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Resumo

RodZ é um componente do sistema morfogenético das células bacterianas. E
uma proteina transmembranar que localiza em bandas ao longo do eixo longitudinal
da célula. Em Bacillus subtilis, RodZ consiste numa porc¢éo citoplasmatica, RodZn, e
em uma parte extra-citoplasmatica, RodZc. RodZn contém um dominio em helix-
turn-helix (HTH), enquanto que RodZc pode ser dividido num dominio coiled-coil e
num dominio terminal C, de funcdo desconhecida. Um segmento transmembranar
(TM) Unico separa RodZn de RodZc. A eliminagdo de rodZ causa alongamento do
nucledide e leva a producdo de células polares nucleadas. Aqui, mostramos que
RodZn € estruturado, estavel e em hélice a. Descobrimos que as substituigdes Y32A
e L33A na suposta hélice de reconhecimento (a3) do motivo HTH, bem como as
substituicdes Y49A e F53A, fora do motivo HTH (a4), causam divisao assimétrica,
mas apenas as Ultimas levam a deslocalizagdo sub-celular de RodZ. Sugerimos que
as hélices a3 e a4 sdo utilizadas para uma interaccdo proteina-proteina ou proteina-
DNA essencial para divisdo celular enquanto que a4 deve contactar um componente
do citosqueleto, possivelmente MreB, uma vez que a correcta localizagédo sub-celular
de RodZ depende desta proteina. Em todos os mutantes as células polares sao
anucleadas, pelo que concluimos que o alongamento do nucledide ndao é um pré-
requisito para divisdo assimétrica. RodZc € largamente ndo estruturado mas com
contetdo de folha B, sendo estabilizado pelo dominio coiled-coil. Mostramos uma
relacdo homéloga entre RodZc e a bomba de transporte Na'/Ca?* NCX1 e
identificAmos dois residuos no dominio C, G265 e N275, essenciais para a
manuten¢do da forma celular. Estes residuos fazem parte de um motivo em gancho
que pode actuar como um local de interaccdo com um ligando desconhecido. RodZn
e RodZc sdo monoméricos em solucdo. Contudo, na membrana, RodZ interage
consigo propria num sistema de dois hibridos (Split-Ubiquitin) em levedura,

sugerindo que possa formar multimeros in vivo.
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Abstract

RodZ is a transmembrane component of the bacterial core morphogenic
apparatus. RodZ localizes in bands long the longitudinal axis of the cell, and it is
though to functionally link the cell wall to the actin cytoskeleton. In Bacillus subtilis,
RodZ consists of a cytoplasmic moiety, RodZn, and an extracytoplasmic moiety,
RodZc. RodZn contains a predicted helix-turn-helix domain, whereas RodZc is
thought to contain a coiled-coil region and a terminal C domain of unknown
function. A single transmembrane domain separates RodZn from RodZc. Deletion of
rodZ causes elongation of the nucleoid and leads to the production of polar minicells
containing DNA. Here, we have studied the structure and function of RodZn and
RodZc. We show that RodZn is a stable, folded, a-helical domain. We discovered
that the Y32A and L33A substitutions within the presumptive recognition helix (a3)
of the HTH motif, as well as the Y49A and F53A substitutions outside of the HTH
motif (in a4) cause asymmetric cell division. However, only the substitutions in a4
cause sub-celular delocalization of RodZ. We suggest that o3 and o4 are used for a
protein-protein or protein-DNA interaction important for cell division, whereas a4 is
likely to contact a cytoskeletal component, presumably MreB. The polar cells formed
by all the mutants are anucleate. We conclude that nucleoid elongation is not a pre-
requisite for asymmetric division. RodZc appears to be a largely unstructured
domain, with some B-sheet content, and is stabilized by the coiled-coil region. We
show a homology relationship between RodZc and the NCX1 Na*/Ca®* transporter
and we found two residues within the C domain, G265 and N275, that are important
for cell shape determination. These residues are predicted to be essential
determinants of a claw-like motif, which may act as a binding site for an unknown
ligand. Both the isolated RodZn and RodZc proteins are monomeric in solution.
However, because full-length RodZ interacts with itself in a split-ubiquitin yeast
two-hybrid assay, we suggest that it may dimerize or form higher order multimers in

Vivo.
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Interrupcao ou juncédo
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Temperatura de melting
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Neomicina

Spectinomicina

Fluoreto de fenilmetilsulfonil
Acido etilenodiaminotetracético
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o-Nitrophenyl-p-galactosidase
Phosphate Buffered Saline
Proteina fluorescente amarela (Yellow Fluorescent Protein)
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2 As abreviaturas utilizadas e a nomenclatura para as unidades de medida e quantidades fisicas e
quimicas estdo de acordo com as instrucdes dos autores do Journal of Biological Chemistry

(www.jbc.org).
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PCR
OE-PCR

PSI
LB
LA
YPAD
SD

IMAC

SEC
FRET

NMR
1D 'H NMR
CD

HRP

TSDS-PAGE

Acido desoxirribonucleico (Deoxyribonucleic acid)
Mili unidades de absorvancia

Estirpe ou fenétipo selvagem

Asparagina

Alanina

Glicina

Leucina

Tirosina
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Lisina

Arginina

Serina

Isoleucina
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Glutamato

Valina

Pesos moleculares (Molecular Weight)

Reaccdo em cadeia da polimerase (Polymerase Chain Reaction)

PCR por extensdo de fragmentos sobreponiveis (Overlapping Extension
PCR)

Pound Force per Square Inch

Versdo liquida do meio de cultura Luria-Bertani
Meio de cultura Luria-Bertani solidificado com agar
Meio de cultura de Yeast Extract-Peptone-Dextrose
Meio de cultura de Synthetic Dextrose

Cromatografia de afinidade por metais imobilizados (Immobilized Metal
Affinity Chromatography)

Cromatografia de Exclusdo Molecular (Size Exclusion Chromatography)

Transferéncia de energia por ressonancia de fluorescéncia (Fluorescence
resonance energy transfer)

Ressondncia Magnética Nuclear (Nuclear Magnetic Resonance)
Ressonancia magnatica nuclear de protes 1D

Espectroscopia de Dicroismo Circular (Circular Dichroism Spectroscopy)
Horseradish peroxidase

Electroforese em géis desnaturantes de Tris-tricina contendo SDS (Tricine-
sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis)
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1. Introducao

1.1. Bacillus subtilis

A bactéria Gram-positiva B. subtilis € um organismo sapréfita do solo que
apresenta uma morfologia em forma de bastonete, semelhante a da bactéria Gram-
negativa Escherichia coli. Este organismo atraiu grande atencdo pela sua capacidade
de diferenciacdo num tipo celular de repouso, o esporo, em condi¢bes extremas de
escassez nutricional (28, 55, 64, 70). Devido a existéncia de sofisticadas ferramentas
para a sua manipulacdo genética, este organismo tornou-se um modelo ndo sé para
estudos de desenvolvimento, mas também para o estudo da fisiologia microbiana de
um modo geral. Recentemente, estes estudos incidiram sobre temas relevantes para a
presente discussdo, incluindo a estrutura e a funcdo da parede celular e do
citosqueleto, os processos de segregacdo do cromomossoma, a divisdo e a
morfogenese celular. B. subtilis € também uma das espécies microbianas mais
importantes a nivel industrial (28, 42, 64, 70).

O ciclo de vida do B. subtilis consiste numa fase de crescimento celular
vegetativo, em condi¢cdes 6ptimas de crescimento, e numa fase de esporulacdo em
condigdes adversas, tais como a caréncia nutricional ou a densidade celular (28, 55,
70). O crescimento vegetativo divide-se em duas etapas: o elongamento celular ao
longo do eixo longitudinal, e a divisdo celular, binéria (Fig. 1; 17, 28, 55). Neste
processo, a célula bacteriana duplica o cromossoma e divide a meio da célula,
originando duas novas bactérias idénticas (55).

No entanto sob condi¢des adversas a bactéria tende a esporular, culminando na
formacdo de um esporo, apos divisdo assimétrica perto de um dos pélos da célula
(Fig.1; 28, 55, 70). Neste, o cromossoma bacteriano duplica-se e uma das copias do
cromossoma € transferida para o pré-esporo (28, 55, 70). Apds o processo de
envolvimento do pré-esporo pelas membranas septais e a maturacdo do esporo por
adicdo de varias camadas protectoras de PG (cdrtex) e proteinas (manto), o esporo é
libertado para o meio ambiente por lise da célula-mae (28). Ao encontrar um
ambiente com condi¢Oes adequadas para 0 crescimento, 0 esporo germina originando

uma nova célula vegetativa, que se passa a reproduzir por divisdo binaria (80).
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Figura 1 - Ciclo de vida de B. subtilis. Durante o ciclo vegetativo, o crescimento da célula da-se ao
longo do eixo logitudinal (elongacdo). Quando o comprimento da célula atinge o dobro do seu
tamanho ao tempo da divisdo, tem lugar a replicacdo e a segregacdo do cromossoma. De seguida,
forma~se um septo de divisdo a meio da célula. A divisdo celular vegetativa produz duas células de
dimensédo idéntica, ambas dotadas de uma copia do genoma. O ciclo alternativo de esporulacéo, ocorre
apenas quando as células sdo sujeitas a condicOes adversas. Neste, ha a formacdo de um septo perto
dos pélos (divisdo assimétrica), originando dois compartimentos de tamanhos diferentes, um maior
designado de célula-mde e um menor designado por pré-esporo. Ap6s migracdo e fusdo das
membranas do septo assimétrico (processo de envolvimento), o pré-esporo torna-se num protoplasto
totalmente rodeado pelo citoplasma da célula-mde. Ap6s maturacdo do esporo e lise da célula-mae,
este acaba por ser libertado para o meio ambiente. Quando em Optimas condicfes o0 esporo tem a
capacidade de germinar, re-entrando no ciclo vegetativo. Adaptado de Errington 2003 (28).

1.2. Morfologia Celular

A forma das células bacterianas ¢ uma caracteristica central, que influencia
todas as actividades celulares, e esta sob forte presséo selectiva. A morfologia celular
é importante na aquisicdo de nutrientes, na divisdo celular, no desenvolvimento e na
patogénese, entre outros (97). Contudo, 0 nosso conhecimento sobre os mecanismos
moleculares envolvidos na determinacdo e na manutencdo da morfologia celular é

ainda escasso.



Actualmente sabe-se que a forma celular das bactérias é definida e mantida por
duas estruturas moleculares essenciais, a parede celular e o citosqueleto.

O papel da parede celular na aquisicdo e manutencdo da forma celular é
ilustrado pela analise funcional de um dos seus constituintes principais, 0
peptidoglicano (PG). A camada de PG esta situada externamente a membrana
citoplasmatica, garantindo a célula uma pressdao osmoética interna estavel (78). A
morfologia da célula é em parte determinada pela forma desta macromolécula, ja que
0 PG isolado mantém a forma da célula de origem (41). A camada consiste em
cadeias de monémeros de PG ligados entre si covalentemente. Os monémeros de PG
sdo heteropolissacarideos dos acucares N-acetilglucosamina e 4&cido N-
acetilmuramico dispostos alternadamente e unidos por ligacdes glicosidicas 1.4 (41,
78). Sdo sintetizados no citoplasma, pela ac¢do de varias enzimas, e transportados
através da membrana plasmatica por translocases especificas. Os mondémeros de PG
séo depois incorporados na cadeia de PG crescente por reacc¢des de transglicolizacéo
e de transpeptidacdo, pela accdo das proteinas de ligacdo & penicilina (PBP’s; 41,
78).

As mutacdes em genes envolvidos na via de sintese do PG, ou a interferéncia
quimica com a accdo das enzimas que intervém nesta via, levam a alteracGes
drasticas na forma da célula, acompanhadas muitas vezes por perda de viabilidade
(25, 78). Como € o caso da proteina RodA, que pertence a familia SEDS, e presume-
se que seja importante para a translocacédo do lipido Il (que se associa ao percursor de
PG), durante a sintese do PG (38). A auséncia desta proteina em B. subtilis leva a
perda de morfologia, exibindo células com forma esférica (25, 38).

A sintese de PG, em organismos em forma de bastonete, ocorre em duas
ocasides: associada a sintese de PG ao longo do eixo longitudinal da célula, na fase
de elongacdo do ciclo celular, e associada a sintese do septo, aquando a divisdo
celular (17, 23, 25, 78).

O citosqueleto bacteriano é formado por homologos dos trés componentes
principais do citosqueleto das células eucariotas (4, 15, 98). Em quase todas as
espécies, FtsZ é essencial para a divisdo celular e é um homoéloga da tubulina (ver
abaixo); MreB é essencial para o alongamento em bactérias de forma alongada, e é
um homélogo da actina (ver abaixo); existem também homaologos das proteinas dos



filamentos intermédios, como exemplificado pela Crescentina, que é essencial para a
forma encurvada de Caulobacter crescentus (4). Mutacdes nos genes codificantes
para estas proteinas, ou interferéncia quimica com a sua accao, produzem alteracfes
importantes no padrdo de divisdo celular e/ou alongamento e consequentemente

resultam em alteracOes drasticas na forma da célula (4, 15; ver abaixo).

1.3. Alongamento celular e a proteina do citosqueleto MreB

O alongamento celular de bactérias em forma de bastonete da-se por insercdo
de PG ao longo do eixo longitudinal da célula sem alteracdo do diametro celular (17,
25). Sabe-se que a proteina MreB do citosqueleto esta envolvida neste processo (15,
23). Em E. coli e em B. subtilis, a eliminacdo do gene codificante para a proteina
MreB, leva a perda da forma de bastonete, demonstrando o papel desta proteina na
morfogénese celular (23, 45, 48). O gene codificante para MreB esta ausente do
genoma da maioria das espécies que apresenta forma esférica, salientando a
importancia de MreB no processo de alongamento em células em forma de bastonete
(2, 45).

Em B. subtilis foram descobertos dois outros genes paralogos, mbl e mreBH.
MreB, Mbl e MreBH séo parcialmente redundantes (45, 48). Pensa-se que cada uma
destas proteinas possa ter funcdes mais especializadas, como exemplificado pela
observacdo de que a localizacdo sub-celular da autolisina LytE depende
especificamente de MreBH (18). As proteinas Mbl e MreBH formam um complexo
com MreB. O complexo organiza-se em polimeros dindmicos formando um padréo
de hélice ao longo do eixo longitudinal da célula e parece direccionar a inser¢do do
novo PG, distribuindo-o uniformemente ao longo da parede celular em crescimento
(45, 48).

Quer em B. subtilis quer em E. coli foram igualmente identificadas outras
proteinas, tais como MreC, MreD, RodA e a proteina de ligacdo a penicilina 2
(PBP2), que em conjunto com MreB ajudam a manter a forma celular destas
bactérias direccionando a sintese lateral de PG (24, 52). Tanto RodA, como MreC e
MreD sdo proteinas membranares, com dominios intra e extra-citoplasméticos. A
associacao destas com MreB, sugere claramente a existéncia de uma ligacéo fisica e

funcional entre o citosqueleto e a maquinaria extra-citoplasmatica de sintese do PG
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(52). Na auséncia de outras proteinas do complexo, o padrao de localizacdo de MreB
é alterado (24, 48). Contudo, os pormenores moleculares, assim como os factores que
promovem a ligacdo funcional entre o citoesqueleto de MreB e a maquinaria de
sintese do PG, ainda ndo sao claros (24, 52, 98).

Observacdes em E. coli e B. subtilis sugerem ainda que MreB possa estar
envolvida na segregacdo dos cromossomas, mais especificamente no posicionamento

da regido de origem de replicacdo (ou oriC; 24, 32, 51).

1.4. Segregacéo dos cromossomas e Divisdo Celular

Durante o crescimento vegetativo (exponencial) de B. subtilis, 0 cromossoma
bacteriano mantém-se confinado no espaco compreendido entre ¥ e % do
comprimento das células (87, 89, 92, 93). Quando se inicia o processo de replicagéo,
as regides oriC sdo rapidamente posicionadas a ¥ e a ¥ da célula, enquanto que a
regido de terminacdo da replicacdo (ter) permanece a meio da célula, até a separacéo
dos cromossomas (89, 92, 93). Quando tal acontece, é formado um septo central, que
resulta na producdo de duas células irmas idénticas (89). Claramente, a segregacao
dos cromossomas € estreitamente coordenada com o processo de divisdo celular de
modo a que ambas as células produzidas contenham uma cépia completa do genoma
(10).

As proteinas de segregacdo ParA e ParB foram inicialmente identificadas em
E. coli, codificadas nos plasmideos P1(parABS) e F(sopABC; 66, 67). Estas proteinas
ligam a origem de replicacdo e localizam nos quartos celulares, e a sua fungdo é
essencial para a segregacdao com fidelidade dos plasmideos P1 e F (59, 67). Em B.
subtilis, as proteinas Soj e Spo0J, inicialmente descobertas pelo papel que
desempenham no inicio da esporulacdo, sdo homologas de ParA e ParB,
respectivamente (44, 53, 59). Soj é uma proteina que se liga ao DNA, funcionando
como o repressor da transcricdo de varios genes de esporulacdo (44). Ja a proteina
Spo0J contraria esta accdo e apresenta um papel importante na segregacdo dos
cromossomas, possivelmente por afectar a orientacao de oriC (33, 44, 59, 87). Spo0J
liga a locais designados por parS, localizados perto de oriC (57, 59). Contudo, a
eliminacdo de spo0J ndo tem um fen6tipo muito pronunciado na segregacdo dos



cromossomas em células vegetativas (59). O mesmo acontece quando se elimina o
gene codificante para soj (44).

O septo de divisdo também pode ser formado perto dos polos da célula,
aquando da divis&o assimétrica que ocorre no inicio da esporulacéo (6). Antecedendo
a divisdo assimétrica, o cromossoma alonga formando um filamento axial (28). A
regido oriC do filamento fica localizada na extremidade da célula (28, 29, 93). Esta
localizacdo ¢ direccionada pela presenca de proteinas como RacA e DivIVA (89, 95).
Numa fase inicial da esporulacdo RacA interage com 25 regides do cromossoma
préximas da oriC e ao mesmo tempo vai interagir com a proteina DivIVA (7, 28,
95). Esta proteina porém reconhece curvatura negativa, estando localizada nos p6los
celulares (43, 73). Assim, o cromossoma é ancorado aos pdlos celulares pela
interacgdo do complexo RacA-DNA com DivIVA (7, 89, 95).

A formacdo do septo assimétrico aprisiona cerca de 30% do cromossoma
centrados em torno de oriC no pré-esporo (28, 55, 72). Os restantes 70% do
cromossoma sao bombeados para o pré-esporo por accdo da translocase de DNA
SpollIE que forma complexos funcionais no centro da placa septal (14, 28, 89). Ap6s
a translocagdo do cromossoma, o septo é finalizado, ocorrendo a fusdo das

membranas.

1.5. O septo de divisdo e a proteina do citosqueleto FtsZ

A formacdo do septo de divisdo depende quase sempre da proteina do cito-
esqueleto FtsZ (5, 13). Esta origina polimeros dindmicos dependentes da ligacdo e
hidrélise de GTP, formando uma estrutura anelar, designada por anel Z (Z-ring), nos
futuros locais de divisdo da célula (1, 5, 13, 27).

Inicialmente, para a formacdo do Z-ring € necessario a presenca de duas
proteinas ZapA e FtsA (5, 13). A proteina ZapA desempenha um papel importante na
formacdo do anel de FtsZ, pois auxilia a polimerizacdo diminuindo a quantidade de
FtsZ necessaria para formar o Z-ring (31, 35). Ja a proteina FtsA promove a ligacéo
entre os filamentos de FtsZ, interagindo directamente com o C-terminal de FtsZ, co-
localizando na célula (61, 91). Assim, ambas as proteinas desempenham um papel
crucial para a formacéo inicial do Z-ring. Posteriormente, sdo recrutadas outras

proteinas essenciais para a divisdo celular, que em conjunto com o Z-ring formam o
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divissoma, como FtsQ, FtsW, FtsL, FtsN, FtsK, Ftsl e PBP3 (1, 25). No final da
divisdo celular, o Z-ring contrai ocorrendo a separacdo das células irmds, ou
citocinése (5, 13). Na auséncia de FtsZ, ndo ocorre formacdo do divisoma e as
células ndo dividem, originando longos filamentos (5, 85).

Durante a divisdo assimétrica ha uma mudanca na localizacdo do FtsZ do
centro da célula para os pdlos. Um dos modelos actuais, propdem que a alteracdo na
localizacéo ocorra por redistribuicdo dos polimeros de FtsZ num padréo helicoidal no
sentido de ambos os pdlos celulares (6, 27). Como a movimentacdo dos polimeros
ocorre a velocidades diferentes, um anel é formado primeiro, levando ao bloqueio da
citocinése no outro polo (6, 27). Contudo, se este bloqueio ndo for devidamente
regulado, pode levar a formagdo dos dois septos polares, como acontece em mutantes
no factor de transcricédo sigma-E (71).

A formacdo do anel Z é um processo controlado, que assegura a divisdo
correcta das células e a viabilidade da sua progenia. No entanto, também pode
ocorrer divisdo assimétrica aberrante em menos de 1% das células aquando da
divisdo de células vegetativas (56). Em B. subtilis sdo conhecidos mecanismos que
promovem o correcto posicionamento do septo. Exemplos incluem a accdo da
proteina EzrA, da ocluséo pelo nucledide, e o sistema Min (5, 13).

EzrA é uma proteina que se encontra distribuida ao longo da membrana
celular, localizando no local de divisdo apds a formacdo do anel (36). Na auséncia
desta proteina, formam-se anéis multiplos ao longo da célula (36). Pensa-se que
EzrA funciona como um destabilizador da formacdo dos polimeros de FtsZ,
diminuindo a afinidade para GTP (20). Contrariando assim, a ac¢do de FtsA e de
ZapA, e impedindo a formacdo do anel Z, contribuindo para que se forme apenas um
anel por ciclo celular (20, 36).

O efeito de oclusdo pelo nucledide depende principalmente da proteina Noc.
Esta liga a varios locias, designados por Noc-binding sites (NBS) dispersos pelo
cromossoma, mas ausentes na regido ter (96). A ligacdo de Noc ao DNA previne a
formacdo do divisoma sobre o cromossoma, por um mecanismo que ainda nao é
conhecido (94, 96). A auséncia de NBS na regido ter, sugere a possibilidade da
formacéo do septo de divisdo a meio da célula se iniciar ainda antes da finalizacéo da
replicacéo e segregacdo dos cromossomas (96).



Por seu lado, o sistema Min em B. subtilis, consiste nas proteinas, MinC,
MinD, MinJ e DivIVA (5, 13, 62, 68). MinC inibe a divisdo celular, destabilizando a
formacéo dos polimeros de FtsZ (34). MinD é uma ATPase associada & membrana,
que por sua vez interage com MinC (5, 13, 56). MinJ é necessario para a correcta
localizacdo de MinD, e consequentemente de MinC (68). J& a proteina DivIVA é
recrutada para os septos de divisdo em estagios tardios do processo, e € mantido,
ap6s a divisao celular, nos polos celulares (5). O complexo MiInCD, é entdo
recrutado para os locais de divisdo celular numa fase tardia do processo, de um modo
dependente de DivIVA e MinJ, promovendo a despolimerizacdo de FtsZ, que deixa o
polo e dirige-se para 0 meio da célula (13, 34). MinCD impede a polimerizacao de
FtsZ na regido polar, perto do novo p6lo da célula, onde a concentracdo de FtsZ é
elevada (34). Na auséncia de MinCD, a divisdo ainda ocorre predominantemente a
meio da célula, no entanto forma-se um numero considerdvel de mini-células,
resultantes de divisdo polar mas desprovidas de DNA (13, 56).

Quando abandona o p6lo novo, FtsZ ndo polimeriza entre esta regido e 0 meio
da celula, presumivelmente devido a um efeito de oclusdo pelo nucledide (96).
Presume-se que FtsZ chegue ao meio da célula quando a replicacdo do cromossoma
se encontra na vizinhanca de ter (6). Deste modo, FtsZ polimeriza no meio da célula
para originar um novo polo celular. Um corolario importante deste modelo é que ndo
prevé a existéncia de um mecanismo activo de inibicdo de divisdo polar perto do
polo velho da célula: FtsZ nunca chega a esta regido porque polimeriza no meio da
célula (6).

1.6. A proteina morfogenética RodZ

De um modo geral, a sintese da parede celular em B. subtilis parece depender
da coordenacdo temporal e espacial imposta pelos varios elementos do citosqueleto,
com destaque para a proteina MreB, que direcciona o crescimento da parede celular
lateralmente e para a proteina FtsZ, responsavel pela formacdo do septo durante a
divisdo (15, 98).
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Figura 2 — RodZ é uma proteina conservada. A) Representacdo da distribuicdo filogenética das
proteinas RodZ (vermelho), MreB (azul escuro), MreC (azul claro) e MreD (purpura). Os filos
bacterianos estéo representados a cinzento, e as proteobactérias divididas em classes (B, v, o, € € 3). B)
Representacdo esquematica da estrutura e motivos conservados da proteina RodZ de B. subtilis. Um
dominio transmembranar (TM) divide a proteina numa regiéo citoplasmatica, que contém um dominio
conservado helix-turn-helix (HTH), e numa regido exterior a membrana celular que contém uma
regido coiled-coil e um dominio C conservado, de funcdo desconhecida. C) Alinhamento de 143
sequéncias de ortélogos de RodZ. No topo do painel mostra-se um histograma de conservacdo da
proteina de acordo com o alinhamento dos ortologos de RodZ (mostrado a meio do painel), variando
de 0 (sem conservacdo) até 1 (100% de conservacdo). A parte inferior do painel mostra uma
representacdo de tipo Logo das sequéncias de consenso para o dominio HTH e para o dominio C
(vermelho e azul, respectivamente). Adaptado de Alyahya et al (2).

Recentemente, foi descoberta e caracterizada nas bactérias Gram-negativas C.
crescentus e E. coli uma nova proteina, RodZ, conservada entre diversos grupos de
bactérias (Fig. 2A), que estd associada ao citoesqueleto e igualmente envolvida no
controlo da forma celular (2, 8, 82). Em B. subtilis a proteina RodZ ¢ codificado pelo
gene ymfM e possui 304 aminoécidos (2, 22). Tal como os seus homélogos de E. coli
e C. crescentus, RodZ é constituida por 3 dominios (Fig. 2B e C; 2, 8, 22, 82): uma
regido citoplasmatica que contém um dominio conservado de helix-turn-helix (HTH;
aminodcidos 19 ao 90); um dominio transmembranar (TM; amino&cidos 102 a 132);
e uma regido extracitoplasmatica formada por uma regido possivelmente com uma
estrutura coiled-coil (residuos 133 a 203) e por um dominio C de funcédo
desconhecida (residuos 204 a 304). Em estudos realizados em E. coli e em C.



crescentus observou-se que a regido citoplasmatica é indispensavel para a viabilidade
e a manutengdo da forma celular, possuindo ainda os determinantes para a
localizacdo sub-celular de RodZ (2, 8, 82). Ja& a regido extracitoplasmatica é
importante para a morfogénese da célula, especulando-se que possa promover
ligacdo & parede celular. O dominio transmembranar é necessario para a localizagdo
membranar de RodZ (2, 8, 82).

Em todos os organismos estudados, RodZ localiza num padrdo em bandas ao
longo do eixo longitudinal da célula (Fig. 3), e co-localiza com MreB (2, 8, 22, 82,
90). Existe uma relacdo funcional entre RodZ e MreB e a razdo entre as
concentragdes celulares das duas proteinas parece importante. Enquanto que
alteracdes na razdo RodZ:MreB afectam a morfologia celular, a super-producéo de
ambas as proteinas em E. coli, ndo causa alteracdes no diametro celular (8). Em E.
coli, a interac¢cdo entre RodZ e MreB parece ser estabelecida pelo dominio HTH de
RodZ, necessario para a localizacdo correcta desta proteina (8, 82). Esta sugestdo é
apoiada pela resolucdo da estrutura de cristal de um complexo 1:1 entre MreB e 0
dominio HTH de RodZ de Thermotoga maritima (90). Bastante interessante é o facto
de os estudos em C. crescentus revelarem que ambas as proteinas sdo recrutadas em
simultaneo para a regido mediana da célula onde ocorre sintese de PG antes da
divisdo celular (2). Neste organismo, a localizacdo de RodZ coincide também com
outros locais conhecidos de sintese de PG, sugerindo que RodZ ligue funcionalmente
0 citoesqueleto de MreB a maquinaria extracelular de sintese do PG (2). Esta
sugestdo € claramente apoiada pela topologia de RodZ na membrana. Contudo, o
mecanismo pelo qual RodZ contribui para a morfogénese celular ainda ndo foi
elucidado.

Ao contrario do que acontece em E. coli (8) e T. maritima (90), ndo foi
detectada uma interaccdo directa entre as duas proteinas em B. subtilis (22). Isto
apesar de ter sido demonstrado por ensaios de pull-down que RodZ e MreB estéo
presentes num complexo (22) e por fluorescence resonance energy transfer (FRET),
que ambas as proteinas estdo em proximidade na célula (22). Estas observacGes
sugerem que em B. subtilis 0 mecanismo pelo qual as proteinas RodZ e MreB
interajam funcionalmente seja distinto daquele que opera nas espécies Gram-

negativas estudadas.
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Em B. subtilis 0 excesso de RodZ (40000+9000 moléculas por célula) sobre
MreB (8000) sugere que RodZ multimerize e que sejam as formas multiméricas da
proteina a serem recrutadas por MreB para o citoesqueleto (22, 75).
Alternativamente, RodZ pudera ser recrutado para o citosqueleto por uma proteina
igualmente abundante, que esta dependente directamente de MreB para localizacao.

Meio rico (LB) GFP-RodZ, 5,4 (desconvolugéo 2D)

Figura 3 — RodZ forma padrao em bandas ao longo do eixo longitudinal da célula. Imagens de
contraste de fase (CF), de fluorescéncia e de desconvolugdo 2D (RodZ, corado artificialmente de azul)
de células vegetativas de B. subtilis que produzem a proteina GFP-RodZ sob controlo do promotor
PxylA indutivel pela xilose. As imagens foram obtidas durante a fase exponencial de crescimento em
LB na presencga de xilose (22).

Os estudos conduzidos neste Laboratério em B. subtilis apontam para uma
funcdo conservada da proteina RodZ. A inactivagdo do gene rodZ causa alteracGes
significativas na morfologia celular (Fig. 4), mais drasticas em meio minimo (22).
Nestes mutantes, ao contrério do que acontece durante o crescimento vegetativo, em
que o DNA das células se encontra confinado entre ¥4 e ¥% das células, 0 cromossoma
ocupa todo o espaco da célula, uma observagdo que sugere um papel importante para
RodZ na organizagdo espacial do cromossoma (Fig. 4; 22). Outra observagao
relevante € o facto de 72% das células do mutante rodZ produzirem septos
assimetricos durante o crescimento vegetativo em meio minimo (Fig. 4; 22). Por
oposicao, a divisdo polar ocorre em apenas 20% das células de uma estirpe selvagem
(Fig. 4; 22). Surpreendentemente, esta reversdo completa do padrdo normal de
divisdo celular no mutante rodZ ocorre sem perda de viabilidade: o mutante cresce

com a mesma taxa do selvagem (22). A maioria dos compartimentos polares

11



resultantes da divisdo assimeétrica em células do mutante rodZ possui DNA (52% em
comparacdo com 10% nas células selvagens; Fig.4). A frequéncia de divisdo polar no
mutante rodZ € superior & observada para um mutante minCD (cerca de 11%; 56).
Além disso, e contrariamente ao mutante rodZ, as células polares formadas por um
mutante minCD ndo contém DNA (56). Em B. subtilis portanto, RodZ assume um
papel central ndo s6 na manutencdo da forma celular, mas também no controlo do
padrdo espacial da divisdo celular e no posicionamento e organizacdo do
cromossoma. Presumivelmente, RodZ tem um papel importante na coordenagéo

entre estes trés processos centrais do ciclo celular.

CF FM4-64 DAPI Sobreposigao
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Figura 4 — RodZ controla a forma celular, a divisao e a morfologia do nucleéide. Morfologia de
células selvagens de B. subtilis (wt) e de mutantes de eliminagdo para o gene rodZ. No mutante de
eliminacdo para rodZ (ArodZ), o gene essencial pgsA a seu jusante encontra-se sob o comando do
promotor Pgy, indutivel pelo IPTG, e as culturas cresceram na presenga de IPTG, que assegura a sua
viabilidade, até meio da fase exponencial (22). A morfologia das células mutantes é afectada,
observando-se células redondas de grandes dimensdes, nas imagens de contraste de fase (CF). As
células foram coradas com os corantes fluorescentes FM4-64 e com DAPI, de modo a corar as
membranas e 0 cromossoma, respectivamente (22). A sobreposi¢do das duas imagens permite a
visualizacdo do cromossoma dentro da célula. Em células wt podemos observar que o DNA esta
localizado entre os quartos da célula, ndo tocando nos polos (asterisco), ao passo que nas células
mutantes encontra-se estendido ocupando todo o interior da célula. A formacéo de septos assimétricos
nas células mutantes para rodZ origina células polares de menores dimensfes que podem ou nédo
conter DNA (assinaladas respectivamente pelas setas amarelas ou brancas). A barra de escala
representa 1 um. Do lado direito do painel sdo mostrados os valores (em %) da quantidade de células
gue apresentam septos simétricos ou assimétricos, sendo que estes Gltimos originam a formacéo de
células polares com DNA ou sem DNA.

In vivo, a auséncia do dominio extracitoplasmatico em células mutantes que
produzem apenas uma fusdo da YFP a porc¢do citoplasmatica de RodZ seguida do
dominio TM (YFP-RodZn) resulta na perda da forma celular em bastonete; as células

resultantes apresentam forma anormal e um didmetro aumentado (Fig. 5; 22). No
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entanto, a localizacdo de YFP-RodZn ndo parece ser totalmente afectada uma vez
que ainda se observa o padrdo em bandas caracteristico da localizacdo da proteina
RodZ selvagem (Fig. 5; 22). J4 o cromossoma, ocupa, nestas células mutantes, todo o
espaco celular, observando-se também uma elevada percentagem de divisao
assimétrica (Fig. 5; 22). Pelo contrario, quando as células produzem apenas o
dominio TM seguido da regido extra-citoplasmatica (YFP-RodZc), a morfologia em
bastonete é mantida apesar de um incremento no diametro celular (Fig. 5; 22). Neste
mutante, o padrdo de localizacdo de RodZ é perdido, levando a acumulacdo do RodZ
em redor da membrana citoplasmatica (Fig. 5; 22). O cromossoma também se
encontra estendido por toda a célula e grande parte das células apresenta divisao
assimetrica semelhante ao mutante rodZ de eliminacéo (Fig. 5(22).

DAPI Sobreposigédo

YFP-RodZc  YFP-R0dZ ; 5,

YFP-RodZn

Figura 5 — Ambos os dominios de RodZ s&@o necessarios para a funcdo. Morfologia de células de
B. subtilis que produzem a proteina RodZ completa fundida a proteina fluorescente YFP (YFP-RodZ;.
304), € Sem 0 dominio extracitoplasmatico (YFP-RodZn) ou citoplasmatico (YFP-RodZc). As proteinas
de fusdo foram produzidas sob comando do promotor Pyya N0 locus ndo esssencial amyE de células
mutantes para rodZ, na presenca de IPTG (uma vez que o gene essencial pgsA, a jusante de rodZ esta
sob o comando do promotor Pg,c) € de xilose (22). As células foram observadas por contraste de fase
(CF) e a localizacdo das proteinas de fusdo observada por fluorescéncia (YFP). A visualizagdo das
membranas e o cromossoma celular, foi realizada através da coloragdo das células com os compostos
fluorescentes FM4-64 e com DAPI, respectivamente (22). A sobreposicdo das duas imagens permite a
visualizacdo do cromossoma dentro da célula. O posicionamento do nucledide nos quartos da célula é
exemplificado pelo asterisco nas células produtoras de YFP-RodZ;.304, € Células polares contendo
DNA, resultantes de divisdo assimétrica estdo assinaladas pelas setas amarelas. A barra representa 1
um.
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1.7. Objectivos

Neste estudo, e com o0 objectivo ultimo de gerarmos conhecimento relevante

para 0 nosso entendimento da funcdo de RodZ na célula, procedemos de inicio a uma

caracterizacdo estrutural dos dominios RodZn e RodZc (sem o dominio TM), super-

produzidos e purificados de células de E. coli.

De seguida, a informacdo obtida foi utilizada para a introducdo de mutacdes

pontuais no gene rodZ cujo efeito foi avaliado em B. subtilis.

Os nossos objectivos especificos foram:

vi)

A super-producdo e purificacdo de RodZn e de RodZc;

A determinacdo do estado oligomérico de RodZn e de RodZc por
cromatografia de exclusdo molecular e diffusion ordered NMR,;

O mapeamento de regides importantes para a estrutura e estabilidade dos
dominios RodZn e RodZc;

A avaliacdo da estrutura secundaria e terciaria de RodZn e de RodZc e se
possivel, em trabalho colaborativo, determinar a estrutura em solucdo dos
dois dominios;

Com base em modelos estruturais validados experimentalmente, construir
e caracterizar mutantes pontuais para rodZ em B. subtilis;

Avaliar a capacidade de oligomerizacdo de RodZ in vivo, quando inserido

numa membrana.

14



2. Material e métodos

2.1. Estirpes e condigOes de crescimento

Neste estudo, a estirpe de E. coli DH5a (Bethesda Research Laboratories, BRL)
foi utilizada para tabalho de clonagen molecular, e para a propagacdo de plasmideos
(Tabela 1). Todas as estirpes de B. subtilis utilizadas sdo congénicas com a estirpe
padrdo de laboratério MB24 (Tabela 1). O meio de Luria-Bertani (LB), liquido ou
solidificado com agar (LA, ver o anexo 1) foi utilizado para o crescimento rotineiro
de E. coli ou de B. subtilis, na presenca de antibidticos ou outros suplementos quando
necessario (Tabela 1). As culturas liquidas foram incubadas a 37°C a 160 rpm, e
preparadas a partir de colénias isoladas, obtidas por crescimento de véspera, a 37°C
em meio sélido.

Foi também utilizada a estirpe de Sacharomyces cerevisiae NMY32 (Tabela 1),
proveniente no DUALmembrane Kit 2 (Dualsystems Biotech), para realizacdo do
sistema de dois hibridos Split-Ubiquitin. O crescimento e manutencdo da estirpe
NMY32 foi realizada em meio de Yeast Extract - Peptone - Dextrose mais Adenina
(YPAD, ver o anexo 1). A incubacdo em meio liquido foi realizada a 30°C, 180 rpm,
a partir de culturas em meio s6lido incubadas a 30°C. As estirpes congénitas de
NMY32 foram propagadas e mantidas em meio de Synthetic Dextrose (SD) sem
leucina e sem triptofano (SD - leu, - trp / SD-2; ver o anexo 1) e incubadas a 30°C,
durante 48h.

O crescimento celular foi monitorizado por medicdo da Densidade Optica a 600
nm (DOgoo), de amostras de culturas diluidas 1:3 em formaldeido 10%.

2.2. Inducdo da competéncia e transformacao de células bacterianas

e de levedura

Para a inducdo da competéncia de celulas de E. coli DH5a, inoculou-se uma
colénia isolada em 100 ml de LB e incubou-se a 37°C, 120 rpm num agitador orbital,
até uma DOgqo de aproximadamente 0,6. A cultura foi depois centrifugada durante 5
min, a 4 °C e a 4350 x g. O sobrenadante foi desprezado e o sedimento celular foi
lavado com 50 ml de uma solu¢do de 0,1 M CaCl,, mantido no gelo. As células
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foram incubadas em gelo durante cerca de 2h, e novamente centrifugadas nas
condicdes anteriores. O sedimento celular foi ressuspendido em 6 ml de CaCl, e 15%
de Glicerol, sendo depois distribuido em aliquotas de 150 ul que foram armazenadas
a -80°C até a sua utilizacao.

Para a transformacdo das células, incubou-se 150 pl da suspensdo de células
competentes com 1 pul de DNA plasmidico (cerca de 1 png), durante 1h em gelo. As
células foram depois sujeitas a um choque térmico a 42°C em banho-maria, durante
90s seguido de incubacgdo em gelo durante 2 min. De seguida, foi adicionado 1 ml de
LB, previamente equilibrado a 37°C, e a suspensdo de células foi incubada durante
1h, a 37°C e 100 rpm. Centrifugou-se entdo a cultura durante 2 min a 6000 rpm
(numa microcentrifuga), sendo o sedimento celular ressuspendido em 150 pl do
sobrenadante. As células foram plagueadas em placas de LA contendo os antibi6ticos
adequados, e incubadas a 37°C durante a noite.

Para a inducdo da competéncia de células de B. subtilis, inoculou-se uma col6nia
isolada da estirpe em estudo em 10 ml de meio Growth Medium 1 (GM1; ver 0 anexo
1) e a cultura foi incubada a 37°C, e a 200 rpm. 90 min apds o final da fase de
crescimento exponencial nestas condi¢des (ou Tp), diluiu-se a cultura 1:20 em 4,5 ml
de meio Growth Medium 2 (GM2; ver 0 anexo 1), e incubou-se durante 2h a 37°C
com agitacdo de 200 rpm. No final deste periodo, as células competentes foram
transformadas por adigdo de 10 pul do DNA (cerca de 1 pg). A mistura foi incubada
durante 1h, a 200 rpm e a 37°C. Foram plaqueados 200 pl da suspensao celular em
caixas de LA com os antibiéticos adequados. As caixas foram incubadas a 37°C
durante a noite.

Para a inducdo da competéncia das células de S. cerevisiae NMY32, inoculou-se
uma coldnia isolada em 10 ml de meio YPAD liquido (ver o anexo 1) e incubou-se a
180 rpm, a 30°C, durante a noite. A cultura foi diluida para DOggo de 0,1 em meio
YPAD, incubando-se a 180 rpm, a 30°C até DOggo de aproximadamente 0,7. A
cultura foi depois centrifugada a 1940 x g, durante 5 min, a 4°C. O sobrenadante foi
descartado e o sedimento celular lavado com 10 ml de ddH,O estéril. As células
foram sujeitas a nova centrifugacao, nas condicdes anteriores, e novamente lavadas
com ddH,O estéril. Centrifugou-se novamente, nas condigdes descritas

anteriormente, e o sedimento celular foi posteriormente lavado com 1 ml de 0,1 M
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LiAc e 1X TE. As células foram novamente centrifugadas e o sedimento celular
ressuspendido em 200 ul da solugdo de 0,1 M LiAc e 1X TE, incubando-se 1h em
gelo.

Para a transformacéo das células, colocou-se 2,5 ul de cada DNA plasmidico num
tubo e adicionou-se 6,4 ul de DNA de esperma de salmdo (Sigma). De seguida
adicionou-se 50 ul das células competentes, homogenizando bem. A suspensio de
células adicionou-se 200 ul de uma solugdo 0,1 M LiAc, 0,1X TE (ver 0 anexo 3) e
PEG 3350 40% (w/v) e incubou-se 30 min, a 30°C. A suspensdo foi de seguida
incubada a 42°C durante 15 min, e centrifugada a 3020 x g durante 2 min. O
sobrenadante foi descartado e adicionou-se 800 ul de meio SD-2 liquido (ver o anexo
1). A suspensdo celular foi centrifugada nas condigdes anteriores, retirando-se 650 ul
do sobrenadante. O sedimento celular foi ressuspendido no restante sobrenadante, e a
suspensdo plagueada em meio SD-2 (ver 0 anexo 1), incubando-se a 30°C, 48h.

2.3. Manipulagdes enzimaticas

Todas as manipulagdes enzimaticas do DNA durante procedimentos de clonagem
molecular foram realizadas de acordo com os métodos gerais descritos por Sambrook
et al. (77). Para a realizacdo das reacgdes de polimerizacdo em cadeia (PCR) foi
utilizada a polimerase do DNA Phusion (Finnzymes; obtida de Thermo Fisher

Scientific Inc.), segundo as instru¢des do fabricante.
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Tabela 1 - Estirpes utilizadas neste estudo.

Estirpes Genotipo / caracteristicas relevantes Marca de Origem ou referéncia
seleccéo*

E. coli

BL21 (DE3) Novagen

AH4333 BL21(DE3) / pAP1 Amp Este trabalho

AHA4334 BL21(DE3) / pAP4 Amp “

AHA4361 BL21(DE3) / pAP8 Amp “

AHA4362 BL21(DE3) / pAP9 Amp “

B. subtilis

MB24 trpC2 metC3 Estirpe do laboratdrio

AH4263 MB24 | ArodZ::sp pgsA::Pspac-PgsA Neo (22)

AH4319 AH4263 | AamyE: :Pyy-yfp-rodZ; a0 Neo /Sp (22)

AH4322 AH4263 | AamyE: :P,y-yfp-rodZn Neo /Sp (22)

AH4323 AH4263 / AamyE: :Pyy,-yfp-rodZc Neo /Sp (22)

AH4370 AH4263/ AamyE: :Pyy-yfp-rodz®*** Neo /Sp Este trabalho

AH4388 AH4263/ AamyE: :Pyy-yfp-rodzM*>* Neo /Sp “

AH4406 AH4263 | AamyE::Py-yfp-rodz"*** Neo /Sp “

AH4407 AH4263 | AamyE: :Py-yfp-rodz->* Neo /Sp “

AH4408 AH4263 | AamyE: :Py-yfp-rodz"*** Neo /Sp “

AH4409 AH4263 | AamyE: :Py-yfp-rodz Neo /Sp “

S. cerevisiae

NMY32 MATa his3A200 trpl-901 leu2-3, 112 ade2 .
DUALmembrane kit 2

LYS::(IexAop)4-HIS3 URAS3::(lexAop)s — .
(Dualsystem Biotech)
lacZ ade2::(lexAop)s — ADE2 GAL4

AH4389 NMY32 x pAP7 x pAl-Alg5 -leu, -trp Este trabalho

AH4392 NMY32 x pAP7 x pDL2-Alg5 -leu, -trp “

AH4395 NMY32 x pAP7 x pAP6 -leu, -trp “

*Ver 0 anexo 2.
2.4. Extracgdo de DNA

2.4.1. Extraccdo de DNA plasmidico

A extraccdo de DNA plasmidico de células de E. coli para a identificacdo de

clones por perfis de restricdo (mini-preparagdes) foi realizada do seguinte modo.

Centrifugou-se 2 ml de uma cultura celular da estirpe desejada em meio LB (ODggo

~1.8-2.0), a 13000 rpm (numa microcentriguga), 1 min a TA e ressuspendeu-se 0
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sedimento em 360 pL de tampdo STET (ver o anexo 3). Adicionou-se 0,6 mg/ml
lisozima e 0,25 mg/ml de RNAase A, incubando-se a 37°C durante 15 min. Ferveu-se
a amostra a 100°C, 1 min, centrifugando-se de seguida a 13000 rpm (numa
microcentrifuga), & TA, durante 15 min. Removeu-se o0 sedimento e adicionou-se ao
sobrenante isopropanol na propor¢do de 0,8X. Procedeu-se a nova centrifugacéo
durante 30 min a 4°C, 13000 rpm (numa microcentrifuga), de modo a precipitar o
DNA. Desprezou-se o0 sobrenadante, secou-se o sedimento de DNA plasmidico a
37°C e ressuspendeu-se em 30 pL de ddH,O. Os DNAs extraidos foram conservados
a -20°C.

Alternativamente, para a obtencdo de DNA plasmidico mais puro para
sequenciacao, recorreu-se ao kit QlAprep Spin Miniprep (QIAGEN), de acordo com
0 protocolo disponibilizado pelo fabricante.

2.4.2. Extraccdo do DNA gendmico de B. subtilis

Para a extraccdo de DNA cromossomal de células de B. subtilis, foram
centrifugados 4 ml de cultura AH4263 (Tabela 1), durante 10 min, a 13000 rpm
(numa microcentrifuga), a TA, e o sedimento celular ressuspendido em 500 puL de
SET (ver o anexo 3). De seguida foram adicionados 0,5 mg/ml de lisozima e 0,05
mg/ml RNAse A, incubando-se a 37°C, durante 15 min. Adicionou-se 12,5 pL de
10% Sarcosyl e 0,03 mg/ml de Proteinase K e incubou-se novamente a 37°C durante
15 min. O DNA foi entdo purificado por extraccdo com 500 pL de uma mistura de
fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1), com agitacdo suave durante 5 min
seguida de centrifugacdo a 13000 rpm (numa microcentrifuga), durante 10 min.
Dialisou-se 100 pL da fase aquosa (contendo o DNA) contra ddH,O durante 30 min.
O DNA extraido foi conservado a 4°C.

2.5. Construgbes para a super-producdo dos dominios RodZn e
RodZc

Os plasmideos codificantes para as formas truncadas recombinantes dos dominios
citoplasmatico (Hiss-RodZi.93) € extracitoplasmatico (RodZjo;-304-Hiss) foram

construidas do seguinte modo. A regido codificante para os aminoacidos 1-93 de
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RodZ (RodZn), fundida a uma cauda de 6 histidinas na sua por¢do C-terminal, foi
obtida a partir do DNA da respectiva regido do rodZ da estirpe de B. subtilis MB24
por amplificacdo por PCR com os primers rodZ1F e rodZ93hisR (ver o anexo 4,
Tabela S4). O produto de PCR foi cortado com as enzimas de restricdo Ncol e Xhol
(Fermentas), e inserido entre os mesmos locais do plasmideo pET16b (Novagen),
obtendo-se o vector pAP1. O plasmideo pAP4, que codifica para os residuos 201-304
de RodZ (RodZc) fundidos a uma cauda de histidinas na sua por¢do N-terminal, foi
obtido por amplificacdo por PCR da respectiva regido de rodZ da estirpe de B.
subtilis MB24, com os primers his-rodZ201F e rodZstopR (ver o anexo 4, Tabela
S4). O produto de PCR foi cortado com as enzimas Ncol e Xhol (Fermentas), e
inserido entre os mesmos locais do pET16b (Novagen). As estirpes AH4333 e
AH4334 (Tabela 1) foram obtidas pela transformacdo de células competentes de E.
coli BL21(DE3) com os plasmideos pAP1 e pAP4, respectivamente.

2.6. Introducdo de mutagdes pontuais no dominio citoplasmatico de
RodZ

O plasmideo pTC236 (22), que contém a regido codificante para a proteina RodZ
completa fundida ao gene codificante para a proteina fluorescente amarela (YFP),
sob comando do promotor Pyya indutivel pela xilose (Pxyia-yfp-rodZ;-s), foi usado
como molde para mutagénese por overlapping extension PCR (OE-PCR), tal como
descrito por Ho et al (40) para realizagdo de substituicbes simples para alanina de
residuos conservados no dominio citoplasmatico de RodZ. Para o primeiro ciclo de
PCR, que introduz a mutacdo, foram utilizados os seguintes pares de primers: para a
substituicdo Y32A, Pxyl-379F/rodZnY32Ar e rodZnY32Af/rodZ+906R; para L33A,
Pxyl-379/rodZnL33Ar e rodZnL33Af/rodZ+906R; para Y49A, Pxyl-
379F/rodZnY49Ar e rodZnY49Af/rodZ+906R; e para F53A, Pxyl-379F/rodZnF53Ar
e rodZnF53Af/rodZ+906R (anexo 4, Tabela S4). Na segunda amplificacédo
(overlapping), utilizaram-se os primers Pxyl-379F/rodZ+906R (anexo 4, Tabela S4),
em todos os casos, utilizando como DNA molde os produtos de PCR anteriores.
Todos os fragmentos de PCR resultantes foram digeridos com as enzimas BamHI
(New England Biolabs) e EcoRI (Fermentas), e inseridos em pMLK83 (stock do
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laboratério; 47), digerido com as mesmas enzimas, originando pAP14, pAP15,
pAP16 e pAP17, respectivamente. Cada um dos plasmideos foi inserido no locus
amyE da estirpe de B. subtilis MB24 originando estirpes deficientes para a produgéo
da a-amilase (amyE-). Estas estirpes foram posteriormente transformadas com DNA
cromossomal da estirpe AH4263 (ArodZ::sp pgsA::Pspac-pgsA; Tabela 1) para
insercdo da mutacdo de eliminacdo do gene rodZ no locus nativo, originando as
estirpes AH4398, AH4399, AH4400 e AH4401 (Tabela 1), respectivamente, segundo

0 protocolo de transformacdo acima descrito.

2.7. Introducdo de mutacdes pontuais no dominio extra-

citoplasmatico de RodZ

Para alterar substituir os residuos conservados G265 e N275 no dominio extra-
citoplasmatico de RodZ por A, foi usado como molde para mutagénese por OE-PCR
0 plasmideo pTC236 (que contém uma fusdo Pyyia-YFP-rodZ;sos; 22). Foram
utilizados  os  conjuntos  de primers Pxyl-379F/rodZcG265Ar e
rodZcG265Af/rodZ+906R (para a substituicdo G265A) e Pxyl-379F/rodZcN275Ar e
rodZcN275Af/rodZ+906R (para a substituicdo N275A; ver o anexo 4, Tabela S4).
Na segunda amplificacdo (overlapping), utilizaram-se o0s primers Pxyl-
379F/rodZ+906R (ver o anexo 4, Tabela S4), em todos os casos, utilizando como
DNA molde os produtos de PCR anteriores. Ambos os produtos de PCR foram
cortados com as enzimas de restricio BamHI (New England Biolabs) e EcoRI
(Fermentas), e introduzidos no vector pMLK®83 (stock do laboratorio; 47), cortado
com as mesmas ezimas de restricdo, originando pAP10 e pAP11, respectivamente.
Cada um dos plasmideos foram inseridos no locus amyE da estirpe de B. subtilis
MB24 e posteriormente transformadas com DNA cromossomal da estirpe AH4263
(ArodZ::sp pgsA::Pspac-pgsA; Tabela 1), originando as estirpes AH4370 e AH4388,

respectivamente (Tabela 1), segundo o protocolo de transformagao acima descrito.
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2.8. Construcdes para a producéo de NubG-RodZ e de Cub-Rodz

As construgdes para a producdo das proteinas NubG-RodZ e Cub-RodZ foram
realizadas de acordo com o sistema de dois hibridos Split-Ubiquitin do
DUALmembrane kit 2 (Dualsystems Biotech). Para a constru¢do de um plasmideo
capaz de expressar uma fusdo NubG-RodZ a sequéncia codificante para rodZ foi
amplificada por PCR a partir de DNA gendémico da estirpe de B. subtilis MB24, com
os primers NubG-RodZf e NubG-RodZr (ver o anexo 4, Tabela S4). O produto de
PCR obtido foi digerido com as enzimas EcoRI e Clal (Fermentas) e inserido entre
0s mesmos locais do plasmideo pDSL-Nx (DUALmembrane kit 2), designando-se o
vector obtido por pAP6. Para a producdo da proteina Cub-RodZ, a sequéncia
codificante para rodZ foi igualmente amplificada por PCR a partir de DNA
gendmico da estirpe de B. subtilis MB24, com os primers Cub-RodZf e Cub-RodZr
(ver o anexo 4, Tabela S4). O produto de PCR foi digerido com as enzimas Pstl e
Ncol (Fermentas) e clonado entre os mesmos locais no plasmideo pNCW
(DUALmembrane kit 2), produzindo o vector pAP?7.

A transformagdo da estirpe de S. cerevisiae NMY32 foi realizada segundo o
protocolo de transformacdo descrito anteriormente. A estirpe usada para controlo
positivo do ensaio (AH4389, Tabela 1), foi co-transformada com os plasmideos pAl-
Alg5, que codifica para a proteina Nub-Alg5, e com o plasmideo pAP7 (Cub-RodZz).
Para controlo negativo foi utilizada a estirpe AH4392 (Tabela 1), obtida por co-
transformacdo de S. cerevisiae NMY32, com os plamideos pDL2-Alg5 (que codifica
para NubG-Alg5), e com o plasmideo pAP7 (Cub-RodZ). A estirpe AH4395 (Tabela
1), utilizada para testar a interagdo de NubG-RodZ com Cub-RodZ, foi obtida por co-
transformacédo de NMY32 com pAP6 e pAP7 (ver acima, Tabela 1).

2.9. Super-producéao e purificacdo dos dominios RodZn e RodZc

As proteinas Hisg-RodZ;.93 € RodZ,0;-304-Hiss foram super-produzidas por adicdo
de 1 mM de isopropil-p-tiogalactésido (IPTG) a 200 ml de culturas das estirpes
AH4333 e AH4334 (Tabela 1), em meio LB, a uma DOgq entre 0,4 e 0,6. As estirpes
foram induzidas durante 3h a 37°C com agitacdo de 150 rpm. De seguida, as células

foram colhidas por centrifugagéo (7520 x g, durante 10 min a 4°C) e ressuspendidas
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em 20 ml de Tampéo de ligagdo (ver o anexo 3) suplementado com 100 mM de
PMSF e de um cocktail de outros inibidores de proteases (Complete Mini, EDTA-
free, Roche Applied Science), segundo as instrucdes do fabricante. As células na
suspensdo foram lisadas mecanicamente por passagem na prensa de French, a 19000
PSI. O extracto proteico total assim obtido foi centrifugado a 13000 rpm (numa
microcentrifuga), 4°C durante 10 min, para separacdo das fraccdes insollvel
(sedimento) e soluvel (sobrenadante). A fraccdo insolivel foi posteriormente
ressuspendida em igual volume de tampé&o de ligagao.

As proteinas foram purificadas por cromatografia de afinidade IMAC
(Immobilized Metal Affinity Chromatography) utilizando colunas HisTrap Chelating
HP de 1 ml de &cido nitrilo-tri-acético (GE HEalthcare), segundo as instrucdes do
fabricante. As proteinas retidas na resina foram eluidas com concentragdes crescentes
de imidazol (Tampdes de eluicdo; ver o anexo 3), e quantificadas pelo método de
Bradford (Bio-Rad) ou pelo método do biureto (Pierce BCA Protein Assay Kit,
Thermo Scientific).

2.10. TSDS-PAGE e deteccdo imunologica de proteinas

As vérias amostras proteicas (25 pl de cada) foram resolvidas e analisadas por
electroforese em géis desnaturantes de Tris-tricina contendo SDS (TSDS-PAGE; 84),
em paralelo com 5 ul de um marcador de pesos moleculares conhecidos (Bio-Rad
Precision Plus Protein Standard, All Blue).

Os géis desnaturantes de TSDS, foram realizados com a transferéncia de 7 ml de
solugéo do gel de resolucdo 12,5% (ver o anexo 3) rapidamente para o sistema Mini-
Protean®3 (Bio-Rad). Apés polimerizacéo do gel, foi adicionada a solugdo do gel de
concentracdo 4,5% (ver o anexo 3), sobre o gel de resolucéo, e aplicado o pente
adequado. Logo que o gel polimerizou, o pente é retirado e o sistema é transferido
para a camara de electroforese, adicionando-se tampé&o de electroforese (ver o anexo
3), até cobrir a cassete. As amostras foi adicionado tampao de amostra (1:1, ver o
anexo 3), sendo depois fervidas a 100°C durante 5 min, e aplicadas no gel. A
electroforese decorreu a 30V durante 1h e depois a 150V durante 1h e 30 min.

Apos separacao electroforética, e dependendo do objectivo, os géis eram corados

ou utilizados para deteccdo imunolégica da proteina. A coloracdo dos géis foi
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realizada numa solucdo com 50% (v/v) de Etanol, 10% (v/v) de &cido acético e 0,1%
de azul de Coomassie R-250, durante 30 min. De seguida foram descorados com uma
solucdo de 30% (v/v) de Etanol e 10% (v/v) de acido acético, e digitalizado o
resultado.

Para a deteccdo imunoldgica das proteinas, foi realizada transferindo as
proteinas imobilizadas nos géis, para membranas de nitrocelulose usando o sistema
MiniTransBlot da BioRad, na presenca de tampéo de electroforese (ver o anexo 3)
durante 90 min, a uma diferenca de potencial constante de 100V. Apés a
transferéncia, a membrana foi incubada durante 30 min, com agitacéo orbital, em 50
ml de solucdo de bloqueio (ver o anexo 3), e lavadas, duas vezes em 10 ml de
solucgéo de lavagem (ver o anexo 3). De seguida, as membranas foram incubadas em
solugédo de anticorpo (ver o anexo 3) na presenca dos anticorpos policlonais anti-
RodZn ou anti-RodZc (75), a uma diluicdo final de 1:1000, a 4°C durante a noite.
Apos trés lavagens de 5 min em 10 ml de solucdo de lavagem (ver o anexo 3), as
membranas foram incubadas durante 30 min com agitacdo orbital e a TA, com o
anticorpo secundario anti-lgG de coelho conjugado a Horseradish peroxidase (HRP,
Sigma), diluido de 1:10000 em 10 ml de solucdo de anticorpo (ver o anexo 3). Apos
trés novas lavagens de 10 min cada, a deteccdo dos antigénios proteicos foi realizada
por incubacdo em 2 ml de solucdo de deteccdo (SuperSignal west Pico
Chemiluminescent Substrate, Pierce) segundo as instrucfes do fabricante, seguida de
exposicdo das membranas a um filme de auto-radiografia (Hyperfilm, GE
Healthcare), numa cassete de revelacdo. Os tempos de exposicao variaram entre 1 e
30s. As chapas foram depois reveladas em solucdo de revelacdo e de fixagéo
(Kodak).

2.11. Cromatografia de exclusdo molecular por filtracdo em gel

A cromatografia por filtragdo em gel foi realizada numa coluna Superose® 12
HR10/30 utilizando o sistema AKTA-FPLC (GE Healthcare), segundo as instrucées
do fabricante. Todos os tampdes utilizados foram filtrados (0,22 um, Milipore) e
desarejados. A coluna foi inicialmente lavada com 2 volumes de coluna (VC) de
ddH,O e equilibrada durante a noite com tampd& 150 mM NaCl, 20mM
HEPES/NaOH, pH 7,6. As proteinas Hiss-RodZ;.93 € RodZ,0;1-304-Hiss purificadas,
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foram dialisadas (Snake-Skin 3,5 MW, Pierce) contra o0 mesmo tampéo e filtradas
(Acrodis 0,2 um; Millipore), tendo sido injectadas na coluna amostras de 200 pl.
Entre cada amostra a coluna foi equilibrada com 2 a 3 VC. A eluicdo das proteinas
foi realizada a um fluxo de 0,5 ml/min, recolhendo-se frac¢fes de 0,5 ml. A presenca
de proteinas nas fraccdes eluidas foi determinada automaticamente pelo
equipamento, por leitura da densidade Optica a 280 nm (mAU). A coluna foi
calibrada com base numa mistura de proteinas (Bio-gel A; Biorad) de peso molecular
(em kDa) e raio de Stokes (Rs) conhecidos: tiroglobulina (640 kDa, Rs= 8,5nm),
globulina gama bovina (158 kDa, Rs= 5,34 nm), ovalbumina de galinha (44 kDa,
Rs= 3,05nm), mioglobina de cavalo (17,5 kDa, Rs= 2,05 nm) e vitamina B12 (1,35
kDa, Rs= 0,16 nm). Os pesos moleculares das espécies proteicas eluidas em cada um
dos diferentes ensaios foram calculados segundo a equacdo MW=10* """ Nesta
equacdo, MW é o peso molecular e Kav € dado pela expressao Kav = (Ve-Vo)/(Vt-
Vo), onde Ve é o volume de eluicdo de uma proteina, Vo é 0 volume vazio da coluna
(que corresponde ao volume de eluigdo da tiroglobulina, que tem um peso molecular
superior a capacidade de retencdo da coluna) e Vt € o volume total da coluna
(volume de eluicdo determinado para uma solucdo de 4% de acetona); m e b
correspondem ao declive e ao coeficiente linear, respectivamente, da equagdo da
recta de regressdo linear obtida do logaritmo de base 10 do peso molecular das
protefnas em funcdo de Kav, com recta de equacdo y = 1569,3e”""** (r>=0,998). Os
valores de Rs foram determinados de acordo com a expressao (-log Kav)*? (16), para
as proteinas de calibracdo. A recta da equacdo resultante, é representada pela
expressdo y= 9,2966x-1,949 (r°=0,92), em que x representa os valores de Rs e y o (-

log Kav)*?2

. O peso molecular das proteinas foi obtido de uma recta que representa 0s
valores de MW (em kDa) em funcdo do Rs obtido para as proteinas de calibracdo, de
acordo com a expressdo y=2,7934e°%™ (r’=de 0,93), onde x representa 0 MW (em

kDa) ey o Rs.

2.12. Digestao controlada pela Tripsina

As amostras de proteina purificada RodZ;31-304-Hiss (75) € RodZ,01-304-Hiss, assim
como uma amostra da proteina utilizada como controlo, Albumina de Soro Bovino
(BSA, Sigma-Aldrich), em tamp&o 20 mM fosfato de sodio pH 7,6 com 150 mM de
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NaCl, foram quantificadas e diluidas para 0,1 mg/ml. A digestdo por Tripsina
(Promega) foi realizada, numa razéo proteina:protease de 1:1000, durante 2h a 37°C.
A reaccgdo foi parada a diferentes tempos, por adicdo de tampédo de amostra TSDS
(ver o anexo 3) e sujeitas a analise por electroforese em gel de TSDS-PAGE, como

descrito anteriormente.

2.13. Ensaios de estabilidade térmica

As amostras de proteina purificada Hiss-RodZ;.93, Hiss-R0dZ1-103 (75), R0dZ131-304-
Hiss (75) e RodZz01-304-Hiss, assim como a BSA (Sigma-Aldrich), como controlo,
foram dialisadas contra tampdo 20 mM fosfato de sodio pH 7,6 com 150 mM de
NaCl, quantificadas e diluidas para 0,1 mg/ml. Foram depois incubadas a 100 °C,
durante 20 min, e sujeitas a ultracentrifugacdo a 112000 x g, durante 40 min a 4°C. O
sobrenadante foi recolhido e adicionado o tampédo de amostra TSDS (ver o anexo 3),
sendo posteriormente sujeitas a analise por electroforese em gel de TSDS-PAGE,

como descrito anteriormente.

2.14. Analise estrutural dos dominios RodZn e RodZc por

espectroscopia de dicroismo circular e Diffusion ordered NMR

As proteinas Hiss-RodZ;93 € RodZy01-304-Hiss super-produzidas e purificadas
foram dialisadas (Snake-Skin 3,5 MW, Pierce) em tampdo 20 mM HEPES/NaOH a
pH 7,6 com 150 mM de NaCl. Hisg-RodZ;.93 € RodZ;01-304-Hiss (a concentragdes de
1,13 mg/ml e 3,5 mg/ml, respectivamente) bem como as formas Hiss-RodZ;.104 €
R0dZ;31-304-Hiss (1,12 mg/ml e 1,65 mg/ml, respectivamente; 75) foram analisadas
por espectroscopia de dicroismo circular, pelo Dr. Claudio Gomes, do laboratorio de
Protein Biochemistry Folding & Stability. Para a realizacdo de experiéncias de
Diffusion Ordered NMR, as quatro proteinas (de concentracdo 1,5 mg/ml, 1,17
mg/ml, 2 mg/ml e 2,34 mg/ml, respectivamente), foram dialisadas contra um tamp&o
deuterado (D,0) pelo Dr. Patrick groves, do laboratorio de Molecular Interactions
and NMR.
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2.15. Analise estrutural do dominio citoplasmatico de RodZ por
NMR

A proteina Hisg-RodZ;.93 foi super-produzida na estirpe AH4333 (Tabela 1).
Inicialmente foi realizado uma pré-cultura em meio LB, incubada a 37°C, durante a
noite com agitacao orbital de 100 rpm, que foi posteriormente diluida 1:2500 em 500
ml de meio minimo M9 (ver o anexo 1), suplementado com os antibiéticos
necessarios. O meio minimo M9 utilizado contém carbono-14 e azoto-15, permitindo
assim a marcacdo radioactiva das proteinas produzidas. A cultura celular foi
incubada a 37°C com agitagdo orbital de 140 rpm, até atingir uma DOgq entre 0,4 e
0,6, apos a qual se induziu a producédo da proteina por adicdo de 1 mM de isopropil-
B-tiogalactdsido (IPTG) durante 14h, a 37°C, com uma agitacao orbital de 150 rpm.
Os processos de preparacdo dos extractos proteicos, purificacdo e quantificacdo da
proteina foram realizadas como descrito anteriormente. Apds quantificacdo, o
tampao foi substituido por 20 mM fosfato de soédio pH 7,6 com 150 mM de NaCl, em
colunas de excluséo molecular PD-10 (Amersham Biosciences). As amostras foram
ultracentrifugadas a 112000 x g, durante 40 min a 4°C para remoc¢ao de precipitados,
e novamente quantificadas. A proteina Hiss-RodZ;.93 marcada (12,2 mg/ml) foi
analisada por 1D *H NMR (Dr. Patrick Groves, Molecular Interactions and NMR, e
Dr. Manolis Matzapetakis, Biomolecular NMR Laboratory) e também sujeita a
analise para determinacdo da sua estrutura em solucdo (Dr. Manolis Matzapetakis,
Biomolecular NMR Laboratory). Durante os processos de inducdo, purificacdo e
analise estrutural, foram recolhidas e analisadas amostras para controlo de qualidade
por TSDS-PAGE, como descrito anteriormente.

2.16. Microscopia de fluorescéncia

Para observacdo de células por microscopia, foram preparadas pré-culturas das
vérias estirpes de B. subtilis estudadas em 10 ml de meio LB, com os antibioticos
adequados. As culturas foram incubadas a 37°C, 120 rpm, durante 16h e diluidas
1:200 em 5 ml de meio minimo SMS/SMM (ver o anexo 1; 30) contendo 0,5% de
xilose e 100 uM de IPTG. As culturas foram de seguida incubadas a 37°C e 160 rpm,
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durante cerca de 5h (meio da fase exponencial de crescimento). Foram recolhidas
amostras de 1 ml de cultura e as células colhidas por centrifugacdo a 6000 rpm
(numa microcentrifuga), a TA, durante 3 min. O sedimento celular foi ressuspendido
em 100 pl do sobrenadante suplementado com 1 ul de DAPI (0,2 pg/ml) e 1 pl de
FM4-64 (5 pg/ml). Apo6s nova centrifugacdo a 6000 rpm (numa microcentrifuga), a
TA durante 1 min, as células foram ressuspendidas em cerca de 20 pl do
sobrenadante. De seguida foram transferidos 2 ul da suspensdo para laminas de
microscopia cobertas com uma camada fina de 1,7% de agarose. As imagens de
contraste de fase e de fluorescéncia foram adquiridas com uma camara digital
arrefecida iXonEM+ 885 (Andor Tecnhology, Connecticut, USA) acoplada a um
microscopio DMR6000 (Leica). As imagens de fluorescéncia foram obtidas com
filtros standard para a YFP e 0 FM4-64, a uma ampliacdo de 1600x. Para a aquisi¢éo
e a analise das imagens foi usado o programa Metamorph v4 (Molecular Devices,
Berks, UK) e para 0 seu processamento foi utilizado o Adobe Photoshop CS verséo
8.0 (Adobe Systems Incorporated).

2.17. Sistema de dois hibridos Split-Ubiquitin

2.17.1. Deteccdo de interaccdo por ensaios de actividade da enzima f-

galactosidase

A actividade da B-galactosidase foi monitorizada em meio s6lido (YPAD)
contendo o0 substrato cromogénico X-Gal (5-bromo-4-cloro-indolil-B-D-
galactopiranosideo; 50 pg/ml), e quantificada apds crescimento em meio YPAD
liquido, com o substrato ONPG (orto-nitrofenil-p-D-galactosideo; CLONTECH
Laboratories). A actividade da B-galactosidase foi calculada usando a formula abaixo
indicada, e representada em unidades de Miller:

Unidades de p-galactosidase = 1000 x DOg2/(t X V x DOgg0)

t = tempo de incubacdo em minutos

V = volume da cultura celular
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3. Resultados

3.1. Super-producéo e purificacdo de RodZ; g3-Hisg € Hisg-R0dZ501-304

A determinacdo do estado oligomérico de RodZn e de RodZc é uma questdo
importante, porque RodZ é uma proteina muito abundante e forma estruturas em
banda ao longo do eixo longitudinal da célula (22). Trabalho preliminar realizado no
Laboratorio, mostrou que os dominios individualizados de RodZ (sem o segmento
TM), tém um comportamento andémalo quando analisados por cromatografia de
exclusdo molecular (SEC; 75). Os pesos moleculares obtidos para as proteinas
utilizadas, RodZ,4-Hiss (RodZn) e Hisg-R0dZ,3,.50, (RODZC), eram superiores aos
pesos moleculares previstos (Tabela 3; 75). Para RodZn, o peso molecular calculado
foi uma vez e meia superior ao valor estimado (14 kDa), e RodZc apresentou um
peso molecular duas vezes superior ao peso previsto (22,6 kDa; Tabela 3; 75). Os
resultados poderiam ser compativeis com espécies monoméricas com uma forma
alongada ou diméricas com uma estrutura compacta (75). No inicio desta
investigagdo, revisitdimos a questdo do estado oligomérico de RodZn e de RodZc,
tentando identificar regides nos dois dominios responsaveis pelo comportamento
andmalo em SEC. Para tal, foram analisadas duas novas formas de RodzZn e de
RodZc, RodZ;.93-Hiss € Hiss-R0dZ201-304 (Fig. 6A).

A purificacdo das proteinas foi realizada em colunas de Ni**-NTA e foram
analisadas diversas amostras recolhidas ao longo do processo de purificagdo, por
TSDS-PAGE, como se pode observar na Fig. 6, painéis B e C. As proteinas RodZ;.
o3-Hisg (Fig. 6B) e Hisg-RodZz01-304 (Fig. 6C), foram eluidas na presenca de 300 e
500 mM de imidazol, respectivamente, apresentando um elevado grau de pureza e
concentragdo (2,3 mg/ml e 3,5 mg/ml, respectivamente). O rendimento foi de cerca
de 10 e 12 mg/L de cultura, respectivamente. A deteccdo imunoldgica (com um

anticorpo especifico para RodZ; 22, 75); confirmou a identidade das duas proteinas.
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Figura 6 - Purificacdo das proteinas RodZ; ¢3-Hiss € Hisg-RodZ,0;.304 por cromatografia de
afinidade em colunas de Ni**-NTA. A) Representacéo esquematica da proteina RodZ inteira (RodZ;.
304) € das proteinas RodZ; ¢3-Hisg € Hisg-RodZ,;.304, assim como os respectivos pesos moleculares
estimados. B e C) Analise da super-producdo e purificagdo das proteinas RodZ; ¢3- Hisg (B) € Hiss-
RodZ1.304 (C) por electroforese em géis de TSDS-PAGE corados com Azul de Comassie. No
primeiro poco de cada gel mostra-se uma amostra do extracto proteico sollvel das estirpes AH4333
(B) e AH4334 (C) néo induzidas, respectivamente. No segundo poco de ambos os painéis B e C,
mostra-se uma amostra do extracto proteico sollvel das mesmas estirpes induzidas para super-
producdo das proteinas RodZ; g3-Hiss € Hisg-RodZy01.304 (AH43331 e AH4334l, respectivamente),
respectivamente. As restantes amostras de ambos os painéis representam a segunda fraccéo recolhida
do flow-through (FT), a segunda e décima-quinta fraccdes recolhidas da etapa de lavagem (L2 e L15)
e as segundas fraccOes recolhidas das elui¢cbes com diferentes concentracdes de Imidazol (60, 100,
300 e 500 mM). A posicdo das proteinas RodZ; g3-Hiss € Hisg-RodZ,0;.3 €sta indicada por uma seta a
vermelho do lado direito dos painéis e a posicdo dos marcadores de peso molecular (em kDa)
representada do lado esquerdo.
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3.2. Os dominios RodZn e RodZc s&o monomeéricos em solucéo
3.2.1. Andlise por cromatografia de exclusdo molecular

De modo a determinar o estado oligomérico, as proteinas RodZ; g3-Hiss € Hiss-
RodZ,01-304 purificadas foram analisadas por cromatografia de exclusdo molecular
numa coluna analitica de Superose 12HR 10/30 (GE Healthcare).

RodZ;.93-Hisg foi detectada em apenas um pico para todas as concentracfes de
proteina usadas (200 uM, 20 uM, 10 uM, 5 uM e 2 uM; Fig. 7A), sugerindo a
presenca de uma espécie monomérica. A presenca de RodZ;.g3-Hiss no pico de
eluicdo foi confirmada por Western-blot (Fig. 7A). Em todos os casos, observa-se
que 0s picos sdo simétricos, indicando a auséncia de interaccbes com a matriz
cromatogréfica. O valor de Kav determinado para RodZ;.g3-Hiss foi de 0,59. Este
valor corresponde a um peso molecular de 16,6 kDa, 1,5x superior ao peso molecular
estimado (11,7kDa; Fig. 7A, seta vermelha) e um raio de Stokes (Rs) de 2.5. Se
RodZ;.93-Hiss fosse globular, o seu Rs seria de 2,05.

Do mesmo modo, Hiss-RodZz01-304 Originou um Unico pico maioritario para
todas as concentragdes de proteina testadas (275 uM, 25 uM, 12,5 uM, 7,5 uM e 5
uM; Fig. 7B). A presenca de Hiss-RodZ201-304 NO pico de eluicdo foi confirmada por
deteccdo imunoldgica (Fig. 7B). Neste caso, 0 pico apresenta um arrastamento para a
direita, possivelmente causado por interac¢des inespecificas da proteina com a matriz
da coluna e/ou degradacio da amostra. A semelhanca de RodZ;.3-Hisg, 0s resultados
sugerem também que Hisg-RodZ,01-304 S€ja monomérica em solucgdo. Pois o valor de
Kav obtido (0,53), corresponde a um peso molecular de 21,6 kDa, cerca de 1,5x
superior ao tedrico (12,9 kDa). A este valor de Kav corresponde um Rs de 2.9. Se
Hiss-R0dZ201-304 fosse globular, o seu Rs seria de 2.19.

Na sua globalidade, os resultados sugerem que qualquer das formas de RodZn

e RodZc testadas sdo mondmeros alongados em solucéo.
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Figura 7 — Peso molecular e raio hidrodinamico de RodZ;.q3-Hisg € Hisg-R0dZ1.304. A € B) Perfis
de eluicdo obtidos por cromatografia de exclusdo molecular (SEC) da proteina RodZ;.g3-Hiss (A) e
Hisg-RodZ01.304 (B). Em cada gréafico do lado direito dos painéis, estdo indicadas as concentracoes de
proteina analisada e a respectiva analise por Western-blot das fraccGes correspondentes ao pico de
eluicdo. No topo de ambos os cromatogramas estdo representados os pesos molecular (MW, em kDa)
das proteinas padrdo utilizadas. A proteina RodZ; ¢3-Hisg foi eluida num pico com um valor de Kav de
0,59 (que corresponde a 1,5x o peso molecular estimado para 0 mondmero com base na estrutura
priméria), e o perfil de eluicdo da proteina Hiss-RodZ,0;.304 Originou dois picos, um maioritario com
um valor de Kav aproximado de 0,53, que corresponde a um peso molecular 1,5x vezes superior ao
peso molecular estimado para 0 mondmero com base na estrutura primaria. C) Representacdo dos
valores de MW (em kDa), em funcdo de Kav. D) Representacdo dos valores de Rs em funcéo de (-log
Kav)“?. E) Representacao dos valores de MW (em kDa), em funcdo de Rs. Nos painéis C, D e E est&o
representadas a proteina RodZ; gs-Hisg a vermelho e Hisg-RodZ,0;.304 @ Verde.

3.2.2. Andlise por Diffusion-ordered NMR (DOSY)

Os resultados descritos na seccdo anterior sugerem que ambas as proteinas,
RodZ;.93-Hiss € Hisg-RodZ01-304, S840 mondmeros alongados em solucdo. Numa
tentativa para confimar independentemente esta inferéncia, recorremos a Diffusion-
ordered (DOISY) NMR. Esta analise foi levada a cabo pelo Dr. Patrick Groves, no
laboratério Molecular Interactions and NMR. Os pesos moleculares determinados
por NMR para as proteinas RodZ;.g3-Hiss, R0dZ;-104-Hiss (75), Hiss-R0dZ131-304 (75)
e Hisg-RodZ301-304 foram semelhantes aos resultados obtidos por cromatografia de
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exclusdo molecular (Tabela 2). No entanto, para RodZ;.g3-Hisg obteve-se um valor de
peso molecular mais proximo do estimado (Tabela 2). Estes resultados apoiam a
sugestdo de que em solucdo, todas as proteinas aqui analisadas séo monémeros de
estrutura alongada.

Tabela 2 — Pesos moleculares estimados e determinados por SEC
e NMRdas diferentes formas de RodZ.

Estimado SEC NMR
Hisg-RodZ; 104+ 14 22 22
Hisg-RodZ; g3 11,7 16,8 12,8
RodZ;3; 304-Hisg= 22,6 40 47
RodZy01-304-Hisg 12,9 26 34,7

*Dados de Rodrigues (75)

3.3. Estabilidade térmica e proteolitica de RodZn e de RodZc
3.3.1. Previsdo de estrutura secundaria

Uma andlise de previsao de estrutura secundaria
(http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred) revela que RodZn é composto por hélices o, bem
como algumas regides curtas ndo estruturadas (resultados ndo apresentados ). Estas
observagdes estdo de acordo com a estrutura geral do motivo helix-turn-helix (HTH)
e em particular com a estrutura da regido citoplasmatica da proteina RodZ de T.
maritima (90). A conclusdo de que RodZj.g3-Hiss e RodZj.i04-Hiss (75) séo
moléculas alongadas parece sugerir que este motivo ndo é candnico (por exemplo,
podera ndo assumir o fold esperado quando em solucdo). Em alternativa, o caracter
alongado é conferido pela regido carregada localizada na porcdo C-terminal da
proteina (residuos 94 a 104), ja que esta regido, localizada entre o0 dominio HTH e o
segmento TM, esta ausente da construcdo RodZ;.g3-Hiss.

RodZc, pelo contrario, € maioritariamente ndo estruturado, e 0s Unicos segmentos
da proteina que parecem ter estrutura secundéria organizam-se em folha 8 (Fig. 8C).
A incidéncia das regides desprovidas de estrutura secundaria em RodZc sugerem que
esta proteina possa ser intrinsecamente desordenada (intrinsically disordered protein,
ou IDP). Para testar esta ideia, foram realizadas previsfes de ordem/desordem para a
proteina RodZ completa, com recurso ao algoritmo PONDR (Predictors of Natural
Disordered Regions VL-XT; http://www.pondr.com/; Fig. 8B). Neste tipo de analise,
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as regides de uma proteina que apresentam valores superiores a 0,5 sdo consideradas
desordenadas, i.e., ndo apresentam estrutura terciaria. Os resultados desta analise
indicam que a regido citoplasmatica (RodzZn) da proteina é maioritariamente
ordenada, ao passo que a regido extra-citoplasmatica (RodZc) apresenta segmentos
com forte probabilidade de serem intrinsecamente desordenados.

3.3.2. Estabilidade térmica

Para testar estas ideias, e ainda para tentar perceber a funcdo dos dominios ou
regides especificas de RodZn e RodZc, as proteinas RodZ;.g3-Hiss € Hisg-R0dZ201-304
(deste trabalho) bem como RodZ;.104-Hiss € Hiss-RodZ;31-304 (22, 75), foram sujeitas
a desnaturacdo térmica (Fig. 9A). De uma maneira geral, as proteinas globulares
sujeitas a desnaturacdo térmica agregam quando a temperatura é diminuida, e podem
ser removidas por ultracentifugacdo (46, 50, 86, 88). Pelo contrario, a desnaturacao
térmica ndo leva a agregacao de IDP’s (46, 50, 86, 88). O fendmeno de agregacao
pode ser detectado em SDS-PAGE comparando a quantidade de proteina solivel,
presente antes e depois do passo de desnaturacdo e de ultra-centrifugacao (46, 50, 86,
88). Os nossos resultados revelam que nenhuma das formas de RodZn ou de RodZc
agrega apés desnaturacao térmica (Fig. 9A). O mesmo ndo acontece com a proteina
BSA, que foi utilizada como um controlo nesta experiéncia por apresentar um fold
globular complexo. Cerca de 70% da BSA presente na amostra inicial é desnaturada
irreversivelmente e removida da solugdo por ultra-centrifugacdo (Fig. 9A). Estes
resultados sdo consistentes com a sugestdo de que RodZc € largamente ndo
estruturado. Em alternativa, RodZc poderd possuir um fold simples, podendo
renaturar espontaneamente. Presume-se que o fold relativamente simples de RodZn
permita a renaturagdo de RodZ;.j04-HiSs € de RodZ;.g3-Hiss. Estes resultados séo
compativeis com a inferéncia de que as formas isoladas de RodZn e RodZc sejam
moléculas alongadas.

34



A

N HTH H ™ CoReakcoll DominioC | C
1 1I9 0 - I2 2I04 364

90 102 13 E i
1
B 1.0- : i
1 1 1
1 1 1
I [ e
1 [ o
1 oy o
0.8 i i S
[ (7]
: I [0]
) 1N275 a
S K222 G2651
O 0.6 i i
v v Ulvy
% 0.5 i
O 044
e £
[0)
j
0.2 (e}
1
0.0 T T T T - .
0 50 100 150 200 250 300
C Numero do residuo

dominio coiled-coil

,—)
133 HKNSDDHNAASEKA | TQSESKYE | PKDST LKENQNNSSEKETDTKKETKENEDKKKEN
dominio C
——) g  E— E—) ———) ——)
191 DSEKLE | KAAGTEGSLTTYEVSGADK | ELEL[JASDSSW | RVRDENSSSLKEGT LKKDE

| N | - TK222 :
249 TYKKD | TDQKQVD IRTGYAPNLK K INGKVLSYELDPKKVMAQT | K1 VNKKEEKSS

! |

G265 N275

Figura 8 — Estrutura secundaria de RodZ. A) Diagrama da organizacao estrutural de RodZ. HTH,
dominio (helix-turn-helix); TM, segmento transmembranar; dominio coiled coil e dominio C. B)
Previsdo do nivel de ordem e de desordem ao longo da sequéncia de RodZ, dos aminoacidos 1 ao 304,
de acordo com o programa PONDR VL-XT (www.pondr.com). As regides acima do treshold 0,5
correspondem a segmentos desordenados. C) Previsdo de elementos de estrutura secundaria em
RodZc (residuos 132-304) de acordo com o servidor PSIPRED (www.psipred.com). As setas a
castanho representadas acima da sequéncia mostram a posicdo de segmentos em folha B. O inicio da
regido coiled-coil e do dominio C sdo indicados. Nos painéis B e C, é indicada a posicdo dos residuos
K222, G265 e N275. O primeiro pode representar um local sensivel a protedlise (ver também a figura
11); os demais sdo estritamente conservados entre ortélogos de RodZ (ver a figura 13A).

3.3.3. Susceptibilidade a tripsina

Para testar independentemente a ideia de que RodZc é maioritariamente ndo
estruturado quando isolado em solucdo, procedemos a estudos de protedlise
controlada. RodZc, em paralelo com a BSA, foram expostos a tripsina. Amostras da
reaccao, recolhidas ao longo do tempo, foram analisadas por TSDS-PAGE. Neste

ensaio, uma proteina com um fold estavel e complexo, como a BSA, resiste a
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protedlise (46, 50, 86, 88). Pelo contrario, uma proteina intrinsecamente
desordenada, ou com um fold simples devera ser susceptivel a tripsina (46, 50, 86,
88). A susceptibilidade a tripsindlise foi testada para as proteinas Hiss-RodZ13;1-304
(75) e Hisg-RodZy01-304. O resultado desta andlise é ilustrado na figura 9B. Como
esperado, a BSA manteve-se estavel durante o ensaio (Fig. 9B). Pelo contrario, a
proteina Hisg-R0odZ131.304 apresentou alguma digestdo pela tripsina a partir dos 15
min de reaccdo, originando um produto de protedlise de cerca de 22 kDa (Fig. 9B).
Presume-se que este produto, que se manteve até ao final da experiéncia,
corresponda a um dominio estavel da proteina. Em qualquer caso, a diferenca de
peso molecular aparente entre Hiss-RodZ;31-304 € 0 produto de protedlise mostra que
a maior parte da cadeia polipeptidica ndo € acessivel a proteélise. Interessantemente,
a digestao de Hisg-R0dZ201-304 Originou um produto de cerca de 12 kDa a partir dos 5
min de reaccdo (Fig. 9B). Este fragmento acumula concomitantemente com a
reducdo da forma completa da proteina Hiss-R0dZ201-304, € € Visivel até aos 30 min de
reaccdo (Fig. 9B). Apos este tempo, este fragmento bem como a forma completa da
proteina deixam de ser detectados. A andlise por espectrometria de massa (LC-
MS/MS) do fragmento triptico de 12 kDa, sugere que Hisg-RodZ501-304 € cortada no
residuo K222 (resultados ndo apresentados). O fragmento triptico de 12 kDa obtido
de Hisg-RodZy01-304 podera corresponder a um dominio da proteina, parcialmente
resistente a tripsindlise (Fig. 9B). Em conjunto, estas observacGes permitem varias
elacdes: i) o dominio coiled-coil (residuos 133 a 203 ) parece conferir estabilidade ao
dominio extra-celular; ii) RodZc apresenta alguma estrutura secundaria e terciaria;
iii) RodZc pode ser dividido em dois dominios, um dos quais é parcialmente

resistente a tripsindlise.
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Figura 9 — Estabilidade térmica e susceptibilidade a tripsinolise dos dominios RodZn e RodZc.
A) Estabilidade térmica das proteinas RodZ; g3-Hiss, RodZ; 104-Hisg (75), Hiss-RodZ01.304 € Hiss-
RodZ;31.304 (75) apds incubacdo de 50 pg de proteina a 100°C durante 20 min. A proteina BSA
(globular) foi usada como controlo. Nenhuma das proteinas, a excep¢do da BSA (coluna 1),
apresentou perda irreversivel de conformacéo. B) 50 pg das proteinas BSA (66,7 kDa), Hisg-RodZ;3;.
304 (22,6 kDa) e Hisg-RodZ,01.304 (12,9 kDa) foram incubadas com tripsina (1:1000), durante 120 min.
Os produtos com o peso molecular esperado estdo indicados pelas setas pretas. A digestdo da proteina
Hisg-RodZ0;1.304 Originou um fragmento aos 5 minutos de reacgdo, que se manteve até aos 30 minutos,
acabando por ser totalmente digerido (assinalados com asterisco). Os pesos moleculares (em kDa)
encontram-se assinalados a esquerda de cada painel.

3.4. Estrutura de RodZn e de RodZc: analise por CD e 1D 'H NMR

De forma a obter informacdo estrutural adicional sobre os dominios RodZn e
RodZc, as proteinas RodZ;.g3-Hiss, RodZ;-104-Hisg (75), Hisg-R0dZ131-304 (75) € Hisg-
RodZ,01-304, foram analisadas por espectroscopia de dicroismo circular (CD; no
laboratério de Protein Biochemistry Folding & Stability, pelo Dr. Claudio M.
Gomes) e por 1D *H NMR (no laboratério Molecular Interactions and NMR, pelo
Dr. Patrick Groves e no laboratério de Biomolecular NMR Laboratory, pelo Dr.
Manolis Matzapetakis). Estes resultados séo aqui descritos brevemente.
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3.4.1. RodZn é um dominio estruturado e maioritariamente em hélice a

O espectro de CD obtido para a proteina RodZ;.g3-Hiss, na regido far-uv
produziu uma assinatura espectroscépica tipica de uma proteina estruturada, rica em
hélice a, com minimos de 208 e 222 nm (ver o anexo 5, Fig. S1A). Uma estimativa
da estrutura secundaria sugere que as proteinas estdo organizadas maioritariamente
(~50%) em hélice o (resultados ndo apresentados). A desnaturacdo térmica, seguindo
o sinal de CD a 222 nm mostra uma transicdo abrupta compativel com uma transicao
de uma conformacgéo estruturada para uma conformagdo ndo estruturada com um
midpoint que corresponde uma temperatura de melting (Tm) de 77°C (ver o0 anexo 5,
Fig. S1A). A transicdo € completamente reversivel, compativel com a organizagdo
estrutural de RodZ;.g3-Hiss. Foram obtidos resultados semelhantes para RodZ;.1o4-
Hiss (75) que, no entanto, apresentou uma temperatura de melting inferior (Tm =
74°C; ver 0 anexo 5, Fig S1A). Este decréscimo pode resultar do facto do segmento
adicional, que liga RodZ a membrana, ser menos organizado. A andlise
espectroscopica por 1D *H NMR obtida para RodZ.g3-Hiss corrobora a concluséo de
que este polipeptideo é predominantemente estruturado e a-helicoidal. Esta
concluséo tem por base a disperséo e a definicdo dos picos correspondenstes ao sinal
das amidas (numa regido de mais de 3 ppm), bem como a presenca de ressonancias
correspondentes aos grupos metilo na regido ente 0,5 e 1 ppm, ambos fortes
indicadores de geometrias bem organizadas (ver o anexo 5, Fig. S1B). Estas
observacdes estdo de acordo com a presenca em RodZn de um motivo HTH ligado a

membrana mediante um segmento linker menos estruturado.

3.4.2. RodZc é parcialmente estruturado e estabilizado pelo dominio coiled-coil

As propriedades estruturais de RodZc foram investigadas usando as formas
Hisg-R0dZ131304 (75) e Hisg-RodZ201-304. Neste caso, a espectroscopia de CD
produziu espectros correspondentes a proteinas sollveis com baixo grau de
organizacao estrutural, com um minimo a 208 nm e assinaturas adicionais na regido
entre 215 e 230 nm, compativeis com estrutura em folha  (ver o anexo 6, Fig. S2A).
Além disso, para Hisg-RodZ;31304 (75) foi também observado um sinal alargado

centrado a 215 nm (ver o anexo 6, Fig. S2A). A diferenca entre 0s espectros da duas
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proteinas, Hisg-R0dZ131.304 (75) € Hisg-R0dZ201-304, MoOStra que a assinatura
caracteristica para folha 3 € mais marcada para a regido entre os residuos 131 e 201
(ver 0 anexo 6, Fig. S2A). Esta possibilidade foi testada por desnaturacdo térmica. A
desnaturacdo térmica de Hisg-RodZ;01304 revelou-se monotdnica, sem transicao
observavel, e irreversivel (i.e., 0o abaixamento da temperatura para a TA, ndo
restaurou a assinatura espectroscopica inicial (ver o anexo 6, Fig. S2B). Em
conjunto, estes resultados sugerem que Hiss-RodZ,01-304 € N0 estruturado. Por outro
lado, a desnaturacdo térmica de Hiss-RodZ;31-304 produziu uma transicdo reversivel
de pequena amplitude, com um Tm aparente de 45°C (ver o anexo 6, Fig. S2B).
Interessantemente, esta transicdo ndo resultou em perda de estrutura, mas antes
sugere a reorganizacdo dos elementos estruturados na proteina numa nova
conformacdo. Esta observacdo sugere que Hiss-RodZy01-304 € estruturalmente
flexivel.

A analise por 1D 'H NMR confirma e extende as diferencas entre Hise-
R0dZ131-304 € Hisg-R0AZ201-304. O espectro obtido Hisg-RodZ,0;1-304 € caracteristico de
uma proteina ndo estruturada, com 0s sinais das amidas agrupados a volta de 8.2
ppm, enquanto que nao sdo observadas ressonancias para 0s grupos metilo perto dos
0 ppm (ver o anexo 6, Fig. S3B). O espectro obtido para a forma mais longa, Hiss-
RodZ;31-304 parece corresponder a uma mistura de dois tipos estruturais, ordenado e
ndo ordenado. As ressonancias das amidas entre 6 e 10.5 ppm, bem como as
ressonancias dos grupos metilo perto de 0 ppm, sdo consistentes com uma proteina
estruturada (ver o anexo 6, Fig. S3A). Além disso, os sinais perto de 5 ppm sao
consistentes com sinais de estrutura em folha 3, com a excepg¢do dos picos a volta de
8.2 ppm (ver o anexo 6, Fig. S3A). Todas estas caracteristicas estdo ausentes de Hisg-
R0dZ201-304 (ver o anexo 6, Fig. S3B). Os resultados sugerem que pelo menos uma
fraccdo tenha um fold simples ou uma estrutura aberta. Em consonancia com a
analise de susceptibilidade a tripsina, os resultados sugerem ainda que a regido
coiled-coil promove a estruturacdo de RodZc.
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3.5. Estrutura de RodZn e de RodZc: modelos estruturais
3.5.1. Um modelo para RodZn

De seguida, para tentar validar independentemente os resultados da analise
estrutural e bioquimica expostos acima, tentamos obter um modelo estrutural para
RodZn (residuos 1-103), com recurso ao servidor Phyre (Protein Homology/analogY
Recognition Engine, http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/~phyre/; 49). Em resumo, neste
servidor a sequéncia submetida é primeiro comparada com uma base de sequéncias
ndo redundante e é construido um perfil de semelhancas. Sdo depois usadas 5
interacces por PSI-Blast de modo a reunir homélogos proximos e distantes. Os
alinhamentos pairwise gerados pelo PSI-Blast sdo combinados num dnico
alinhamento usando a sequéncia inicial como molde. Depois da producdo deste
perfil, a estrutura secundaria é prevista com base em trés algoritmos diferentes (Psi-
Pred, SSPro e JNets), sendo gerado um perfil consensual (séo representadas regides
em hélice a, folha B, e coil). Sdo ainda identificadas regides na sequéncia original
com forte probabilidade de serem ordenadas ou desordenadas. O perfil e a previséo
de estrutura secundaria sdo entdo comparados com uma biblioteca de folds e sdo
produzidos véarios alinhamentos com um score associado. Os 10 alinhamentos com
um score mais elevado sdo entdo utilizados para gerar modelos 3D da proteina
original.

Como esperado, RodZn revelou-se estruturalmente semelhante a proteinas
contendo motivos HTH, em particular aquelas que sdo semelhantes ao repressor do
fago A (78). A homologia estrutural entre 0 dominio citoplasmatico das proteinas
RodZ tinha ja sido notado (2). Em particular RodZn é muito semelhante ao repressor
SinR de B. subtilis (SCOP® code: d1b0Ona2), ela prépria estruturalmente relacionada
com o repressor do fago A (58, 79), e a proteinas de fungdo desconhecida
semelhantes a SinR. Exemplos sdo um putativo ortélogo de SinR de B. caldolyticus
(d2b5aal), um regulador de um sistema de restricdo/modificacdo de Aeromonas
hydrophila (d1y7yal), ou o dominio N-terminal do regulador transcricional VC1968
de Vibrio cholerae (d1y9gal). O modelo estrutural representado na Fig. 10 foi obtido

% SCOP: structural classification of proteins database (http://scop.mrc-Imb.cam.ac.uk/scop/).
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com base na estrutura de SinR (111 aminoacidos). O modelo exibe um grau de
confianca de 100% (E=1.6e%), e 0 alinhamento entre SinR e RodZn corresponde uma
percentagem de identidade de 19% (resultados ndo apresentados). O modelo sugere
que RodZn é composto por 5 hélices a (al a a5; Fig. 10). RodZ possui um dominio
HTH multi-helicoidal, uma modificagdo do dominio HTH nuclear (a0 qual
correspondem as hélices al, a2 e a3) resultante da adicdo de duas novas hélices (a4
e ab; Fig. 10; 3). Este tipo de modificacdo do dominio tri-helicoidal HTH ancestral,
é pouco frequente em bactérias (3). Dentro do dominio HTH de RodZn, o motivo
HTH é formado pelas hélices a2 (L19-T26), a volta (K27-Q29) e a3 (K30-E38; Fig.
10). Se Rodzn ligar ao DNA de um modo candnico, entdo a helice de
reconhecimento seria a3. O terminal carboxilico de a2, a volta e o terminal aminico
de a3 sdo estritamente conservados entre ortélogos de RodZ encontrados nas
espécies do género Bacillus, 0 que estd de acordo com o padrdo de conservacao
observado para 0 motivo HTH (resultados ndo apresentados).

Na estrutura do complexo entre RodZ e MreB de T. maritima, a hélice a4
(residuos F48-V61 em RodZ de B. subtilis) contém residuos essenciais para a
interac¢do entre as duas proteinas (90). Os residuos 1 e 2, e 83 a 103 ndo puderam ser
modulados e ndo sdo representados no modelo. Os residuos 76 em diante,
representados a vermelho na Fig. 10, parecem formar um loop ndo estruturado. Esta
regido corresponde ao linker que liga RodZn a membrana. O modelo estrutural esta
de acordo com a andlise bioquimica e biofisica reportada nas seccdes precedentes.
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Figura 10 — Modelo estrutural de RodZn. Representa¢cdo do modelo para RodZn obtido com base
na estrutura da proteina SinR de B. subtilis com recurso ao servidor Phyre (www.phyre.com). A
estrutura é representada em cartoon com as regiGes ndo estruturadas a verde e as hélices a a
vermelho. Cada cartoon representa uma rotacdo de 90° no eixo dos y, do cartoon anterior. As hélices
sdo numeradas de 1 a 5, da extremidade aminica para a extremidade carboxilica. O motivo HTH é
formado pelas hélices a.2 e a3, e 0 dominio HTH contem ainda a1, 04 e a5 . Os residuos que foram
substituidos por alanina no decurso deste trabalho estdo assinalados a azul, e as suas cadeias laterais
representadas no modo stick. N e C representam os terminais aminico e carboxilico, respectivamente.
O tratamento da figura foi realizada com recurso ao software Pymol (www.pymol.com).

3.5.2. A estrutura de RodZc é reminiscente de NCX1

A sequéncia de RodZc (residuos 201 a 304) foi também analisada com recurso
ao servidor Phyre. Apenas 2 dos modelos gerados exibiram um grau de confianca
igual ou superior a 70%. A proteina que produziu 0 modelo estrutural com o grau de
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confianca mais elevado (75%) foi a bomba de transporte de Na'/Ca?* NCX1 de
mamiferos (cddigo SCOP: d2fwual; codigo pdb: 2fws; 11, 39, 65). O alinhamento
com RodZc extende-se por 157 residuos, que corresponde ao primeiro dominio de
ligacdo de Ca** de NCX1 (residuos 370-502), e exibe 75% de identidade (resultados
nao apresentados). Foi ainda detectada homologia com o segundo dominio de ligacéo
de Ca®* (residuos 501-657) da bomba de transporte de Na'/Ca?* (c4digo SCOP:
c2qvmA; score de 65%; 173 residuos alinhados, para uma identidade de 10%; 10). A
segunda proteina da lista foi a invasina produzida por Yersinia pseudotuberculosis e
que liga as integrinas das células do hospedeiro com elevada afinidade (pdb code:
lcwv; identidade de 69%; 37). Também na casa dos 65% de confianca para o
modelo, foram detectados o dominio fn3 da cadeia a-1 do colagénio humano de tipo
2 (c2dkmA), o dominio C-terminal da PBP5 de E. coli (SCOP: d1z6fal), e o0 modulo
G da laminina (uma proteina semelhante as lectinas do tipo da concanavalina A;
SCOP: dl1d2sa). Interessantemente, ja que a analise estrutural sugere que RodZc
pode ser largamente ndo estruturado mas com algum conteido em folha B (ver
acima), todas as seis proteinas consideradas pertencem a classe SCOP all S proteins
e ao fold immunoglobulin-like g-sandwich (http://scop.mrc-lmb.cam.ac.uk/scop).

O modelo obtido com base no transportador NCX1 sugere que o dominio
RodZc consiste numa proteina de estrutura simples, que contem dois dominios
separados pela linha a tracejado na Fig. 11. O primeiro dominio corresponde a regido
coiled-coil e possui 2 conjuntos de folhas f (1 a 4) num arranjo anti-paralelo (Fig
11). O segundo dominio corresponde ao dominio C identificado por Alyahya et al.
(2) e inclui as folhas B5 e B6. Este dominio forma uma estrutura em gancho. O
residuo K222 (representado pela linha a tracejado) representa o hipotético local de
corte de Hiss-RodZy01-304 pela tripsina (Fig. 11). A tripsina parece pois remover a
porcdo N-terminal deste dominio, pouco estruturado, do resto do dominio, contendo
o gancho e as folhas B5 e 6, que parece mais estruturado. Dois residuos estritamente
conservados entre ortélogos de RodZ encontrados num grupo representativo de
espécies do género Bacillus (Fig. 13A), parecem importantes para a estrutura e
possivelmente para a funcdo de RodZc. Um deles, G265, situa-se no final da folha
B4, e presuminos que possibilite a dobra da cadeia poplipeptidica que estd no inicio
do elemento em gancho. Este gancho fecha sobre a regido do dominio C formada
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pelas folhas B5 e f6, em arranjo anti-paralelo. O residuo N275 situa-se na volta entre
estas duas folhas B e de acordo com o modelo pode ser essencial para a interacGdo
com a extremidade carboxilica do dominio C, de modo a fechar o elemento em
gancho (Fig. 11). Presumimos que o elemento em gancho represente um motivo de

ligacdo a um componente da parede celular.

Regido
coiled-coil ,
Fd

Figura 11 — Modelo estrutural de RodZc. Representacdo do modelo para RodZc obtido com base na
estrutura da primeiro dominio de ligacdo de Ca®* de NCX1 de mamiferos, com recurso ao programa
Phyre (www.phyre.com). A) Representacdo em cartoon do modelo de RodZc, com coloracéo do azul
a vermelho, do terminal aminico ao terminal carboxilico, respectivamente, segundo Rainbow e.c
(software Pymol, www.pymol.com). As folhas  s8o numeradas de 1 a 6, da extremidade aminica para
a extremidade carboxilica. O dominio coiled-coil e o dominio C encontram-se assinalados. B)
Representacdo da superficie do modelo representado em A. C) Rotacdo da representacdo do modelo
em A. Os residuos que foram substituidos por alanina no decurso deste trabalho estdo assinalados a
azul, e as suas cadeias laterais representadas no modo stick. O local de corte K222 encontra-se
assinalado com uma seta a vermelho. D) Representacdo da superficie do modelo representado em C,
com residuo N275 assinalado. O tratamento da figura foi realizada com recurso ao software Pymol
(www.pymol.com).
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Apesar das proteinas utilizadas como molde para a construgdo dos modelos
estruturais possuirem funcdes diversas, estas tém em comum o facto de serem
desprovidas de hélices a, e possuirem regifes extensas em coiled-coil e folha B, tal
como antecipado nos estudos bioquimicos e biofisicos. Além disso, 0 modelo prevé
papéis importantes para 0s Unicos residuos estritamente conservados em RodZc entre
espécies de Bacillus, G265 e N275. Assim, embora do grau de confianca ndo seja
muito elevado, consideramos 0 modelo estrutural obtido para RodZc como uma boa

aproximacdo a estrutura deste dominio.

3.6. Mutacgdes pontuais no dominio HTH afectam a localizagéo sub-
celular de RodZ

A estrutura do complexo entre RodZ e MreB de T. maritima mostra que a
interaccdo envolve residuos localizados no motivo HTH de RodZ. Estes residuos,
K36, Y53 e Y57 sdo conservados em E. coli (T44, F60 e Y64), sugerindo que nestas
duas espécies 0 motivo HTH ndo esteja envolvido em interacgdes com 0 DNA, mas
sim proteina-proteina, com MreB (8, 90). Em B. subtilis, apesar de RodZ e MreB
estarem presentes num complexo, ndo ha evidéncia para uma interac¢do directa entre
estas proteinas (22). Numa tentativa para aprofundar este ponto importante,
procurdmos primeiro saber se RodZ de B. subtilis possuiria residuos homélogos a
T44, F60 e Y64 de E. coli e num segundo passo, avaliar o efeito de mutacGes nestes
residuos. As sequéncias das proteinas RodZ de E. coli e de B. subtilis foram
alinhadas utilizando o programa ClustalW2 (Multiple Sequence Alignment
ClustalwW2; http://www.clustal.org/clustal2). O alinhamento sugere que 0s residuos
tirosina 32 (Y32), tirosina 49 (Y49) e fenilalanina 53 (F53) da proteina de B. subtilis
sdo homologos de RodZ de E. coli (Fig. 12A). Cada um destes residuos foi
individualmente substituido por um residuo de alanina huma construcdo destinada a
produzir uma fusdo funcional YFP-RodZn em B. subtilis, de modo a avaliar
simultdneamente a sua relevancia funcional e o seu efeito sobre a localizagéo
subcelular de RodZ. Em paralelo, o residuo de leucina 33 (L33) foi tambem

substituido por alanina. Apesar de ndo corresponder a um aminoacido envolvido na
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interaccdo com MreB em T. maritima e presumivelmente em E. coli, L33 é

conservado (resultados ndo apresentados) e adjacente a Y32 (Fig.12A).

Bs ATKIQKRYLTALEEGNYDI I PGKFYVRAFIKQ 56
Tm FTNINPSKLKRIEEGDLKGLDAEVYIKSYI KR 60

CF FM4-64 YFP DAPI  Sobreposigdo
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Figura 12 — Substitui¢des simples para alanina separam as interac¢6es funcionais de RodZn. A)
A sequéncia de RodZc de Bacillus subtilis (Bs) e de Thermotoga maritima (Tm) foram alinhadas com
recurso ao programa informatico ClustalW2. Os aminoacidos marcados a amarelo (Y32, Y49 e F53)
sdo homologos daqueles envolvidos na interaccdo com MreB em T. maritima (K36, Y53 e Y57).
Outros residuos conservados sdo indicados a cinzento. B) Microscopia de células de B. subtilis das
estirpes AH4319 (YFP-RodZ;.304), AH4263 (ArodZ), estirpe AH4323 (YFP-RodZc), AH4406 (YFP-
RodZ"*?%), AH4407 (YFP-RodZ"**"), AH4408 (YFP-RodZ""), e AH4409 (YFP-RodZ™%%). As
culturas cresceram na presenca de IPTG e de 0,5% Xilose, que assegura a sua viabilidade e a
producdo das formas mutantes de RodZ, respectivamente (ver Tabela 1). As células das estirpes
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controlo AH4263 e AH4323 que apresentam morfologia anormal encontram-se assinaladas com uma
seta vermelha. As imagens de microscopia apresentadas correspondem a contraste de fase (CF),
marcacdo com FM4-64 (membranas), YFP associada a RodZ, marca¢do com DAPI (cromossoma), e a
sobreposicdo das imagens de FM4-64 e DAPI. A barra representa 1 pum.

Os diferentes mutantes de B. subtilis foram observados por microscopia de
fluorescéncia (Fig. 12B) e os diferentes fenotipos quantificados (Tabela 4). Como
controlo foi utilizado um mutante de eliminacdo do gene rodZ (AH4263, Tabela 1),
uma que produz uma fusdo funcional YFP-RodZ;304 (AH4319, Tabela 1), e uma
estirpe que produz uma versao truncada de RodZ, YFP-RodZc, da qual foi eliminado
0 dominio citoplasmatico (RodZn; Tabela 1). Estas trés estirpes foram anteriormente
contruidas no Laboratério (22). As células produtoras de YFP-RodZ;.304, apresentam
uma morfologia em forma de bastonete idéntica as células da estirpe selvagem de B.
subtilis MB24 e a proteina apresenta o padrdo em bandas, como esperado (Fig. 4 e
12B; Tabela 3). O cromossoma, marcado com DAPI, encontra-se posicionado entre
0s quartos do eixo longitudinal na totalidade das células observadas, e a coloracdo
das membranas com FM4-64 permite constatar que a maioria divide normalmente a
meio da célula (85%; Tabela 3). Pelo contrario, em células mutantes que nao
produzem RodZ (ArodZ), aumenta a frequéncia de divisdo assimétrica (55%) e o
nucledide encontra-se estendido até as regides polares (em 96,4% das células
observadas; Fig 12B, Tabela 3). A divisdo assimétrica resulta na formacao de células
polares de dimensfes menores que na sua maioria contém DNA (31%; Fig. 12B,
Tabela 3). As células do mutante de eliminagdo para rodZ sdo em geral mais curtas e
largas que as células da estirpe selvagem (Fig. 12B, seta vermelha; Tabela 3). Este
tipo de alteracdo morfoldgica é daqui em diante referido como “morfologia
anormal”.

Na estirpe (AH4323) que produz a forma YFP-RodZc (da qual o dominio
Rodzn foi eliminado), uma percentagem significativa de células exibe morfologia
anormal (23,7%) e RodZ perde o padréo de localizacdo em bandas, para se distribuir
uniformemente ao longo da membrana celular (Fig. 12B, Tabela 3). Tal como no
mutante ArodZ (AH4263), uma percentagem elevada de células exibe divisao
assimétrica (54%) e muitas das células polares (36%) contém DNA. Esta

percentagem esta de acordo com o nimero de células em que o nucledide se encontra
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estendido (100%; Tabela 3). As observacdes efectuadas para estas trés estirpes
controlo estdo em concordancia com observacdes anteriores (22).

Tal como na estirpe AH4319 (YFP-RodZ;.304), Nas estirpes mutantes AH4406
(YFP-RodZ"%#*), AH4407 (YFP-RodZ“**%), AH4408 (YFP-RodZ"**) e AH4409
(YFP-RodZ™*) ndo se detectaram alteracdes significativas na morfologia celular
(Fig. 12B, Tabela 3). A mutacdo Y32A, néo alterou o padrdo normal de localizagéo
em bandas de RodZ mas causou um fendtipo de divisdo assimétrica (36%). De modo
semelhante, a mutacdo L33A ndo provocou alteragdes na localizacdo de RodZ mas
causou também um fenotipo de divisdo assimétrica (55%). Interessantemente, em
ambos 0s mutantes a quase totalidade das células polares ndo contém DNA (Y32A,
31%; L33A, 52%), relativamente ao mutante ArodZ (24%; Fig.12, Tabela 3). Em
linha com a auséncia de DNA nas células polares, o nucledide ndo se encontra
estendido nos mutantes Y32A e L33A. Ja as mutacdes Y49A e F53A resultaram na
deslocalizacdo de RodZ, que aparece distribuido uniformemente por toda a superficie
da membrana celular. Estas muta¢des causaram ainda fen6tipo de divisao assimétrica
(Y49A, 58%; F53A, 56%) sendo que a maioria das célula polares ndo contém DNA
(Y49A, 42%; F53A, 46%; Fig.12, Tabela 3). Também em linha com a auséncia de
DNA nas celulas polares, o nucledide ndo se encontra extendido nos mutantes Y49A
e F53A (Fig.12, Tabela 3). Estes resultados permitem varias elagdes. Em primeiro
lugar, os residuos Y32, L33, Y49 e F53 de RodZ séo funcionalmente importantes: a
sua substituicdo para alanina reproduz largamente o fenétipo dos mutantes de
eliminacdo do dominio citoplasmatico. A eliminacdo do gene rodZ ou da regido
codificante para o dominio citoplasmatico resulta na extensdo do nucledide, numa
frequéncia elevada de divisdo assimétrica, e no caso da eliminacdo de RodZn, na
perda de localizacdo da proteina. As substituicdes Y32A e L33A localizam-se na
suposta hélice de reconhecimento do DNA (a3) e ndo afectam a localizagdo sub-
celular de RodZ. Pelo contréario, as mutagdes na hélice a4, afectam a localizacao sub-
celular de RodZ. A segunda elagdo portanto, € de que a hélice a4, mas ndo a hélice
a3, contem determinantes importantes para a localizagdo sub-celular de RodZ. A
terceira conclusdo é que ambas as hélices possuem determinantes importantes para

assegurar o padrao normal de divisdo celular. Finalmente, concluimos que a divisao

48



assimétrica ndo é uma consequéncia da extensdao do nucledide até as regides polares

da célula.

Tabela 3 - Quantificacdo dos fendtipos observados para estirpes com diferentes mutagcdes em RodZn.

% Células
Estirpes* Morfoloaia Sem Com Divisdo celular
anormag* localizag&o cromossoma A meio da Polar Polar
de Rodz entre¥ae ¥ célula (com DNA) (sem DNA)
AHA4263( ArodZ) 30,0 0,0 36 45 31 24
n= 246
AH431n9:(§5°le-3°4) 0,6 7.6 96.8 85 7 8
AH“?;]Z::”Z(&;"’ZC) 237 100,0 0,0 46 36 18
AH4406 (RodZ¥**%)
o (o 3,7 45 96,9 64 5 31
AH4407 (RodZ-4)
s 9,8 14,6 98,2 45 3 52
Y49A
AHMOr?:(?ggZ ) 5,0 100,0 96,9 42 16 42
F53A
AHM%QZ(ZR;gZ ) 7.4 100,0 88,9 44 10 46

*n = ndmero de células observadas
** Morfologia anormal — células mais curtas e largas que as células da estirpe selvagem

3.7. Mutagdes pontuais em residuos conservados do dominio C

afectam a forma celular

De seguida, quisemos avaliar a importancia funcional dos residuos G265 e
N275 localizados no dominio C de RodZc. A importancia funcional destes residuos é
sugerida pela sua localizagcdo no modelo estrutural de RodZc (Fig. 11) e pelo facto de
num alinhamento da sequéncia de aminoacidos do dominio extra-citoplasmatico de
espécies selecionadas de Bacillus, apenas estes serem estritamente conservados, o
residuo de glicina na posicdo 265 (G265) e o residuo de asparagina na posicao 275
(N275), de acordo com a numeracdo da proteina RodZ de B. subtilis (Fig. 13A).
Interessantemente, ambos os residuos parecem ser importantes de um ponto de vista
estrutural de acordo com o modelo para RodZc (Fig. 11). Se estes residuos
desempenham um papel estrutural importante, como sugerido pela sua conservacao e
posicdo no modelo, entdo também deveriam ser importantes funcionalmente. Para
testar esta previsdo, os dois residuos foram individualmente substituidos por
alaninas, numa construcdo codificante para uma fusdo YFP-RodZ sob o comando do

promotor Pyya, indutivel pela xilose. As construgdes desenhadas para produzir a
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proteina wt ou as formas YFP-RodZ®*®** e YFP-RodZ"?">* foram transferidas para
B. subtilis e as estirpes obtidas foram analisadas por microscopia de fluorescéncia.
Em paralelo, foi também introduzida em B. subtilis uma construcdo para a producao
de uma forma de RodZ sem o dominio extra-citoplasmatico (YFP-RodZn; i.e.,
apenas o dominio RodZn seguido do segmento TM é produzido). A forma wt de
YFP-RodZ exibe o padrdo helicoidal esperado em células que na sua maioria
mantém a forma normal em bastonete (apenas 0,7% das células apresentam forma
alterada; Fig. 13B). VerificAmos que na auséncia do dominio extra-celular, 82,5% da
forma das células € grosseiramente alterada sendo que a maior parte da populacédo
celular consiste de esferdides de diametro muito aumentado (Fig. 13B). Nestas
células, YFP-RodZn ndo exibe um padrdo em bandas de localizacdo, em vez disso
acumulando uniformemente na membrana da célula (Fig. 13B). Estas observacfes
estdo de acordo com estudos prévios realizados no laboratério (22). Nas estirpes
AH4370 (YFP-RodZ®®**) e AH4388 (YFP-RodZ"“?"**) foram observadas 9,9% e
25,8%, respectivamente, de células com morfologia alterada, curtas e de didmetro
aumentado (Fig. 13B). A alteracdo morfoldgica é numericamente mais importante
para 0 mutante N275A, onde também se observam formas esferdides que se
aproximam das observadas para a estirpe YFP-RodZn. E interessante notar que a
fracgdo de células dos dois mutantes que ainda mantém a forma de bastonete, difere
quanto a localizagdo de RodZ. Nestas células, o padréo helicoidal da proteina ndo se
discerne para 0 mutante G265A, ao passo que nas células em bastonete do mutante
N275A esse padrdo é observado (Fig. 13B). Os resultados sugerem que ambas as
mutacOes sdo leaky: a mutacdo N275A é globalmente mais drastica, mas nas células
onde a proteina mantem funcionalidade, esta parece mais proxima da selvagem. Ao
contrario dos mutantes no dominio RodZn, nenhum dos trés mutantes analisados no
dominio RodZc (G26A, N275A, e o mutante de eliminagdo da totalidade deste
dominio) causaram divisdo assimétrica. Estes resultados evidenciam a importancia e
a especificidade do dominio RodZc na manutencdo da morfologia celular, assim
como dos aminoacidos G265A e N275A. Estes resultados emprestam ainda

credibilidade ao modelo estrutural para RodZc.
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204 1 304
Bn DI RTGYAPNLK-1KINGKVL 279
Nam EI RTGYAPNLK-1KINGEVL 276
Bi DLRIGYAPGVE-IKINGEVL 275
Bb DIRLGNATGID-1KVNDETL 278
Bmega RVNIGYSPGVE-LKVNGKAV 299
Bc RLNIGSAPNVE-IKLNGQVL 278
Bh RLNIGSAPNVE-IKLNGQVL 280
Ba RLNIGNATNVE-VKLNGQVYV 278
Bdau ELNIGNGYGVERVEVNGLEV 278
Bha EFNFGASTFVN-LTINDEAF 263
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Figura 13 — Substitui¢es simples para alanina de residuos conservados em RodZc afectam a
morfologia celular. A) Alinhamento (pelo programa informéatico ClustalW2) da regido
extracitoplasmatica de RodZ em diversas espécies de Bacillus: B. subtilis 168 (Bs),
B.amyloliquefaciens DSM7 (Nam), B.licheniformis 14580 (Bli), B.pumilus 7061 (Bp), B.megaterium
319 (Bmega), B.cereus AH1134 (Bc), B.thurigiensis IBL 200 (Bth), B.anthracis CI (Ba), B. clausii
KSM-K16 (Bclau), e B. halodurans C-125 (Bha). A amarelo estdo indicados os aminoacidos idénticos
e a cinzento os conservados. B) Microscopia das células de B. subtilis produzidas pelas estirpes
AH4319 (YFP-RodZ;.304), AH4322 (YFP-RodZn; sem o dominio extracitoplasmatico), AH4370
(YFP-RodZ®%**%), e a AH4388 (YFP-RodZ?"*"). As respectivas proteinas de fusdo foram produzidas
em células mutantes para rodZ sob o comando do promotor Py, indutivel pela xilose. As culturas
cresceram na presenca de IPTG e 0,5% Xilose, que assegura a sua viabilidade e a producdo das
proteinas de fusdo, respectivamente. As células que apresentam morfologia anormal (células mais
curtas e largas que as células da estirpe selvagem) encontram-se assinaladas com uma seta vermelha.
As imagens de microscopia apresentadas correspondem a contraste de fase (CF), marcagdo com FM4-
64 (membranas), YFP associada a RodZ, e da marcagdo com DAPI (cromossoma). A barra representa
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1 um. Do lado direito das imagens de microscopia, encontram-se indicadas as percentagens de células
com morfologia anormal, e 0 nimero total de células observadas (n).

3.8. RodZ interage consigo propria num contexto membranar

Na sua totalidade, os resultados aqui descritos sugerem um modelo estrutural e
funcional para os dominios de RodZ em B. subtilis. Um aspecto particular a que
regressamos aqui diz respeito ao estado oligomérico de RodZ. Os estudos realizados
(acima descritos) mostraram que RodZn e RodZc sdo monoméricos em solucdo e
essa informacdo é importante para a interpretacdo de alguns resultados bioquimicos e
biofisicos. Contudo, in vivo YFP-RodZ forma estruturas em bandas. Estas estruturas
podem dever-se a interaccdo de RodZ com uma proteina do citosqueleto,
presumivelmente MreB, mas tal ndo exclui que RodZ possa oligomerizar na célula,
quando inserida na membrana. Para testar esta possibilidade utilizamos um sistema
de dois hibridos com base na Split Ubiquitin que permite detectar interaccdes na
membrana em células de Sacharomyces cerevisiae (83). A ubiquitina (Ub) é uma
proteina conservada, que em células eucariotas € utilizada para marcar proteinas
destinadas a degradacdo proteolitica. A degradacdo é da responsabilidade de
proteases especificas dependentes de Ub. A Ub consiste em dois dominios, o N-
terminal (Nub) e o C-terminal (Cub), que quando separados e CO-expressos
interagem fortemente (83). No entanto, a substituicdo da isoleucina na posic¢ao 3 para
glicina (I13G) no dominio Nub (NubG), impede a interac¢do entre 0s dois dominios
(83). Estas propriedades permitem determinar a interaccdo entre proteinas de
interesse fundidas ao N-terminal de NubG e Cub. A deteccdo de interaccdo ocorre
quando se d& a libertacdo do factor de transcricio LexA-VP16, clivado pelas
proteases especificas de Ub, o que permite a transcricdo do gene reporter lacZ,
codificante para a enzima p-galactosidase. Na presenca de um substrato cromogeénico
como o X-Gal, a ocorréncia de uma interaccao entre as proteinas em estudo pode ser
detectada (83).

Neste estudo utilizaram-se células de levedura produtoras das proteinas
recombinantes RodZ-Cub e Alg5-Nub (controlo positivo, C+), RodZ-Cub e Alg5-
NubG (controlo negativo, C-) e RodZ-Cub e RodZ-NubG (par de proteinas sob teste

—1). As células co-transformadas com os dois plasmideos (para a producdo das duas
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proteinas sob teste), originaram sempre uma mistura de coldnias brancas e azuis na
presenca de X-Gal (resultados ndo apresentados). No entanto, para as colonias azuis,
esta tonalidade foi sempre mais forte para as estirpes expressando o par RodZ-Cub e
NubG-RodZ (Fig. 14A). Em ensaios realizados ap0s crescimento em meio liquido, as
proteinas teste apresentaram niveis de producdo de B-galactosidase (19,3 + 1,1
Unidades Miller) superiores ao controlo positivo (13,5 £ 0,3 Unidades Miller; Fig.
14B). Estes resultados apoiam fortemente a ideia de que existe uma interacgdo entre

moléculas de RodZ quando esta se encontra inserida na membrana.
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Figura 14 — RodZ interage consigo prdpria in vivo. A interac¢do entre moléculas de RodZ foi
testada através da capacidade das proteinas recombinantes NubG-RodZ e Cub-RodZ interagirem em
células de levedura usando o DUALmembrane kit 2 (DualSystems Biotech; ver a seccdo de Material e
Métodos). A) Ensaio em meio solido para deteccdo da actividade da B-galactosidase por hidrélise do
substrato cromogénico X-Gal. Estdo indicadas colonias representativas para cada estirpe. B)
Quantificacdo da actividade da enzima B-galactosidase em ensaios em meio liquido, com substrato
ONPG. C-: estirpe de controlo negativo AH4392 (RodZ-Cub e Alg5-NubG); C+: estirpe de controlo
positivo AH4389 (Cub-RodZ e Alg5-Nub); I: estirpe com as proteinas testadas AH4395 (RodZ-Cub e
RodZ-NubG). A actividade enzimatica é rerpresentada em Unidades de Miller.
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4. Discussao e Conclusao

A funcdo de RodZ tem sido investigada com algum pormenor em bactérias
Gram-negativas. Em E. coli e em C. crescentus, rodZ € um gene essencial, e a sua
funcdo central para a morfogénese celular (2, 8, 82). A super-expressdo ou a
eliminacdo de rodZ em B. subtilis produz alteragdes na forma celular, pelo que tem
sido aceite que a fungéo deste gene seja conservada em organismos alongados Gram-
positivos (2). Contudo, ndo foi ainda publicada uma anélise pormenorizada da fungdo
deste gene em B. subtilis.

Resultados ainda ndo publicados deste Laboratério confirmam que rodZ é um
componente importante do sistema morfogenético neste organismo. Um mutante de
eliminacdo do gene rodZ é vidvel, mas em meio minimo as ceélulas apresentam
alteracbes morfoldgicas importantes (22). O nucledide também sofre alteragdes,
apresentando-se alongado, com a regido oriC do cromossoma deslocada da posi¢édo
normal (a ¥4 e % do comprimento da célula) para uma localizacdo mais perto dos
polos. Verifica-se ainda uma reversdo completa do padrdo de divisdo celular.
Enquanto que numa estirpe selvagem a maioria das células divide a meio para
produzir células irmds de dimensdo idéntica, um mutante rodZ divide
assimetricamente, e preferencialmente perto do pdélo velho da célula (i.e. o pélo
oposto ao originado em consequéncia da Ultima divisao celular; (22). O mutante rodZ
difere de outros mutantes que formam células polares (por exemplo mutantes
minCD), em dois aspectos importantes: ndo sé a frequéncia de divisdo polar é muito
mais elevada como grande parte das mini-células formadas contém DNA (22).

RodZ exibe um padréo de localizagdo em bandas ao longo do eixo longitudinal
da célula (22). Este padréo é dependente do homdlogo da actina MreB, mas nao dos
seus paralogos Mbl e MreBH (22). Como € uma proteina abundante, sugere que sob
a conducdo de MreB, possa formar estruturas poliméricas na célula. A porcgéo
citoplasmatica de RodZ, imobilizada numa coluna, retém MreB presente em
extractos proteicos sollveis, mas ndo foi ainda possivel demonstrar uma interaccao
directa entre as duas proteinas (22). Claramente, RodZ parece ligar varios aspectos

essenciais da fisiologia celular, nomeadamente a forma da célula, a estrutura, a
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segregacdo do nucledide, e a divisdo celular. Contudo, a forma como RodZ controla
estas funcbes ndo é ainda compreendida.

Como referido anteriormente, RodZ possui uma regido citoplasmatica
(Rodzn), e uma regido extra-citoplasmatica (RodZc) separadas por um segmento TM
unico (2, 8, 22). Neste trabalho, exploramos em primeiro lugar a estrutura das regides
citoplasmatica e extra-citoplasmatica de RodZ de forma a adquirirmos pistas sobre a
forma como a proteina funciona na célula.

A primeira questdo que abordamos prende-se com o estado oligomérico da
proteina. Esta é questdo importante porque ao mesmo tempo que MreB recruta RodZ
para o citosqueleto, o nimero de moléculas de RodZ na célula, cerca de 40,000,
excede em muito o nimero de macromoléculas determinado para MreB (45, 75).
Resultados preliminares do Laboratério tinham indicado um comportamento
andémalo para as regibes RodZn e RodZc em SEC (75). As formas utilizadas, RodZ;.
104-Hisg € Hisg-R0dZ131-304 (75), deixaram em aberto a questdo de saber se haveria
uma regido particular dos dominios que seria responsavel pelo comportamento
anémalo, e que talvez com a remocao dessa regido os resultados fossem mais claros.

Os resultados aqui descritos das duas novas formas da proteina, RodZ;.g3-Hisg
e Hisg-R0odZ201-304, que foram analisadas por SEC e por Diffusion-Ordered NMR,
indicam que ambas as regifes da proteina, RodZn e RodZc, sdo em solucdo
moléculas monoméricas e alongadas, i.e., com um raio hidrodindmico superior ao
esperado com base na massa calculada (26, 46, 50, 86, 88). Em particular, o facto de
ambos os dominios terem sido analisados para uma gama de concentracdes que
variou por um factor de 100x, parece excluir a possibilidade de um equilibrio
monomero-multimero (99). As novas formas de RodZn e de RodZc utilizadas
contém apenas o0 dominio HTH, ou o dominio C, respectivamente, o que indica que
estas regides devem manter o caracter alongado.

A estratégia de eliminar a regido coiled-coil (residuos 133 a 203) de RodZc foi
delineada com base nos estudos efectuados com MreC, de Streptococcus pneumonia
(60). O dominio extra-celular de MreC possui uma regido coiled-coil seguida de um
dominio C-terminal. Ao contréario de RodZc, a regido extra-citoplasmatica de MreC
dimeriza em solugéo, de uma forma que depende da presenca da regido coiled-coil
(60).
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Ao mesmo tempo, estudos in vivo num sistema de dois hibridos na levedura,
sugerem que a proteina RodZ, completa e no contexto da membrana, interage
consigo propria. Assim sendo, serd interessante determinar se a interac¢do decorre da
sequéncia especifica do dominio TM, ou se pelo contrério a inser¢cdo na membrana
impde as regibes RodZn e RodZc uma conformacdo particular que facilite a
interaccdo destas regides. Uma maneira de abordar a questdo € substituir o dominio
TM por uma sequéncia transmembranar que se saiba ndo interagir no plano da
membrana. Uma possibilidade seria o primeiro segmento TM da proteina MalF de E.
coli (12). RodZ, com este dominio a substituir o segmento TM nativo sera testada
para uma interac¢do na levedura S. cerevisiae. Esta forma da proteina sera também
produzida em B. subtilis, para teste de complementacdo de um mutante rodZ de
eliminacdo. Se RodZ dimerizar no plano da membrana, a interaccdo de uma forma
soluvel da proteina, artificialmente dimérica por substituicdo do segmento TM por
um fecho de leucinas, com MreB sera revisitada.

Os resultados da analise bioquimica, biofisica e bio-informatica das regides
RodZn e RodZc apoiam a conclusdo de que ambos os polipeptideos sdo alongados.
As experiéncias de CD e de 1D 'H NMR mostram que RodZn é uma proteina
estruturada e maioritariamente em hélice o, a0 passo que RodZc parece ser
largamente ndo estruturado mas com algum contetdo em folha 3 ( ver os anexos 5 e
6).

O teste de susceptibilidade a tripsina sugeriu que Hiss-R0dZ131.304 (75) €
parcialmente estruturada (Fig. 9B), e de acordo com a anélise de CD e 1D 'H NMR,
inferimos que o dominio coiled-coil de RodZc é importante para a estruturacdo da
proteina. Muitas vezes, a manutencdo de uma proteina em solugdo ap6s desnaturacao
a 100°C é considerada indicativa de proteinas ndo-estruturadas (46, 50, 86, 88). No
entanto, este comportamento também pode ser observado para proteinas que
possuam um fold simples, podendo voltar a conformacdo nativa aquando o
abaixamento da temperatura (26, 46). Tendo em consideracdo os resultados de
susceptibilidade a tripsina, de CD e 1D "H NMR, inferimos que este sera o caso de
RodZc. A este propdsito, a analise de CD sugere que a desnaturacdo Hiss-R0dZ131-304
(forma longa de RodZc) leva a aquisicdo de uma nova conformacdo aquando o
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abaixamento da temperatura (ver o anexo 6). Presumivelmente, RodZc tem uma
estrutura flexivel podendo adoptar diferentes conformacdes.

A manutencdo de RodZn em solugdo apds desnaturagdo esta em conformidade
com as propriedades do dominio HTH, que possui um fold relativamente simples, e
pode assumir rapida e espontaneamente a sua conformacéo nativa (74).

O modelo molecular obtido por homologia para RodZn esta de acordo com 0s
resultados bioquimicos e biofisicos. O modelo de RodZn é uma representacao
altamente provavel da conformacdo da proteina, o que reflecte o elevado grau de
semelhanga com outros dominios HTH (Fig.10). RodZn consiste de 5 hélices o, com
o motivo HTH formado pelas hélices a2 e a3, sendo a3 a hélice putativamente
envolvida no reconhecimento do DNA (3). A estrutura do complexo entre RodZ e
MreB de T. maritima mostra que a regido formada pela hélice a4 consiste no ponto
de contacto principal de RodZ com MreB, com alguns contactos adicionais
estabelecidos pela hélice a3 (90). Substitui¢bes singulares para alanina dos residuos
K36 (na segunda hélice do motivo HTH), e Y53 e Y57 (na hélice a4 do dominio
HTH), em T. maritima, afectam severamente a ligacdo de RodZ a MreB,
monomerico ou polimerizado (90). Y53 encaixa numa cavidade relativamente
hidrofébica de MreB, formada pelos residuos L141, N149, R279, G280, F282 e
1306* (Fig.15). A substituicio de 1306 para triptofano elimina a ligacdo de RodZ a
MreB in vitro (90). Os autores deste estudo mostram que a formacdo de um
complexo com MreB exclui a ligacdo de RodZ ao DNA. Em E. coli, um organismo
muito préximo de T. maritima, todos os residuos em RodZ e em MreB envolvidos na
interaccdo s@o conservados (8, 90). Neste organismo, RodZ interage directamente
com MreB, e ndo existe evidéncia de que possa ligar ao DNA (8, 90).
Aparentemente, nestes dois organismos, e presumivelmente noutras espécies
filogeneticamente proximas, o motivo HTH em RodZ é utilizado para a interacgdo
com MreB. Existem varios exemplos, bem estudados, de utilizacdo do dominio HTH
para interacgdes proteina-proteina (3). Em B. subtilis, a situacdo parece ser diferente.

* Outros residuos (menos importantes) em MreB de T. maritima, que contribuem para a superficie de
ligacdo a RodZ sdo S139, N140, N142, 1277, E278, D294, G302, S304, V305, E309.
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A localizacdo sub-celular de RodZ depende de MreB, e as duas proteinas podem
formar um complexo, apesar de ainda ndo ter sido possivel demonstrar uma
interaccdo directa entre as duas proteinas (22). No entanto, na auséncia de RodZ, o
nucledide assume uma conformacao estendida, chegando aos p6los da célula (Fig. 4).
Esta observacdo sugere que RodZ liga o DNA a membrana, e que é a quebra dessa

ligacdo que permite a extensdo do nucledide.

A o - v

B
L141 N149
Tm IGSNLNVEEPSGNMVV 152
Bs IGANLPVWEPTGSMVV 157
R279 G280 F282
TM DI IERGIFLTG 285
Bs DI MDRGIVLTG 289
1306
Tm GISV IRSE 309
Bs KMPVL IAE 32

Figura 15 — Analise da interaccdo de RodZ com MreB. A) Estrutura do complexo entre RodZ (no
topo, a vermelho) e MreB de T. maritima, na regido de interface entre as duas proteinas (89). Os
residuos envolvidos na interaccdo sao indicados e as suas cadeias laterais (a azul para RodZ e a rosa
para MreB) representadas no modo stick. O tratamento da imagem foi realizada com recurso ao
software Pymol (www.pymol.com) com base nas coordenadas da estrutura de cristal do complexo
(codigo pdb: 2WUS). B) Alinhamento entre as sequéncias das proteinas MreB de B. subtilis (Bs) e de
T. maritima (Tm) na regido que contem os residuos envolvidos na interac¢do entre RodZ e MreB, (tal
como representado em A. Os residuos estdo destacados a amarelo e identificados. Outros residuos
idénticos entre as duas proteinas sdo assinalados contra um fundo cinzento. O alinhamento entre as
sequéncias completas, das duas proteinas foi gerado com o programa ClustalW (www.ebi.ac.uk).
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A substituicdo para alanina dos residuos Y32, Y49 e F53 (que ocupam
posicdes homdlogas a K36/R43, Y53/F60 e Y57/F53 nas proteinas de T. maritima e
E. coli, respectivamente) bem como o residuo L33, produziu mutantes que, tal como
0 mutante rodZ de eliminacdo, dividem assimetricamente mas que, ao contrario do
mutante, produzem mini-células anucleadas. Inesperadamente, as substituicbes L33A
e Y32A ndo causam a deslocalizagdo de YFP-RodZ, enquanto que nos mutantes
Y49A e F53A a deslocalizagdo € total (Fig. 13B).

Um modelo possivel é que de alguma forma, RodZ forme um complexo
ternario com MreB e o DNA. As mutacgdes na hélice a4 (Y49A e F53A; Fig.13), que
eliminam a localizagio em bandas de YFP-RodZ, devem afectar mais
especificamente um contacto com MreB (Fig. 15). Pelo contrério, todas as mutacGes
parecem afectar a capacidade do complexo putativo RodZ-MreB-DNA de manter o
padrdao normal de divisdo a meio da célula. Um precedente para a formacdo de um
complexo ternario entre uma proteina contendo um dominio HTH, um componente
do citosqueleto e 0 DNA, é o de TubR (63). TubR é uma proteina codificada por uma
plasmideo de B. thuringiensis que também especifica uma NTPase aparentada com
FtsZ. TubR forma um complexo ternario com TubZ e com um local centromérico no
DNA plasmidico, que promove a sua segregacdo (63). TubR é um dimero cuja
formacéo envolve as hélice de reconhecimento, tornando a interac¢do HTH-DNA
candnica impossivel. De facto, o dominio HTH de TubR é do tipo winged, e as
interaccGes com o DNA envolvem amino4cidos nas “asas”, bem como na regido N-
terminal das hélices de reconhecimento (63).

A ligacéo entre 0 DNA, RodZ e MreB, assim como a divisdo celular, é ainda
pouca clara. Como um mutante de eliminagdo mreB ndo parece dividir
assimetricamente, é possivel que RodZ seja um inibidor da polimerizacdo de FtsZ,
um papel que RodZ partilharia com MinCD no pdlo novo, e que assumiria sozinho
no pélo velho (22). Contrariamente ao mutante ArodZ onde a ligacdo do DNA a
membrana se perde, levando a extensdo do nucledide, é possivel que nenhuma das
substituicdes para alanina elimine completamente a capacidade de RodZ ligar ao
DNA. Ainda que afectada, a ligacdo de RodZ ao DNA evitaria a extensdo do
nucledide, explicando a auséncia de DNA nas mini-células. Em qualquer caso, 0s

resultados mostram que a divisdo assimétrica ndo depende da extensdo do nucledide
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até aos pdlos da célula. Esta inferéncia, por sua vez, elimina um modelo no qual a
extensdo do nucledide colocaria uma regido do cromossoma com baixa incidéncia de
locais de ligacdo para Noc perto dos quartos da célula, permitindo a formacéo do
anel Z. Esta possibilidade foi sugerida anteriormente para explicar a formacgdo do
septo assimétrico que ocorre sobre 0 DNA, no inicio da esporulacao (96).

Pouco apds a iniciacdo da replicacdo do cromossoma, as regides oriC irmas,
separam-se rapidamente e ficam localizadas nos quartos da célula (33, 54, 81, 92,
93). Os mecanismos envolvidos na localizagdo de oriC ndo sdo conhecidos, mas a
rapidez do movimento das duas cépias de oriC para lados opostos da célula sugere
que deve haver um mecanismo activo de segregacdo (33, 54, 57, 81, 87, 92, 93).
Contudo, sabe-se que este posicionamento ndo depende de qual regido do
cromossoma € replicada primeiro, e que a sequéncia de oriC, inserida em diferente
locais do cromossoma, ndo € necessaria para 0 posicionamento de uma regido
particular nos quartos da célula (9). Estas observacdes sugerem que existam locais no
cromossoma, ainda ndo identificados, que estdo envolvidos no movimento da regido
oriC para os quartos da célula, e na sua manutencio nessa localizacio (9). E possivel
que RodZ ligue ao longo do cromossoma e esteja envolvido neste processo.

Com a excepcdo de L33A, que pode afectar o nicleo hidrofébico da proteina,
as mutacGes que testamos nas hélices a3 e a4 sdo em residuos hidrofébicos que
parecem partilhar a mesma orientacéo, possivelmente de forma a interagirem com a
bolsa hidrofébica em MreB (Fig. 15). Se isto for verdade, entdo devera ser possivel
isolar mutantes nesta regido de MreB que afectem especificamente a interac¢do com
RodZ. A ideia de que as mutaces em a4 afectam mais especificamente a interac¢ao
com MreB pode ser testada em ensaios de pull-down; espera-se que as formas Y32A
e L33A de RodZn, mas néo as formas Y49A ou F53A, ainda formem um complexo
com MreB. A figura 16 mostra que existem outros residuos em a.3 e a4 cujas cadeias
laterais estdo expostas ao solvente. De realcar os residuos K30, R31, E37 e E38, em
extremidades opostas da hélice “de reconhecimento” a3. A cadeia lateral destes
residuos, ao contrario de Y32, esta orientada na direccdo oposta a da regido que
supostamente interage com MreB. E possivel que estes residuos estejam mais
especificamente envolvidos na ligacdo ao DNA. Em trabalho futuro estes novos

residuos serdo substituidos por alanina, e 0s mutantes caracterizados em pormenor.
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Em trabalho anterior, como referido anteriormente, ndo foi possivel demonstrar uma
interaccdo directa entre RodZ e MreB (22). De futuro, sera testada a interaccéo de
RodZ selvagem e das formas mutantes que aqui descrevemos, com MreB na
presenca de DNA. Se RodZ dimerizar quando inserida na membrana, entdo estes
estudos podem envolver a forma sollvel, artificialmente dimérica de RodZ obtida
por meio de um fecho de leucinas (ver acima). Ao contrario de TubR, RodZ nédo
contem um dominio HTH winged (ver acima). Se RodZ formar um complexo
ternario com MreB e o DNA, prevemos que o0 modo de ligacdo ao DNA seja novo,
ou pelo menos diferente daquele reportado para o complexo TubR-TubZ-DNA (63).

V50 Y49
C
K30 R31 E37 E38 V50 Y57
ik S Ll Y49  F53
BSKIQYGNYDI (CR FAdV RAR | KQY AE AV (el
TmN | NESIKINGERERIGDLKGLDAENM Y LS Y IS 1-NNE 66
. [ K36 ' Y53 Y57 J
turn a3 a4

Figura 16 — Mutagénese de scanning para alanina do dominio HTH de RodZn. A) Modelo
estrutural obtido para RodZn (ver Fig. 10) com as hélices a3 e a4 destacadas a vermelho, e as
restantes hélices a branco. B) O painel representa uma rotacdo de 90° no eixo dos y, do modelo
representado em A, de modo a visualizar melhor a a3 e a4. Com a excepcdo de L33, os demais
aminoacidos subtituidos por alanina no decurso deste trabalho (Y32, Y49 e F53) estdo representados a
rosa. Os residuos a susbtituir por alanina em trabalho futuro sdo indicados a azul. O tratamento das
figuras em A e B foram realizadas com o software Pymol (www.pymol.com). C) Alinhamento entre
as sequéncias de RodZ de T. maritima (Tm) e de B. subtilis (Bs) para a regido representada em B. Os
aminoacidos conservados entre as duas proteinas sdo representados. O cédigo de cores € 0 mesmo
utilizado para os painéis A e B. O alinhamento for obtido com recurso ao programa ClustalW
(www.ebi.ac.uk).
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O modelo molecular para RodZc é mais questionével, de acordo com a ideia de
que a regido C constitui um dominio novo (2). De qualquer modo, e de acordo com
os estudos bioquimicos e biofisicos, todas as proteinas que revelaram homologia
estrutural com RodZc apresentam uma organizagdo de tipo Immunoglobulin-like S
sandwich (21). O maior grau de semelhanca estrutural foi obtido para o primeiro
dominio de ligacdo a Ca”* da proteina NCX1 da membrana plasmatica dos midcitos
cardfacos, que mantém a homeostase do Ca?* e é essencial para a contractilidade do
musculo cardiaco (39). O transporte de Ca®* é regulado por este metal, através de
dois dominios regulatérios, CBD1 e CBD2 (39). Ambos os dominios sao
citoplasmaticos, ligando duas hélices transmembranares (39). E ambos apresentam
homologia estrutural com RodZc, mais robusta para CBD1, que é o principal
dominio sensor de Ca**. Na auséncia de Ca* este dominio perde estrutura (unfold),
ao passo que a ligacdo de Ca®* induz alteracdes conformacionais que induzem a
extrusdo do metal pela bomba de transporte (19, 65).

No contexto de RodZc, a capacidade deste dominio apresentar diferentes
estados conformacionais, dependendo da presenca de Ca®*, parece interessante, ja
que a analise de CD mostrou que ap6s desnaturacdo o dominio assume uma
conformacdo estavel mas diferente da inicial. Neste momento, néo se sabe se RodZc
liga Ca?* ou qualquer outro metal, mas esta possibilidade sera testada de futuro.

O fold apresentado pelas proteinas que revelaram alguma homologia estrutural
com RodZc (Immunoglobulin-like p sandwich) é muitas vezes utilizado para
interaccOes proteina-proteina (21). Um exemplo é o da invasina de Y.
pseudotuberculosis que promove a entrada da bactéria em células animais em
cultura, mediante ligacdo as cadeias 1 de cinco integrinas (76). A estrutura de cristal
da regido extra-citoplasmatica da invasina revela uma molécula alongada, com
afinidade estrutural com regibes da fibronectina (o0 ligando natural; 37, 76). As
superficies de ligacdo a integrina da invasina e da fibronectina incluem residuos
criticos localizados em posicoes equivalentes das duas moléculas, mas num contexto
estrutural diferente (37).

E possivel que RodZc utilize a regifo extra-citoplasmatica para ligacdo a um
componente polimérico do envelope celular. O motivo em gancho exibido no modelo

(Fig.11) sugere um mecanismo de ligacdo semelhante ao “abraco do colagénio”,
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ilustrado pela proteina de ligacdo ao colagénio CNA de Staphylococcus aureus
(100). CNA possui dois sub-dominios (N1 e N2) com fold de tipo 1gG, separados por
um linker (100). Esta estrutura é estabilizada por interaccdes hidrofdbicas inter-
dominios, e pela extensdo C-terminal do sub-dominio N2, que complementa uma
folha B no sub-dominio N1 (100). Peptideos com estrutura em hélice tripla sdo
envolvidos num tanel esférico formado pelos sub-dominios N1 e N2 e o linker (100).
Foi proposto que este arranjo estrutural seria optimizado para ligagdo a um ligando
em forma de cabo extendido (100).

Em qualquer caso, a conservacao dos residuos G265 e N275 entre ortélogos de
RodZc, a posi¢cdo destes residuos no modelo e o efeito fenotipico das substituices
G265A e N275, sugerem um papel estrutural importante (Fig.11 e 13). Se a
extremidade carboxilica de RodZc contacta a regido do residuo N275, talvez entdo a
substituicdo simultanea destes residuos para cisteina permite o cross-linking da
molécula nesta regido.

N&do sabemos ainda se RodZc liga a peptidoglicano ou a é&cidos teicdicos
presentes na parede celular, mas estas experiéncias, envolvendo o dominio selvagem
e as formas N265A e N275A, constituem designios futuros. Esta possibilidade é
atractiva porque RodZc é particularmente importante para a manutencdo da forma da
célula, presumindo-se que de alguma forma interaja fisica e funcionalmente com
componentes envolvidos na sintese da parede celular (2, 22, 82).

A determinacdo experimental da estrutura de RodZn e de RodZc devera ser
uma ajuda preciosa para novas experiéncias de mutagénese dirigida. Ao tempo a que
se concluiu a escrita desta Dissertacdo, a estrutura de Rodzn foi ja determinada em
solucdo, por NMR (69). A sua andlise ultrapassa 0 ambito desta Dissertacdo, mas
abre uma avenida de investigacdo importante. Tal como esperdvamos, a estrutura €
muito semelhante ao modelo representado na Figura 10, mas a posi¢do das cadeias
laterais de certos residuos criticos ndo é totalmente coincidente (69). A obtencédo da
estrutura foi possivel porque conseguimos produzir RodZn em grandes quantidades
em meio minimo contendo amino&cidos marcados (resultados nao apresentados). Por
seu lado, os nossos esforcos para produzir RodZc em meio minimo numa forma
solivel (como acontece em LB), foram infrutiferas. No entanto, recentemente, foi

possivel obter RodZc solivel em meio minimo contendo 1% de peptona (resultados
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ndo apresentados). Este resultado excitante abre a porta para a determinacdo da
estrutura deste dominio que, antecipamos, serd& um passo fundamental para a
elucidacéo da funcéo de RodZc.

Por fim, apresentamos um modelo, representado na Fig. 17, onde esta
representado RodZ associado @ membrana, como um dimero, segundo 0s ensaios de
Split-Ubiquitin. Supde-se que RodZ interaja com MreB e com o DNA via a sua
regido citoplasmatica. A interaccdo com o DNA pode envolver preferencialmente a
hélice a3, ao passo que a interaccdo com MreB deve envolver principalmente a
hélice a4 (Fig. 17). Esta interaccdo podera ser o determinante primario da localizacao
sub-celular de RodZ num padrdo em bandas ao longo da célula. Todas as funcGes
conhecidas para RodZ dependem contudo da formacdo correcta do provavel
complexo MreB/RodZ/DNA. A estrutura deste complexo € essencial para o
posicionamento do nucledide e para a divisdo celular (ver resultados acima). A
regido extra-citoplasmatica de RodZ aparenta interagir com um componente da
parede celular mediante o dominio C, tendo um funcéo importante na manutencéo da

morfologia celular.
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Figura 17 — Modelo para a fungdo de RodZ com MreB. O modelo representa um dimero de RodZ
associado a membrana. Supde-se que RodZ interaja com MreB e com o DNA via a sua regido
citoplasmatica. A interacgdo com o DNA pode envolver preferencialmente a hélice a3, ao passo que a
interaccdo com MreB deve envolver principalmente a hélice o4 (esta interaccdo poderd ser o
determinante primario da localizacdo sub-celular de RodZ num padrdo em bandas ao longo da célula).
Todas as fungBes conhecidas para RodZ dependem contudo da formagdo correcta do complexo
MreB/RodZ/DNA. A estrutura deste complexo é essencial para a forma celular, o posicionamento do
nucledide e a divisdo. Pensa-se que a regido extra-celular de RodZ interaja com um componente da
parede celular mediante o dominio C. Esta interaccdo podera permitir informacao sobre o estado da
parede ao citosqueleto.
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6. Anexos

6.1. Anexo 1 — Meios de cultura

Tabela S1 - Composicdo dos meios de cultura utilizados neste estudo

Meio de cultura

Composicao

Luria — Bertanni (LB/LA)

10 g/L Triptona

5 g/L Extracto de levedura

5 g/L NaCl

Se sélido adicionar 16g/L de agar (LA)

Growth Medium 1 (GM1)

96% (v/v) sais B&W*

1 mM MgSO,

0,5% (w/v) Glucose

0,1% (w/v) extracto de levedura
0,05X aminoéacidos B&W*

Conservar a 4°C.

Growth Medium 2 (GM2)

A GM1 adicionar:
0,28 mM de CaCl,
2,8 mM de MgCl,

Meio minimo SMS/SMM (30)

1X SMS*

50% Glucose

50 ug /ml Metionina
50 ug/ml Triptofano
1X SMM*

Yeast Extract-Peptone-Dextrose (YPAD)

1% Bacto Yeast Extract
2% Bacto peptone

2% Glucose

0,004% Sulfato de Adenina

Se sélido adicionar 2% de Bacto Agar

Synthetic Dextrose sem leucina e sem
triptofano (SD-2)

0,7% Yeast Nitrogen Base
0,1% Dropout mix (-leu, -trp)
2% Glucose

Se sélido adicionar 2% de Bacto Agar
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Meio minimo M9

* ver 0 anexo 3 - Solugdes

H,0 MiliQ
1X sais M9

0,002 M MgSO,

0,025 uM CaCl,

0,3X Solugédo de metais™

0,01% (v/v) Mistura de vitaminas (Sigma)
100 png/ml Ampicilina

0,08% (v/v) Fonte de Carbono (Glucose, *“C)
0,005% (v/v) Fonte de Azoto (NH,CI, °N)
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6.2. Anexo 2 — Antibidticos

Tabela S2 — Antibiéticos utilizados neste trabalho e respectivas concentracdes de utilizacdo e de stock

o Concentragéo Stock Concentracéo de utilizagéo
Antibidtico
(mg/ml) (ng/ml)
Ampicilina (Amp) 100 100
Espectinomicina (Sp) 100 100
Neomicina (Neo) 10 1/3*
Canamicina (Kan) 10 10/30*

* meio liquido / meio sélido

Todos os antibioticos sdo dissolvidos em ddH,O e armazenados a -20°C.
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6.3. Anexo 3 — Solugdes utilizadas neste trabalho

Tabela S3 — Solugbes utilizados neste trabalho

Solucéo

Composicao / Preparacao

Extraccdo de DNA

STET

8% sacarose, 0,5% TritonX-100, 50 mM EDTA e 10
mM Tris-HCI; pH 8.0

SET

20% Sacarose; 20 mM Tris pH 8.0; 10 mM EDTA

Super-Producao e purificacdo de proteinas recombinates

Tampdo fosfato 8X

2.87% (w/v) de NaHPO4.12H,0, 1.25% (w/v)
NaH,P0,4.12H,0 e 23.38% (w/v) NaCl; pH 7,4.
Filtragdo (0,45um)

Tampéo de Ligacéo

Tampédo fosfato 1x, 10 mM Imidazol, 10% de
glicerol 98%

Tampéo de eluicdo 60 mM

Tampédo fosfato 1x, 60 mM Imidazol, 10% de
glicerol 98%

Tampéo de eluicdo 100 mM

Tampédo fosfato 1x, 100 mM Imidazol, 10% de
glicerol 98%

Tampéo de eluicdo 300 mM

Tampédo fosfato 1x, 300 mM Imidazol, 10% de
glicerol 98%

Tampéo de eluicdo 500 mM

Tampédo fosfato 1x, 500 mM Imidazol, 10% de
glicerol 98%

TSDS-PAGE e Deteccao Imunoldgica de Proteinas

Gel de Resolucdo 12,5%

12,5% Acrilamida (29:1); 1M Tris.CI/SDS pH 8,45;

9,3% Glicerol; 0,8% APS e 5x107%0% (viv)
TEMED em ddH,0.

Gel de Concenracéo 4,5%

4,5% Acrilamida (29:1); 0,7M Tris.CI/SDS pH 8,45;
0,01% APS e & x 107* o5 (v/v) TEMED em ddH.O.
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Tampéo de electroforese 1X

1,2% (w/v) Tris-base, 1,8% (w/v) Tricina e 0,1%
(w/v) SDS, em ddH.0.

Tampéao de amostra

0,8X Upper Tris, 21% Glicerol, 8% (w/v) SDS, 3%
(w/iv) DTT e 0,02% (w/v) Coomassie G-250, em
ddH,0

Tris.CI/SDS pH 8,45

3M Tris.Cl; pH 8,45.; filtra¢do (0,45um); 0,3% SDS

4X Upper Tris

0,5 M Tris.Cl, 0,4% SDS; pH 6,8

PBS 10X

1,37 M NaCl; 27 mM KCI; 43 mM Na2HPO4 e 14
mM de KH2PO4

Tampéo de transferéncia

25 mM Tris; 192 mM Glicina e 10% Etanol

Solucéo de bloqueio

10% de leite magro em p6 comercial em solucdo de

lavagem

Solucgéo de anticorpo

0,5% de leite magro em pé comercial em solucéo de

lavagem

Solucéo de lavagem

PBS 1X; 0,001% Tween-20

Persulfato de ammonia (APS)

1,6% (w/v) em ddH,O. Manter a 4°

Tetrametil-etileno-diamida (TEMED)

Solucdo a 99% (Sigma). Manter protegida da luz.

Sodium dodecy!l sulfate (SDS)

10% (w/v) em ddH,0.

Meios

Sais Bott and Wilson (B&W)

1,24% (W/V) KzHPO4, 0,76% % (W/V) KH2PO4,
0,1% (w/iv) tri-sédico e 0,6% (w/v)
(NH4)2804, pH 7,6

citrato

5X aminoacidos B&W

2,5 mg/ml de trp, arg, lys, gly, met, his, val, thr e asp

10X Spizizen’s minimal salts (SMS)

14% (w/v) K;HPO4; 2% (W/v) (NH4)2SO4; 6% (W/V)
KH,PO4; 1% (w/v) Nascitrato.2H,0 e 0,2% (w/v)

2X SMM

0,5 M Sucrose, 16,9 mM &cido maleico e 20mM
MgCl, pH 7,0

10X Sais M9

12,8% (w/v) Na,HPO,.7H,0, 3% (w/v) KH,PO, e
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0,5% (w/v) de NaCl, em ddH,O; pH a 74.
Autoclavar e manter a 4°C

10X Solucédo de metais

0,4M HCI; 8,3% (w/v) FeSO47H,0; 0,6% (w/v)
HsBO,; 0,02% (w/v) CoCl,.6H,O; 0,004% (w/v)
CuCl,.2H,0; 0,34% (w/v) ZnCl,; 0,61% (w/v)
Na,M00,.2H,0 e 0,04% (w/v) MnCl,.4H,0
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6.4. Anexo 4 — Oligonucleotidos utilizados neste estudo

Tabela S4- Oligonucleotideos utilizados neste estudo.

Primer Sequéncia (5°-3")"

r0dZ1F GGTGTTTGCCATGGGCACTGAACTAGGAATCCGGCTCAAAG

rodz93hisR CTTTGTTAGCCTCGAGATCTCAGTGGTGGTGGTGGTGGTGTTCAAGATTCATGCC
GGAGATCTTTTCAGACAC

his-rodZ201F GGCAAACCATGGGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCACTGAAGGATCGT
TAACGACTTATGAAGTGTC

rodZstopR GAAAAGTCCTCGAGTAATTAAGATGACTTTTC

Pxyl-379F CTGTGAGGATCCAGTTGATTTATTTAATCC

rodZ+906R CAATTTCGAATTCGGACGTGAAGAAAAG

rodZcG265Ar GATTTTTATTTTCAGATTAGGTGCATATGCGGTGCGGATATCAACTTGTTTCTG

rodZcG265Af CAGAAACAAGTTGATATCCGCACCGCATATGCACCTAATCTGAAAATAAAAATC

rodZcN275Ar GATCAAGTTCATATGAAAGAACCTTACCGGCGATTTTTATTTTCAGATTAGGTGC

rodZcN275Af GCACCTAATCTGAAAATAAAAATCGCCGGTAAGGTTCTTTCATATGAACTTGATC

rodZnL33Af GCAACAAAGATTCAAAAAAGGTATGCAACCGCCTTGGAGGAAGG

rodZnL33Ar CCTTCCTCCAAGGCGGTTGCATACCTTTTTTGAATCTTTGTTGC

rodZnY32Af GCAACAAAGATTCAAAAAAGGGCTTTAACCGCCTTGGAGGAAGG

rodZnY32Ar CCTTCCTCCAAGGCGGTTAAAGCCCTTTTTTGAATCTTTGTTGC

rodZnY49Af GACATTATTCCGGGGAAGTTTGCTGTTCGGGCATTCATCAAGC

rodZnY49Ar GCTTGATGAATGCCCGAACAGCAAACTTCCCCGGAATAATGTC

rodZnF53Af GGAAGTTTTATGTTCGGGCAGCCATCAAGCAATATGCAGAAGC

rodZnF53Ar GCTTCTGCATATTGCTTGATGGCTGCCCGAACATAAAACTTCC

Cub-rodzf GCAAAACTGCAGGACTGAACTAGGAATGCGGC

cub-rodzr GAAAAGTCCCATGGTAATTAAGATGAC

nubG-rodzf CCGGAATTCGACTGAACTAGGAATGCGGC

nubG-rodzr GAAGAAAATCGATCTGGTAATTAAGATGAC

" Locais de restricdo sublinhados
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6.5. Anexo 5 — Analise da espectroscopia de RodZn
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Figura S118 — Espectroscopia de CD e de 1D 'H NMR de RodZ;..;. A) O espectro de CD de
RodZ; 93 entre 190 e 250 nm revela uma assinatura espectroscopica tipica de uma proteina estruturada,
em hélice a, com minimos a 208 and 222 nm (inserto). A desnaturacdo térmica, seguida a 222 nm,
revela uma transicdo abrupta, compativel com a passagem de uma conformacao estruturada para uma
conformacdo nao estruturada. O ponto médio da transicdo corresponde a uma temperatura de melting
(Tm) de 77°C. Esta transicdo é completamente reversivel, o que é compativel com uma estrutura bem
organizada para RodZ;g;. Foram obtidos resultados equivalentes para RodZ; ;04 (resultados néo
apresentados), no entanto a temperatura de melting observada foi de 74°C. Este decréscimo no Tm
pode ser atribuido & presenca da extensdo C-terminal, menos organizada. B) O espectro de 1D 'H
NMR também sugere que RodZ;.o; € predominantemente estruturada e possivelmente a-helicoidal.
Esta concluséo é baseada na definicdo e no espalhamento dos sinais das amidas (distribuidos por uma
regicdo superior a 3ppm) em conjunto com a presenga de ressonancias dos grupos metilo nas regies
entre 0,5 e 1ppm..
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6.6. Anexo 6 — Analise da espectroscopia de RodZc

071 DRodZgys0 ~ (fisg ——{ Domine ¢ | c
0 RodZ 501304 131 204 304 - -14 =
v (Gioy Y Domime ] © 5
204 304 8
8
-~ |
7 Iy L -16 o
E -1 Ml P, Al o
& Whe ““‘MUMWW : s
2 Wl Wi .
z Wi
& : \J ‘ RodZ 31304 - -18 -g
< FEWEAR lg
2
0] s
——————— RodZ
210 220 230 240 250 260 00c201-304 +-20
Comprimento de onda (nm)

T T T T T T T T T T T T T T T
210 220 230 240 250 260 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Comprimento de onda (nm) Temperatura (°C)

Figura S2 - Espectroscopia de CD de RodZ;3; 304 € de RodZy04.304. A) A analise por espectroscopia
de CD para comprimentos de onda nos UV distantes, sugere que ambas as proteinas sdo pouco
estruturadas, com minimos a 208 nm e sinais adicionais entre 215 e 230 nm compativeis com alguma
estrutura em folha B. Para RodZ;3;.304, Uma banda larga centrada a 215 nm sugere que o segmento
entre os residuos131 e 201 pode ser mias rico em folhas B, ou alternativamente induzir estrutura no
resto da proteina. A diferenca entre os espectros obtidos para RodZ;3; 304 € ROdZ,01.304 (iNSerto) sugere
de facto que esta regido possui (ou produz) uma assinatura mais rica em folha B. B) A deshaturacédo
térmica de RodZ,0;.304 € Monotonica, e irreversivel (o arrefecimento da amostra para a temperatura
ambiente ndo restaurou a assinatura espectroscopica inicial). Pelo contrario, a desnaturagdo térmica de
RodZ;3; 304 revelou uma transicéo de baixa magnitude e reversivel, com um Tm aparente de 45°C. Esta
transicdo ndo leva a perca de estrutura, mas antes sugere uma reorganizagdo dos elementos estruturais
na proteina (que mantem estrutura secundaria a alta temperatura). Os resultados sugerem que RodZ,g;.
304 € largamente ndo estruturado, e que RodZ;3;.304 possui alguma estrutura, com elementos em folha p.
Possivelmente, o segmento entre os residuos 131 e 201 confere estrutura a RodZc.
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Figura 19 — Espectros 1D *H NMR para RodZc. Espectro de 1D *H NMR de RodZ;31.304 ( A), € de
RodZy4-304 (B). Em geral, as reson&ncias das amidas, entre 6 e 10,5 ppm sdo consistentes com uma
proteina maioritariamente ndo estruturada (comparar com a figura S1B). No entanto, no espectro
obtido para RodZ;3;.304 (A), 80 varios as indicacdes de alguma estrutura: i) os sinais das amidas estdo
bem resolvidos e espalham-se por uma regido de mais de 2 ppm; ii) as resonancias a volta de 5 ppm
sdo consistentes com sinais Ho correspondentes a uma conformagdo em folha f; iii) os sinais de
ressonancia dos grupos metilo perto ou abaixo de O ppm sdo também indicativos de alguma estrutura.
Nenhuma destas caracteristicas pode ser associada com 0 espectro obtido para RodZ;p4-304 (B). O
grupo de ressonancias a volta de 8.2 ppm no painel A pode ser atribuido a uma regido ndo estruturada
perto do terminal carboxilico de RodZ;3;.304.
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