secuencias con un porcentaje de identidad mayor o igual al 40% en la alineacion
mltiple de secuenclas de FtsZ. Este porcentaje es suficiente para clasificar a estas
proteinas como estructuralmente homélogas entre si. La mayoria de los residuos

posicionados en zonas cercanas al nicleo de la EcFtsZ o en él mismo mostraron alta




conservacion, al igual que aqueilos situados en zonas asociadas a la union e hidrdlisis
del nucleétido.

Los modelos construidos en este trabajo de EcFisZ silvestre y de cada una de
las mutantes mostraron un alto grado de confiabilidad, pues fueron muy similares a la
estructura cristalina de MjFtsZ, utilizada como molde, en cuanto a las caracteristicas de
la estructura secundaria vy al tipo de plegamiento presente en cada dominio.

La mayoria de los residuos de fenilalanina, esto es alrededor de un 75%,
poseian porcentajes de ASA bastante bajos (menores al 40 %), probablemente debido
a su caracter hidrofobo. La ausencia de impedimentos estéricos asociados a la
introduccién de triptdfanos en los maodelos generados se debe al volumen similar que
ocupa la cadena aromética de ambos residuos. Estos dos parametros, sumado al
grado de conservacion evolutiva de cada posicion fueron los factores principales para
escoger el sitio de la mutacién. De las mutaciones escogidas, F40W fue la que mostrd
mejores cualidades debido a que evolutivamente existe en esa posicion un aito numero
de triptdfanos, considerando la baja abundancia de este residuo, ademas de estar

situada en una zona de muy baja accesibilidad al solvente.

Construccion y purificacion de EcFtsZ silvestre y las mutantes. Los ensayos de
mutagénesis realizados en este trabajo, tuvieron una buena eficiencia debido al uso de
un “kit" comercial que utiliza una DNA polimerasa de alta procesividad y fidelidad,
ademas de una alta eficiencia de transformacién. Practicamente todos los clones
seleccionados para secuenciar poseian la mutacion deseada y no presentaron ningin
cambio en el resto de la secuencia. Los mayores inconvenientes surgieron en el paso

de optimizacion, pues en esa etapa las caracteristicas de los partidores (tamafio y

porcentaje de bases CG) influyen considerablemente. En algunos casos fue necesario




aumentar la estrictez del sistema en la reaccién de PCR, ya sea incrementando la
temperatura de hibridacion con el molde o variando la concentracion de los partidores,
ambas estrategias con la idea de evitar la reaccién complementaria entre partidores. La
optimizacién de estos dos factores resolvié el problema de la ausencia de productos de
PCR en cierios casos (mutacion F275W e [294W).

En los experimentos de sobre-expresion, las proteinas mutantes que presentan
problemas de agregacién o alteraciones importantes en la esircutura generalmente
conllevan niveles de sobre-expresion menocres que su contraparte silvestre o en un
caso mas extremo llegan a ser expresadas como cuerpos de inclusién. Todas las
mutantes se expresaron de manera soluble, lo que indica la ausencia de problemas
serios en su estructura y plegamiento. Las diferencias se notaron en los niveles de
expresion. Los menores niveles se obtuvieron con la mutante 1294W y F275A/1294W,
mientras que las otras mutaciones presentaron niveles similares a EcFisZ silvestre. La
presencia de niveles comparativamente bajos de sobre-expresion sugieren alguna
deficiencia asociada a su funcionalidad y no a su estructura, debido a su expresion en
forma soluble, ya que ademas este efecto fue similar en todos los clones seleccionados
para esas mutantes. En algunos casos se observd filamentos a simple vista en los
medios de cultivo sobre-expresados, un indicativo de alteraciones en [a division celular,
lo que puede estar asociado al exceso de moléculas de FisZ silvestre o mutantes, ya
que aquellos cultivos presentaron en general altas cantidades de proteina durante las
purificaciones.

La purificacién de EcFisZ siivestre se caracterizd por poseer alto rendimiento en
general, asociado al alto nivel de sobre-expresion. Todos los mutantes a excepcion de
1294W y F257A/1294W presentaron niveles similares a los de EcFtsZ silvestre, lo que

se correlaciona también con los niveles de sobre-expresion obtenidos. La
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polimerizacion de EcFtsZ inducida por glutamato es reversible (los filamentos formados
se despolimerizan facilmente cambiando por ejemplo la temperatura) y en gran parte
los precipitados solubilizan facilmente. Este paso de purificacion permitié aumentar la
actividad especifica de las muestras luego de la etapa de cromatografia de intercambio
iéhico. Se concentrarond las muestras finales lo mas posible (entre 0,3 y 0,4 mM) sin
presentar agregacion producto de la concentracién, lo que demuestra la alta solubilidad

de la EcFisZ.
CARACTERIZACION FUNCIONAL Y ESTRUCTURAL

Funcionalidad. Se utilizé el mismo método de purificacidn para EcFtsZ silvestre y para
las mutantes y se analizo la polimerizacion y la actividad GTPéasica de cada una de
ellas en las mismas condiciones experimentales. EcFisZ silvestre presentd un
comportamiento similar al de la proteina purificada por el método tradicional de
precipitacién por calcio (Beuria y col., 2003), por lo que constituye un buen control para
las mutantes.

En la evaluacién de la viabilidad de las células que no expresan FtsZ silvestre
en condiciones restrictivas, el hecho de complementar esta carencia con las proteinas
mutantes permitid establecer el efecto in vivo de ésta sobre [a estructura nativa o
funcion de FisZ. Asi, niveles muy bajos de complementacion indicarfan de manera
indirecta una alteracién importante de la estructura de FisZ, sin embargo, resultados
intermedios no permiten una evaluacion directa, razén por la cual fue necesario evaluar
la funcionalidad in vitro. Las mutaciones Y222W e 1294W mostraron niveles de
sobrevivencia muy bajos respecto de EcFtsZ silvestre, a diferencia de las demas

mutantes. Este resultado indica que el residuoc tirosina 222 y la isoleucina 294 vy

o




probablemente el ambiente que rodea a cada uno son esenciales para mantener una
estructura funcional de la proteina.

En la caracterizacidn funcional in vitro se observd una correlacién entre la
polimerizacion y la actividad GTPasica. Aquellos mutantes que polimerizaron y
presentaron tiempos mas largos en la condicién de estado estacionario, mostraron
también una disminucion en la actividad GTPasica.

La mutacién F40W del dominio amino mostré una funcionalidad muy parecida a
la de EcFtsZ silvestre en cuanto a [a complementacion in vivo, [a polimerizacién y la
actividad GTPasica. Esto refleja gue la mutacién de una fenilalanina por un triptofano
(el cual aparece en el mismo lugar en varias otras secuencias de FtsZ) no altera
significativamente la funcion, hecho que debiera ser considerado cuando se escoge un
lugar para una mutacién., Da fuerza a esta proposicién el hecho que, el residuo de
fenilalanina ubicado inmediatamente al lado no muestra una substitucion por triptéfano
en las secuencias analizadas. El cambio de un residuo hidréfobo por otro, como
fenilalanina por triptofano, no debiera afectar la zona donde estos amino4cidos se
encuentran, cuando el ambiente que los rodea es altamente hidréfobo y los problemas
estéricos asociados a la substitucion son menores. Todo lo anterior sustenta [o
observado experimentalmente en cuanto a la funcionalidad de la mutante.

La actividad GTPasica de la mutante F135W in vitro fue casi normal, sin
embargo, la polimerizacion fue distinta a la de EcFisZ silvestre y la complementacion in
vivo alcanzo solo a un 50%. Estas diferencias pueden ser explicadas por la cercania de
la. zona de la mutacion con el bolsillo de unidn del nucleétido, pues el anillo inddlico del
triptéfano se encuentra a alrededor de 10 A de la base nitrogenada del nucleétido. De

esta forma, la union de GTP puede estar afectada y por eso se observa diferencias a

nivel de polimerizacién, mientras que la aclividad GTPasica a concentraciones




saturantes no fue muy diferente a fa EcFtsZ silvestre porque la mutacion se encuentra
lejos del fosfato gama del GTP. El anélisis de secuencia mostré que habia una aita
conservacion de fenilalanina en esa posicion, y se enconird solo un triptéfano en las
secuencias analizadas, de manera que a pesar del cambio conservado (triptéfano por
fenilalanina) esa zona puede ser especialmente sensible a cualquier mutacidn.

La mutante F145W polimerizé y la velocidad de despolimerizacion fue mucho
mas lenta que la EcFtsZ silvestre, lo que se correlaciona muy bien con la disminucion
observada en la actividad GTPasica. El andlisis de secuencia mostré una alta
variabilidad de residuos para esa posicién y en ninguna de ellas se encontrd un
triptéfano. En el modelo 3D se observé que la posicion 145 se encuentra cerca del sitio
de unién de GTP, alrededor de 5 A entre el anillo indélico del triptofano y el fosfato beta
del nucledtido. Esto puede explicar el hecho de que se altere en mayor medida la
actividad GTPasica que la polimerizacion. Ademas, al determinar la presencia de
interacciones cercanas a la posicién 145, se observa la formacion de dos puentes de
hidrogeno entre el nitrégeno del anillo inddlico de W145, el oxigeno de la asparragina
73 (situada en el lazo opuesto a Ia hélice alfa} y el nitrdgeno de la lisina 141 (ubicada
en la misma hélice alfa donde se ubica el triptéfano) (ver figura 27). Estas interacciones
podrian alterar la dinamica propia del sitio del nucledtido en la zona méas cercana a la
hidrdlisis del fosfato gama por un aumento en la rigidez de la regién, sobretodo debido
a que uno de los puentes de hidrégeno se produce entre dos regiones lejanas en la
secuencia, particularmente el caso de N73, que se ubica en el lazo T3 (Fig. 27), el cual

ha sido definido como un elemento estructural clave del dominio amino en cuanto a los

cambios conformacionales producidos por la hidrdlisis de GTP (Diaz y col., 2001).




Lisina 141

Asparragina 73

Figura 27. Zona aledana al triptéfano 145. Se muestra los residuos ubicados a 6 A
del centro de masa del anillo indol del triptéfano 145 en el modelo 3D de la mutante
F145W. Se muestra los residuos coloreados de acuerdo a su carga (color rojo para
cargas negativas, azul para cargas positivas y gris para atomos sin carga). En cinta
roja se muestra la hélice alfa que contiene al W145. La linea verde punteada indica los

puentes de hidrégeno que se forman entre los atomos conectados.

La mutante Y222W del dominio carboxilo mostré una bajo nivel de
sobrevivencia in vivo. La polimerizacion presentd un aumento en la dispersion de luz
respecto a EcFtsZ silvestre a la misma concentracion y en las mismas condiciones
experimentales con una despolimerizacion muy lenta, lo que se correlaciona bien con
su baja actividad GTPasica. Esto sugiere que los polimeros que se forman
permanecen por tiempos mas largos debido a que el estado estacionario se hace mas
estable como consecuencia de la disminucion de la actividad GTPasica. Esta
estabilidad podria estar asociada a la formacion de manojos de filamentos mas
gruesos al favorecer la mutacion las interacciones laterales entre polimeros. Este

fenédmeno se describié con inductores de la polimerizacion de FtsZ como calcio (Yu y



Margolin 1997; Lowe y Amos 1999) o glutamato (Beuria y col,, 2003), donde se
observa redes de filamentos mucho més densas y que afectan la actividad GTPasica.
Una disminucion de la actividad GTPasica puede explicarse por una alteracion del sitio
de unién del nucledtido que afecta la catalisis o por un impedimento de la correcta
interaccion del aspartico 212 del bucle T7 del mondémero vecino. Ofra posibilidad es
que el cambio conformacional inducido por la hidrélisis del fosfato gama de GTP se
encuentre impedido. La posicién de la Y222 esta [ejos del sitio de GTP y de la interfase
entre los mondmeros de FtsZ del protofilamento, por lo tanto es probable que el cambio
conformacional se encuenire alterado favoreciendo en este caso las interacciones
laterales entre filamentos (tomando como referencia que las interacciones
longitudinales entre monémeros de EcFisZ siguen aproximadamente la direccion
longitudinal de la hélice que conecta los dos dominios y que se indica en la Fig. 4).
Para estudiar esta posibilidad, en el laboratorio Andrea Garcés hizo un analisis de
mutaciones correlacionadas, donde analizé la relacion evolutiva que existe entre los
residuos de superficie y mediante una alineacidon de secuencias localizd otras
posiciones de aminoacidos donde se produjo un cambio en forma simultanea at de la
mutacion analizada. Se determiné que existe una correlaciéon entre dos zonas laterales
opuestas del monémero de EcFisZ, que estarian implicadas en interacciones laterales
entre polimeros. Se observa en la figura 28 que la tirosina 222 forma parie de un eje

central de correlacién que conecta una zona lateral con la ofra.



Figura 28. Analisis de las mutaciones correlacionadas en EcFtsZ. Desde una
perspectiva transversal se muestra los residuos de superficie situados en las dos caras
laterales de un monémero de EcFtsZ indicadas por A y B. Los residuos que tienen
correlacion evolutiva se muestra en rojo y los que presentan una conservacion de un
50% en las secuencias en violeta, la correlacion se indica con lineas verdes. Se
muestra en rojo las estructuras sobrepuestas de GDP y GTP. La flecha indica la
ubicacion de la tirosina 222 que aparece como eje central en la red de correlaciones
(Fuente: Tesis en curso de Andrea Garces).

La red de correlaciones evolutivas de la figura 28 muestra que la tirosina 222
seria el eje central entre los dos grupos de residuos, de ambas caras del monémero,
que estarian participando en las interacciones laterales de EcFtsZ. Al analizar la
frecuencia de los residuos en la posicién 222 se observa una alta variabilidad, que
estaria asociada a los cambios correlacionados ya mencionados (ver Tabla 4). Sin
embargo, en esta zona existe un bajo numero de fenilalaninas y ningun triptéfano en

comparacion con la frecuencia de tirosinas y de otros residuos, probablemente debido




a la hidrofobicidad de sus anillos aromaticos. De hecho, el mayor porcentaje de
aminoacidos corresponde a residuos cargados positivamente (alrededor de un 49%).
Los resultados en su conjunto sugieren que la posicion 222 estarfa participando en la
conexion funcional entre las caras laterales de la EcFisZ (interacciones laterales entre
el dominio amino y carboxilo de mondmeros difentes). Por esto, una mutacidén en esta
posicién debiera alterar las interacciones laterales entre filamentos de EcFtsZ.

La mutacidn que presentd mayores alteraciones en la funcionalidad respecto de
EcFisZ silvestre fue 1294W. La isolecucina 294 se encuentra practicamente en el
mismo lugar que la fenilalanina 275, sin embargo la mutante F275W fue capaz de
polimerizar, presenté actividad GTPasica y complementd in vivo en un 100%. Para
explicar el efecto de la mutante [294W analizaremos el grado de conservacién de este
residuo. De hecho ambos presentan diferencias en hidrofobicidad y en su volumen
hidrodinamico. Los analisis de secuencia indicaron que no pueden existir
simultaneamente dos residuos aromaticos en las posiciones 275 y 294, lo que ayuda a
explicar el efecto de la mutante 1294W. El sitio de la mutacion en MjFtsZ W319Y, se
encuentra ubicado en la misma region estructural que la posicion 294, y esta mutante
mostrd una inactivacion de la actividad GTPasica comparada con MjFtsZ silvestre
(Oliva y col., 2003), lo que sugiere que esta zona esta relacionada con la funcion de
FtsZ.

Se analizd desde un punto de vista estructural el efecto de la mutacidn 1294W.
Con este proposito se ulilizé dos modelos 3D de EcFisZ construidos en el [aboratorio,
gue corresponden a dos estados diméricos que tienen unido GTP y GDP. A partir de
estos modelos, se analizd el efecto de la mutacion sobre el cambio conformacional

entre los estados GDP y GTP (proteina EcFisZ silvestre en estado dimérico unida a

GDP o GTP respectivamente) (Fig. 29).
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Figura 29. Cambios conformacionales asociados a la hidrélisis del GTP. A.
EcFtsZ en estado dimérico. Se realizé una alineacion estructural entre el modelo
dimérico de EcFtsZ silvestre unido a GTP (estado GTP-GTP, color azul) y el modelo
dimérico de EcFtsZ unido a GDP (estado GDP-GDP, color gris). En la figura se
muestra la interfase longitudinal entre los monémeros que conforman ambos dimeros.
Las flechas indican la posicion de los residuos F275 en el dimero GDP-GDP (rojo) y en
el dimero GTP-GTP (rosa) y la posicién del residuo 1294 en el dimero GDP-GDP (azul)
y en el dimero GTP-GTP (calipso). B. Grafico de DRMS por aminoacido construido a
partir de la alineacion estructural mencionada en A. La flecha indica la region ubicada
en la interfase del dimero que posee un mayor valor de DRMS (Fuente: Tesis en curso

de Andrea Garcés).
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En la figura 29 se observa que la regién que va desde la posicion 260 hasta la
290 es la que sufre los mayores cambios conformacionales en funcion del tipo de
nucledtido unido (GTP o GDP), y alcanza un valor maximo de DRMS de 5,3 A (Fig. 29
B). Se observa en la figura 29 A que [a posicién de [a fenilalanina 275 depende del
estado de fosforilacién del nucledtido y que este residuo se encuentra en una region de
maxima variacién, muy cercano al pico maximo que aparece en la figura 29 B. Por lo
tanto a partir de este analisis propusimos que si el cambio de la isoleucina 294 por un
triptofano lleva a una interaccién aromatica de este residuo con el de la fenilalanina 275
debiera producirse una restriccion del movimiento de este residuo y afectar la actividad
GTPasica. Para dilucidar esta proposicion se disefidé y construyd la doble mutante
F275A/1294W, que revirtid parcialmente el efecto de la mutacidn [294W sobre la
viabilidad y la actividad GTPasica pero no tuvo efecto sobre la polimerizacion. Este
resultado confirma la hipdtesis respecto a la actividad GTPasica pero no da cuenta del
efecto sobre la polimerizacion,

La normalidad observada para la mutante F275W puede entenderse por la
ubicacién y libertad de movimiento del residuo F275 en la region antes mencionada.
Asl, aunque esta mutacién se encuentra situada a sdlo 4 A de la 1294, fue capaz de
polimerizar y presentd una actividad GTPasica practicamente normal y complemento
en un 100%. Esto se debe probablemente a la similitud de las propiedades
fisicoquimicas entre la fenilalanina y el triptdfano y al espacio adecuado para el
movimiento de |a fenilalanina que permite el movimiento del triptofano. No tenemos una

explicacion clara para el efecto de esta mutacion sobre la polimerizacion, en especial

sobre la concentracion critica.




Estructura secundaria. La caracterizacion de la estructura secundaria de las
mutantes F135W e [204W respecto de EcFisZ demostrd que las propiedades
estructurales y de estabilidad observadas con EcFtsZ silvestre no se afectaron por la
mutacién. El desplegamiento al equilibrio fue similar para ambas mutantes respecto de
la EcFisZ silvestre. Esto sugiere que las alteraciones de la funcidén estan asociadas a
modificaciones locales ya sea de la esfructura o de la dinamica de la proteina. La
posicién 135 se encuentra lejos del nlcleo hidréfobo de la proteina (posee un ASA
relativamente alto, Tabla 3) y no serfa importante para la estabilidad, como se
demostrd parcialmente con los resultados obtenidos con la mutante F135W. La
conservacidon de la secuencia podria estar mas bien relacionada con aspectos
funcionales.

Liberacién del nucleétido durante la desnaturacién. La liberacién del nucledtido
(GDP) desde EcFtsZ ocurre entre 0 y 1 M de GdmCl durante la desnaturacion, etapa
que coincide con la primera fase de pérdida de la estructura secundaria seguida por
dicroismo circular (Fig. 14 B). Estos resultados sugieren que la liberacién del nucleétido
durante la desnaturacion podria estar asociada a un cambio en la estructura
secundaria del dominio amino en una zona cercana al sitio de unidn o responsable del
cambio conformacional. Los cambios de estructura secundaria reflejan la importancia
estructural de GDP, sin embargo no se puede establecer si su liberacion de EcFtsZ se
debe principalmente a las propiedades salinas de GdmCI que afectarian la constante
de unién, y que trae como consecuencia las modificaciones estructurales, o son estas
modificaciones propias de la accidén desnaturante de GdmCl las que originan la salida.
En cualquier caso, los resultados demuestran la fuerza de la unidn de GDP a FisZ. Es
posible que el nucledtido estabilice adicionalmente el dominio amino de plegamiento

Rossmann a través de la unién a EcFtsZ. Los resultados de desnaturacion seguida por
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CD v la liberacion de GDP coinciden con lo reportado previamente (Andreu y col.,
2002).

Fluorescencia. Las propiedades de los espectros de emision de las mutantes,
particularmente las intensidades maximas y los valores de energia asociados al
maximo de emision, mostraron una buena relacién general con las propiedades
fisicoquimicas determinadas para el triptéfano y su ambiente en los modelos 3D de
cada mutante. Se observé que en general aquellos residuos ocultos al solvente (< 10%
de ASA) poseian maximos de emisidbn mayores que aquellos con un ocultamiento
parcial (10%-50%). En el caso de [as intensidades maximas, hubo una mayor variacion,
pues esta propiedad depende no sélo del tipo de residuos cercanos (cargados, polares
o apolares) sino también de su cercania con el triptéfanoc. Debido a que la mayoria de
los triptéfanos se ubicaban de acuerdo a los modelos en zonas de alta hidrofibicidad
(residuos ocultos), las intensidades dependen mas bien de las propiedades

fisicoquimicas de los residuos vecinos y de su cercania.

PLEGAMIENTO

Fluorescencia. Los experimentos de desnaturacion y renaturacidn mostraron
transiciones diferentes con cada sonda utilizada (W40, W135, W275, W284). Mientras
con los muiantes F135W e [1294W se obtuvo transiciones mas semejanies a un
proceso de dos estados, con los otros mutantes se observd menos cooperatividad
durante las transiciones. Los mutantes F135W e [294W fueron caracterizados por
dicroismo circular, con lo cual se demostrd que las propiedades estructurales y de
estabilidad seguidas a partir de los cambios de la estructura secundaria no se vieron

afectadas. Por ofro lado, los mutantes F40W y F275W fueron los que presentaron



mayor similitud funcional para cada mutante de cada dominio de EcFtsZ, lo que sugiere
también que su estructura no se vid alterada de manera importante. Esto conduce a la
idea de que las diferencias observadas en las transiciones asociadas al
desplegamiento y replegamiento se deben principalmente a la ubicacion estructural de
las sondas en la EcFtsZ y a la sensibilidad de sus propiedades espectrales.

En el dominio amino, el iriptéfano W40 se ubica distante de W135, en una zona
mucho méas densa de residuos y mucho mas oculia. Estas caracteristicas generan una
mayor sensibilidad del W40 en cuanto a las alteraciones de [as propiedades
espectrales durante el desplegamiento. Si bien la transicion total ocurre en un intervalo
muy similar al intervalo observado con el W135, las curvas fueron mucho menos
cooperativas. De hecho, se detectd claramente un intermediario de plegamiento que se
forma alrededor de 1 M de GdmCl, caracterizado por intensidades y sobre todo
energias de emisidn definidas. Debido a que el ambiente de W40 es principaimente
apolar, la formacién de esta zona intermedia no se debe a residuos cargados o polares
que se posicionan cerca de la sonda durante el desplegamiento, sino méas bien posee
caracteristicas de intermediario estable. El hecho de que el corrimiento del maximo
(energia de emision} de la mutante W40 se mantenga mas estable que la intensidad
durante la region intermedia, indica que la penetracion del solvente no varia
significativamente en ese tramo, y la intensidad se ve mayormente afectada debido al
distanciamiento de un residuo apagador que se aleja al iniciarse la desnaturacion de la
EcFtsZ cuando se aumenta la concentracion del agente desnaturante, o debido a un
cambio en la flexibilidad del entorno.

En el dominio carboxilo, la cadena lateral de los iriptéfanos (W275 y W294) se
ubica en la misma region estructural, aunque provienen de elementos de estructura

secundaria distintos, hélice alfa y hebra beta, respectivamente. La fransicion observada
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con el mutante 1294W es de tipo cooperativa, muy similar a la obtenida con la mutante
F135W. De manera similar a lo ocurrido con las sondas del dominio amino, la conducta
de desplegamiento y replegamiento fue similar entre ambas mutantes, sin embargo se
observd la formacion de un intermediario hiperfiuorescente con la mutante W275. Este
tipo de transiciones ha sido clasicamente asociada con intermediarios estables de
plegamiento (Missiakas y col., 1990) o al alejamienio de un grupo apagador. Sin
embargo, un trabajo publicado recientemente (Osvath y col., 2005) demostro que [a
hiperfluorescencia se debe a variaciones significativas de la flexibilidad estructural local
en la region en que se encuentra [a sonda, y en ciertos casos no estaria asociada a
intermediarios sino a incrementos de la flexibilidad conformacional de esa region en
estados de pre-transicion (antes de la desnaturacién). En ambos casos, se requiere
que la region posea la flexibilidad necesaria para que se produzca el fendmeno. Al
analizar la posicién 275 (Fig. 29), se observo que el intercambio del nucledtido, GDP
por GTP o viceversa en EcFisZ esta asociado a cambios conformacionales que
producen la mayor variacion estructural, lo que indica que esa region es flexible. Para
profundizar mas este punto, se analizd el cristal de MjFtsZ desde el punto de vista de la

flexibilidad.
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Figura 30. Analisis de la flexibilidad de la estructura de MjFtsZ. La flexibilidad de
MjFtsZ se midié en funcion de los valores de B-factor normalizados obtenidos a partir
de la estructura cristalina 1FSZ. Se muestra las zonas flexibles en color rojo, y las
zonas rigidas en color azul. La flecha indica la regién equivalente a la posicién 275 en
EcFtsZ (Fuente: Tesis en curso de Andrea Garces).

La figura 30 muestra la flexibilidad relativa (flexibilidad de zonas mas rigidas/
flexibilidad de zonas menos rigidas) de MjFtsZ en funcién de los valores de B-factor,
que se relacionan con el grado de movimiento de regiones especificas en funcion de la
temperatura (obtenidos a partir de los datos de la determinacion de estructura por
Rayos X). Se observa que el dominio amino es mas rigido que el dominio carboxilo. La
zona en MjFtsZ equivalente a la posicion 275 en EcFtsZ no es rigida en comparacion
con el resto de la proteina, aunque no presenta una flexibilidad mayor al promedio
general, quizas debido a que esa posicion se encuentra en una hélice alfa, cuya
estructuracion particular se estabiliza y rigidiza por puentes de hidrégeno. Sin embargo,
al observar la figura 29 A se observa que esta region pierde su estructura y adquiere
forma de lazo al pasar del estado GDP a GTP en el dimero, lo que indica que la

posicion terminal de esa hélice es propensa a perder estructura (pasar de hélice alfa a




lazo) cuando experimenta cambios conformacionales significativos, como los que
ocurren al unir GTP e hidrolizarlo (Fig. 29 A), o durante el proceso de desnaturacion.

El hecho que la hiperfluorescencia detectada con la mutante F275W no se
observe con el mutante 1294W a pesar de estar situados muy cerca el uno del otro,
sugiere que ese fenémeno corresponde mas bien a un incremento de la flexibilidad
pre-transicional que a la presencia de un intermediario estable de plegamiento.

Los valores de energia libre de desplegamiento calculados a partir de las curvas
de desnaturacién y renaturacion obtenidas con los mutantes F135W e [1294W se
encuentran dentro de los intervalos reportados para proteinas de tamaiio similar
(Santoro y Bolen 1988). La similitud de los valores obtenidos con ambas mutantes
indica que un proceso termodinamico Unico se observa con ambas sondas a pesar de
estar situadas en diferentes dominios. Por otra parte, el valor determinado para el
energia libre de desplegamiento al equilibrio de MjFtsZ (Andreu y col., 2002} a partir de
CD es aproximadamente el doble que el estimado para EcFtsZ (valor estimado a través
fluorescencia en esta tesis), lo cual esta de acuerdo con las diferencias de estabilidad
(en funcion de la energia libre o [GdmCl]sey,) que se esperaria entre proteinas mesdfilas
y termédfilas.

Microcalorimetria. Los procesos de absorcion continua de calor observados
inicialmente en los experimentos de desplegamiento por temperatura, sugieren la
presencia de fendmenos de agregacion de FisZ dependientes de la temperatura. La
agregacién suele ocurrir sobretodo en proteinas de tamario medio o mayores (>20kDa),
como es el caso de FisZ (40 kDa). Se suele vincular la aparicién de eventos de
agregacion con la formacion de intermediarios estables, que exponen parcialmente

zonas hidrofébicas que interactian con las mismas zonas hidrofébicas de otras

moléculas (Blaber y col., 1999). La formacibn de estos intermediarios de




desplegamiento puede surgir como consecuencia de la cinética del proceso
(intermediarios cinéticos) o por la presencia de minimos locales termodinamicos
(intermediarios en el equilibrio).

Como agente desnaturante, GdmCIl se considera generalmente como un
estabilizador del estado desnaturado de proteinas, sin embargo, este concepto debe
ser mas ampliamente aplicado, pues el intervalo de accion de GdmCl incluye la
estabilizacion de zonas hidrofébicas de la proteina expuestas total (estado desnaturado)
o parcialmente (intermediarios o la desnaturacion parcial de la proteina). Esto implica
que a bajas concentraciones, GdmCI puede estabilizar estados intermediarios en el
proceso de desplegamiento de una proteina. Asi, en los experimentos de
desnaturacién térmica de EcFisZ y MjFtsZ se observo transiciones de estado al utilizar
concentraciones mas bajas que las requeridas para iniciar el desplegamiento de la
estructura secundaria de la proteina. En ambos casos se observé [a presencia de
transiciones muy poco cooperativas, caracterizadas por una gran absorcion de calor
con elevados valores de entalpia. Esto sugiere la presencia de estados intermedios
durante el proceso, que son capaces de ser estabilizados por GdmCl y adicionalmente
evitar la interaccién entre intermediarios (protegeria de la interaccién con las mismas
zonas de otras moléculas). Sin embargo, a altas temperaturas también se ve afectados
los procesos de estabilizacion, y la agregacion aparece entonces a partir de los 60 °C
para EcFtsZ en presencia de 0,7 M de GdmCI. La transicion de MjFisZ comenz6 a una
temperatura menor que para EcFtsZ, pues se usé una concentracién mayor de GdmCl
(2,0 M), lo que aumenta la probabilidad de desnaturacion de la proteina, y que ademas
permiti® evitar Ja agregacion de MjFtsZ en la zona de los 60 °C, justo después de la
transicion. Al enfriar y hacer un segundo barrido de la misma muestra aumentando la

temperatura igual que en el primer barrido no se observd la transicion y hubo alguna




93

agregacién a altas temperaturas. Esto sugiere directamente que el proceso de
desplegamiento por temperatura de MjFtsZ es irreversible, pues la proteina es incapaz
de volver al estado inicial (el estado nativo) al enfriar el sistema hacia la temperatura de
partida, aln a una concenfracién de GdmCl de 2,0 M, que impide fuertemente la
interaccion entre moléculas en estados intermedios o desplegados de MjFtsZ. La
irreversibilidad observada en ambos casos (MjFtsZ y EcFisZ) puede estar asociada al
tamafio de las proteinas (40 kDa) y a la presencia de dos dominios en su estructura. El
caso reportado anteriormente (Blaber y col., 1999) correspondia a una proteina mas
pequefia que FisZ (18 kDa), lo que disminuye la probabilidad de interacciones

inespecificas que conducen a la agregacion.

Modelo de plegamiento

El proceso de plegamiento de una proteina esta determinado esencialmente por
su secuencia. Las proteinas de tamafio pequefio (menor a 20 kDa) generaimente
presentan un plegamiento cooperativo, caracterizado por una sola fransicion que
ocurre de manera pronunciada y separa dos estados termodinamicamente estables, el
estado nativo y el estado desnaturado. Estas proteinas poseen en la mayoria de los
casos solo un dominio o unidad cooperativa. Aquellas proteinas de dos o mas dominios
presentan procesos de plegamiento mas complejos (con mas de una transicion), con la
formacion a menudo de intermediarios. Una de las proteinas de dos dominios mas
estudiadas es la fosfoglicerato kinasa (PGK) {(Missiakas y col., 1990; Zaiss y Jaenicke
1999; Bentahir y col., 2000). Esta proteina posee un dominio amino y un dominio
carboxilo, este Ultimo de plegamiento de tipo Rossmann es capaz de unir el nucledtido.
Se reportd en varios trabajos la presencia de intermediarios de plegamiento asociado a

este dominio. De hecho, se postuld recientemente que el replegamiento del domino




amino esta dirigido por el dominio carboxilo, y que las interacciones inter-dominio
juegan un rol fundamental durante el plegamiento de la proteina (Osvath y col., 2005).

El caso de EcFtsZ es similar, pues esta proteina es de dos dominios, uno de los
cuales posee dos motivos de plegamiento Rossmann unidos. Sin embargo, la interfase
entre ambos dominios es mucho mas extensa e hidrofébica que en el caso de PGK.
Esto causa que la separacién espacial de ambos dominios no sea completa. De hecho
existe una hélice alfa que va de un dominio a otro generando una conexion estructural
aln mas evidente (Fig. 4).

El desplegamiento y replegamiento de EcFtsZ y las mutantes analizado en este
trabajo por dicroismo circular, fluorescencia y microcalorimetria diferencial, indican que
el proceso general de plegamiento se aleja de la cooperatividad, y existiria mas de una
transicion. Los resultados de microcalorimetria indican la presencia de intermediarios
de plegamiento, al igual que por la fluorescencia intrinseca de un triptofano localizado
en el dominio amino (que posee motivos estructurales de tipo Rossmann). Ademas, por
dicroismo circular se observd la presencia de dos transiciones durante el proceso (Fig.
14). Sin embargo, dos de las mutantes (F135W e 1294W) presentaron curvas de
desplegamiento seguidas por fluorescencia mucho mas cooperativas que los curvas
obtenidas con los demas mutantes, con caracteristicas termodinamicas similares, a
pesar que por dicroismo circular se observé dos transiciones similares a EcFisZ
silvestre. Los resultados con estas mutantes indican que el plegamiento al equilibrio de
EcFisZ es similar para ambos dominios, y el mismo proceso se observa cuando se
analiza la fluorescencia intrinseca de un friptofano ubicado en el dominio amino o en el
dominio carboxilo. Sin embargo, ambos dominios son estructuralmente diferentes al
analizar los modelos de EcFtsZ y la estructura cristalina de MjFtsZ, de manera que se

podria sospechar que el plegamiento de un dominio debiera ser distinto al otro. Una




posible explicacién para este fendmeno es que el proceso de plegamiento de un
dominio sea dependiente del oftro y por lo tanto sus propiedades termodinamicas de
plegamiento sean las mismas al determinarlas desde uno u otro dominio. Como se
menciond anteriormente, el pl'egamiento y la estructura nativa de una proteina estan
definidos por la secuencia, ésta es responsable de las interacciones fisicoquimicas
que estabilizan la estructura terciaria de la proteina, y son estas interacciones las que a
su vez determinan las propiedades termodindmicas globales. En otras palabras, la
termodindmica y la estabilidad de la proteina estan definidas por el conjunto de
interacciones propias de la estructura y de la disposicion topolégica que adquiere cada
interaccion. De esta forma, [a posibilidad de que el plegamiento de dos dominios,
estructuralmente diferentes (diferentes topologias} como son el dominio amino y
carboxilo de EcFisZ sean termodinamicamente similares por simple coincidencia es
remota. De alli que la idea de que el plegamiento de cada dominio esta determinado en
gran medida por la conexidn estructural que existe entre ellos sea la hipdtesis mas
plausible. Asi, la interfase que se establece entre ambos dominios debiera ser
estructuralmente significativa, y lo suficientemente fuerte como para estabilizar ambos
dominios, de manera adicional a la estabilidad propia de cada uno. De esta forma, el
patrén de desplegamiento y replegamiento similar observado desde cada dominio
estaria determinado por las interacciones inter-dominio estabilizarian globalmente la

proteina y conducirian al plegamiento de la proteina en su forma nativa.
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Figura 31. Desplegamiento hipotético de una proteina (P) de dos dominios
separados topolégicamente (I y I respectivamente). En A se simula el
desplegamiento de la proteina seguido desde el dominio I (curva I) o el dominio II
(curva II). En B se muestra el desplegamiento de [a proteina seguido por una técnica
que detecta el cambio en la estructura de ambos dominios en forma simultanea (DC,
intercambio de hidrégeno, etc.). La concentracidn de agente desnaturante para obtener
un 50% de forma nativa se representa como Dy y D, para cada dominio,

respectivamente.

En la figura 31 se muestra el desplegamiento hipotético de una proteina de dos
dominios que estan separados estructural y topolégicamente. Ambos dominios
presentan tipos de plegamiento distintos, de manera que sus estabilidades debieran
ser diferentes, lo que se representa a fravés de los valores medios de transicion

([Dnls0%) Dy y D2. El dominio I es menos estable que el dominio II (requiere una menor




concentracion de agente desnaturante para iniciar el desplegamiento), y por lo tanto
presenta un Dy menor. La curva de desplegamiento de la proteina nativa medida con
un método que evalia en forma simultdnea la pérdida de estructura de ambos
dominios muestra dos transiciones, una asociada a la desnaturacion del dominio Iy la
otra a |a desnaturacion del dominio II. Esta separacién de estabilidades se establece
en primer lugar por la diferencia en estructura de ambos dominios, y segundo por que
no existe una conexién estructural fuerte entre ellos, que influya sobre sus
estabilidades particulares.

El plegamiento en solucion de cada dominio de FisZ de Thermotoga maritima
expresado por separado y la interaccién entre ellos ha sido demostrada
experimentalmente (Oliva y col., 2004). Se observd que los dos dominios de FisZ
expresados y purificados en forma separada no mostraron actividad GTPasica, sin
embargo al mezclarlos en solucién la actividad aumentd considerablemente. La
interaccion de los dominios de FisZ explicaria porqué las curvas de desnaturacion de
EcFtsZ, seguidas por la flucrescencia de triptéfano, se superponen. Los resultados
apoyan esta hipotesis, pues en ambos casos, el inicio de la pérdida de estructura
secundaria comienza entre 0,6 y 0,7 M de GdmCl. Estos valores coinciden con el
maximo del aumento de fluorescencia observado con la mutante F275W, donde se
iniciaria la separacion de los dominios en la interfase y la pérdida de su estructura.

El modelo propuesto en este trabajo sugiere un proceso de desplegamiento
determinado por las interacciones que estabilizan la interfase de ambos dominios, que
estabilizarian adicionalmente la estructura propia de cada dominio. Apoyan este
modelo los resultados obtenidos con las cuatro sondas de triptdfano utilizadas, donde

dos mostraron curvas con una cooperatividad similar. La sonda W135 es la mas
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cercana a la interfase (Fig. 5), y por ende es capaz de sensar el desplegamiento
cercano a la interaccion de los dominios. La sonda W294, a pesar de estar situada
lejos de la interfase, y muy lejos ademéas de W135, presenta un patron similar de
plegamiento, lo que indicaria que la pérdida de estructura del dominio amino es
simultanea al cambio cercano a la interfase, el que se propagaria a través de la
proteina en forma cooperativa. Sin embargo, las zonas alejadas de la interfase y en la
superficie de |a proteina serian mas vulnerables a la accion del GdmCl, probablemente
debido a la accion del cloruro sobre el solvente que rodea a la proteina. Por eso estas
regiones comenzarian a desplegarse a concentraciones mas bajas de agente
desnaturante, hasta que parte de [a cadena peptidica quedara expuesta al solvente y
se produjera la interaccion con el ion guanidinio y la desestabilizacién de la interfase.
La figura 5 muestra que las sondas W40 y W275 se encuentran situadas lejos de la
interfase donde el friptéfano 40 dispone su anillo aromatico hacia el solvente en una
orientacion perpendicular respecto de la interfase, mientras que el triptofano 275 se
encuentra en la hélice alfa mas expuesta del dominio carboxilo.

La primera transicion seguida por dicroismo circular coincide perfectamente con
la liberacién GDP, de manera que ambos procesos estarian asociados. Los resultados
de microcalorimetria mostraron una muy baja cooperatividad, pues se observé mas de
una transicién. Todo esto sugiere que existe un intermediario de plegamiento que se
generaria por el desplegamiento parcial de las zonas més expuestas al solvente y
alejadas de la interfase, sobretodo el dominio amino cuya estabilidad y desplegamiento

estaria ligada a la unién del nucledtido,




Figura 32. Modelo del desplegamiento de EcFtsZ. La linea negra continua
corresponde al dominio carboxilo, la linea continua azul al dominio amino, la linea
negra punteada corresponde a las interacciones en los dominios, y la linea negra
discontinua a las interacciones de la interfase. En rojo se muestra el nucleétido GDP. N
corresponde al estado nativo, | al estado intermediario y D al estado desnaturado. Se
muestra la localizacién de los triptéfanos de las mutantes utilizados como sondas de

fluorescencia intrinseca (1).

El modelo propuesto en la figura 32 muestra dos transiciones (T y T). La
primera involucra la desnaturacion de las zonas mas expuestas a la accion del agente
desnaturante, situadas lejos de la interfase entre los dominios. La salida de GDP de la
proteina genera un cambio en la estructura secundaria en el dominio amino. La
segunda transicion implica la desestabilizacion de la interfase, que finalmente conlleva
al desplegamiento total de la proteina.

Los modelos de plegamiento actualmente propuestos incluyen tres mecanismos:
“difusion-colisiéon”, “colapso hidréfobo” y “propagacion” (Fersht 1998). Los dos primeros
incluyen la presencia de intermediarios de plegamiento, pero el mecanismo de difusion-
colision se ajusta mas al modelo propuesto en este trabajo, pues considera la
formacion de elementos de estructura secundaria de manera independiente de la
estructura terciaria (se demostré en el trabajo que al inicio de la desnaturacién ocurren

cambios en la estructura secundaria que no se detectd a nivel de estructura terciaria
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con algunas mutantes) (Fig. 14 B y Fig. 18 A, B, D). Asi, durante el desplegamiento es
posible observar cambios estructurales locales que preceden el desplegamiento total
de la proteina. Sin embargo, los mecanismos propuestos han sido establecidos
generalmente, a partir del estudio de proteinas pequefias (< 20 kDa), y es posible que
en proteinas de mayor tamario (como FisZ) se presente mas de un mecanismo durante
el plegamiento, en zonas distantes de la estructura. Una posibilidad es que el
mecanismo de difusidn-colision domine el plegamiento de los dominios de FisZ,
mientras que la interfase de la proteina, principalmente hidréfoba, se pliegue mediante
el mecanismo de “colapso hidréfobo”. Experimentos futuros, como son la
desnaturacién y renaturacion de EcFitsZ seguidas por el cambio en algin observable
experimental {como fluorescencia o DC) en funcién del tiempo, y la caracterizacion
estructural de cada uno de sus dominios expresados por separado, permitiran

confirmar cual es el mecanismo que domina el plegamiento de FisZ.



101

CONCLUSIONES

El plegamiento de EcFtsZ es un proceso complejo que depende de las
estabilidades propias de cada uno de sus dominios, y también de la estabilidad de la
interfase que existe entre ambos. Los procesos de desplegamiento y plegamiento son
reversibles, cooperativos y no son de dos estados, pues existe mas de una transicion.
La conexién estructural entre los dos dominios es importante para la funcion, pues
EcFtsZen estado GDP presenta una conformacion diferente a la del estado GTP que
induce la polimerizacion. Estas funciones, la actividad GTPasica y la capacidad de
polimerizar, se ven alteradas cuando mutaciones puntuales alejadas del sitio activo

afectan la dindmica de EcFtsZasociada a ambos dominios y su interfase de interaccion.
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Apéndice I: Método de extrapolacién lineal para el calculo de la energia libre

(MEL).

MEL se utiliza para determinar la diferencia de energia libre de desplegamiento
de una proteina en solucién cuando la transicion observada es de dos estados y los
datos experimentales son cbtenidos mediante el uso de una técnica experimental que
permita diferenciar adecuadamente el estado nativo del estado desnaturado
(generalmente fluorescencia, dicroismo circular, calorimetria, etc.).

El plegamiento de una proteina esta favorecido termodinamicamente. Esta
generalizacién se puede extender a todas las proteinas, si se considera una Unica
molécula en solucidn (para evitar por ejemplo eventos de agregacién). Por esto, la

desnaturacion de una proteina implica alterar el equilibrio (a) en el cual se encuentra:

N (nativo) <+—— D {desnaturado) (a)

El equilibrio se puede alterar variando las condiciones fisicas del sistema, tales
como la temperatura o la presion, o las condiciones quimicas, al agregar agentes
inductores del desplegamiento, comlnmente llamados “agentes caotropicos o
desnaturantes”. Los agentes desnaturantes més utilizados son Urea y Cloruro de
Guanidinio (GdmCl). El método MEL fue desarrollado y aplicado en los experimentos
de desnaturacion de proteinas utilzando agentes desnaturantes (desnaturacion
guimica).

Se define el equilibrio en (a) como:

Keq =[D]/[N] (b)
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MEL se basa en la estimacion de la diferencia de energia libre a diferentes
concentraciones de agente desnaturante, para una transicion tipica como la mostrada

a continuacion:
Estado Mative

=

8 AN

[~

@

E

e

@

I%

% Estado desnaturado

©

b A

Q

@

o

(e
o
e

Agente Desnaturante

Figura 1. Apéndice |. Simulacién de un desplegamiento de dos estados. Se
muestra el efecto de un agente desnaturante en la conformacién de una proteina,

seguido por algun observable experimental.

La curva sigmoidea (Figura 1. Apéndice 1) muestra un cambio dramatico en el
“observable experimental” (sefial que proviene de la proteina que es detectada por una
técnica particutar) y por ende en la pendiente de la curva, a una determinada
concentracion de agente desnaturante. Este cambio se denomina transicion. Antes de
la transicién, el observable tiende a mantenerse constante o lineal, al igual que
después de la transicion. Estas regiones estan asociadas a los estados nativo y
desnaturado respectivamente. Se habla de cooperatividad en el desplegamiento de
una proteina cuando la transicion observada desde el estado nativo hacie el
desnaturado es abrupta y lineal en gran parte del cambio. Este tipo de transiciones se
observa generalmente en proteinas o dominios que presentan un plegamiento de dos

estados. La aplicacion del método MEL sobre la curva de desplegamiento implica el




) 104

uso de ecuaciones lineales para describir el estado pre-transiciéon y post-transiciéon de
la siguiente forma:

Pre-Transicion: Yn(X) = mpfX] + ny (c)

Post-Transicion: Yo(X) = mpfX] + np (d)

{myy mp pendientes, ny y np interceptos, [X] concentracion de agente desnaturante)

Estas ecuaciones ((c) y (d)} se denominan “lineas base”. La relacion de cada
linea base con el observable experimental se obtienen a partir del grafico anterior

(Figura 1 Apéndice I) de la siguiente forma:

Linea base dP:I estado nativo

-

o

N\

Probabilidad de desplegamiento (Pn)

Probabilidad de plegamiento (Pf)

-

Linea base del estado desnaturado

Observable Experimental

-

v

Agente Desnaturante

Figura 2. Apéndice I. Andlisis de la curva de desplegamiento de dos estados.

La probabilidad del estado nativo o desnaturado es proporcional a la poblacién

de moléculas en ése estado conformacional, que depende de la concentracién de

agente desnaturante (Fig. 2, Apéndice ). De esta forma:
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Keq = [D]/[N] =~ Pf/Pu (e)

La probabilidad de un estado particular aumenta a medida que aumenta la

diferencia absoluta entre el observable experimental “Obs” (dependiente de Ia

concentracion de agente desnaturane “X") y la linea base del otro estado:

Pf(X}/ Pn(X) = (Yn(X) — Obs(X)) / (Obs(X) — Yd(X)) 0

Reemplazando en (e):

Keq = (Yn— Obs(X)) / (Obs(X) — Yd) (g)

Para el calculo de la energia libre, se utiliza la expresidon que relaciona esta

cantidad con |a constante de equilibrio:

AG(X) = - RT In (Keq) = - RT In [(Yn(X) — Obs(X)) / (Obs(X) — YA(X})] ()

Despejando “Obs™

Obs(X)=[Yn(X) + Yd(X)e “CYRT) /[ 1 + ¢ AECYRT) 1 (i)

“Yn" y “Yd" dependen de “X" como se mostrd en (b) y (c). Por otra parte, como

el equilibrio mostrado en (b) es alterado al agregar agente desnaturante al sistema, el
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cambio en energia libre en cada punto de la curva tambien es una funcion de “X". El
método MEL considera que el cambio en la energia libre en la transicidn es una funcioén

fineal de la forma:

« AGKX) =AG =59 + m[X] ()

Reemplazando (j) en (i}:

Obs(X) = [Yn(X) + Yd(X) e (4 G;x=01+m[xj')/RT)]/[ {+gl2 Gp(:oj+m[x]}/RT)] (k)

Esta ecuacién se puede utilizar directamente para ajustar los puntos
experimentales que se obtienen en una desnaturacion al equilibrio. Sin embargo,
involucra muchos parametros (solo se conoce “Obs”, “R”, “T" y [X]), de manera que la
Unica forma de que el ajuste converja es dando valores de partida al ajuste para los
parametros desconocidos. Ofra forma mas indirecta, es simplemente calcular la
diferencia de energia libre en cada punto de la transicion utilizando para ello la
ecuacion (h). En este caso se conoce todos los parametros. Luego, debido a que en la
transicion la diferencia de energla libre varia linealmente con la concentracion de
agente desnaturante, se realiza un ajuste de regresion lineal aplicando la ecuacién ().
De esta forma, es posible obtener el parametro

A4 G =g

Este parametro equivale a la diferencia de energia libre en ausencia de agente

desnaturante, osea la diferencia de energia libre de desplegamiento de una

proteina en agua (o amortiguador).



107

El punto medio de la transicion o [XJs, €5 la concentracién de agente
desnaturante requerida para desnaturar el 50% de las moléculas, de manera que la

constante de equilibrio a esta concentracion alcanza la unidad:
Keq=Pu/Pf =06/05 =1
Luego, reemplazando en (h) y después en (j):

A G(X)

11
(=]

AGp=gg = M (X505

[X]5g% = AG [x.:o}/m

(Referencia: Santoro y Bolen, 1988)
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Apéndice II: Célculo de Ia entalpia del desplegamiento de una proteina a partir de

Microcalorimetria Diferencial de Barrido (DSC).

El microcalorimetro es un aparato que es capaz de detectar sutiles variaciones
de temperatura. La muestra problema es puesta en un compartimiento adiabatico, de
manera que el equipo transforma las diferencias de temperatura producidas en la
muestra, que surgen como consecuencia de incrementos de temperatura
proporcionados por el equipo, en diferencias de voltajes que pueden ser amplificadas y
observadas en un computador. Los incrementos de temperatura en general son
discretos y completamente regulables.

En los experimentos de desnaturacién por temperatura, la proteina en solucion
es puesta en una celda a una concentracién adecuada para observar cambios, y en
ofra celda se pone la misma solucién pero sin proteina. De esta forma, el equipo
detecta las diferencias de temperatura asociadas a la presencia de la proteina, y
eventualmente los cambios conformacionales que experimenta debido al incremento
en iemperatura del sistema.

Durante el desplegamiento de una proteina se produce cambios en el Cp
(capacidad caldrica) del sistema en funcién de la temperatura (T), de acuerdo a la

ecuacion:

dH=CpdT (a)

Esto genera un pico de absorcion de calor (Fig. 1 A, Apéndice ll).
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A B
A A
AH calorimetrico
Lineas bases
o o {nativo y desnaturado)
O (5]
> /- ACp
Temperatura Temperatura

Figura 1. Apéndice Il. DSC. (A). Ejemplo de desnaturacion por temperatura de una
proteina, seguido por DSC. (B). Parametros directamente exiraidos de este tipo de

experimentos.

A partir de este grafico, es posible determinar la entalpia directa o
“calorimétrica” del desplegamiento calculando el area bajo la curva (Fig. 1 B Apéndice
II). De manera alternativa, es posible calcular la entalpia del desplegamiento,
asumiendo que [a transicion corresponde a un proceso de dos estados. Para ello se
utliiza una modificacion de la ecuacion de vant’ Hoff adaptada para microcalorimetria

diferencial;

AHy=-R &In Keq / 2(1/T) (b)
AHy b (Tr) = 4RT?n ACP (T) 1 Q (c)

(Tm : temperatura a la cual se desnatura el 50% de las moléculas, Q: area bajo Ia curva)
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La ecuacioén (b) corresponde a la ecuacion de van't Hoff clasica, que relaciona
la constante de equilibrio con la temperatura. La ecuacion (¢) es una variacion de (b),
que permite caicular el cambio en la entalpia de van't Hoff para un pico de absorcion
calérico como el observado en una desnaturacidn por temperatura, Este valor
corresponde al cambio en entalpia de un proceso de dos estados, o de forma mas
general, corresponde a la desnaturacion de una “unidad cooperativa” (la region minima
de la proteina que se desnatura cooperativamente).

De esta forma, es posible comparar los valores de AH cajoimético Y AHND i1 (Ta).
Si estos valores son similares, significa que la proteina se desnatura de manera

cooperativa, sin la presencia de intermediarios estable al equilibrio:

AH caosimetrico / AHnow (Tg) = 1 —» Desplegamiento cooperativo
AH caigimetrico / AHnown (Te) <1 —>» Presencia de intermediarios de plegamiento

AH caorimetrico / AHnpwn (Te) > 1 —» Presencia de Gna o mas unidades cooperativas

(Referencias: Privalov y Potekhin 1986, Plotnikov y col., 1997))
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