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aferrarme por todo un dia al vientre de mi

madre. Luego, me aferré al coche... hasta
que tardiamente emprendi rumbo. Tuve una
infancia llena de tardes de juego, callejeo, aseo
doméstico ¢ introversién. Ya en el pequeio colegio
de la esquina de mi casa desperté en mi la
curiosidad por saber qué habia mas adentro de todo,
cuando una profesora empezo a ensefiarnos de
cosas llamadas atomos que formaban todo lo que
nos rodeaba. Entré al Liceo N° 1 Javiera Carrera,
donde transcurri6 la mayor parte de mi
adolescencia rodeada del ruido del centro de
Santiago, de micros con frenos ruidosos, del
permanente ruido de conversaciones incesantes
caracteristico de un colegio de nifias... aqui aprendi
a tejer y bordar, también a hacer lamparas de yeso. Asi, descubri mi vocacion por el
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RESUMEN

Durante la citoquinesis bacteriana, en el sitio de division se forma un polimero de FtsZ
llamado el anillo Z cuya constriccion contribuye a la division de la célula para dar origen
a dos células hijas. Por esto, FtsZ es la primera proteina en ubicarse en el centro de la
célula para reclutar el resto de las proteinas que dan origen al llamado divisoma. El uso
de liposomas ha permitido determinar que FtsZ y la proteina que la ancla a la
membrana, FtsA, son responsables directos en la constriccién de la membrana. El
mecanismo mediante el cual se genera esta fuerza motriz contempla la hidrélisis de
GTP y otros eventos posteriores a la formacién del anillo Z. Para entender la
transduccion de la energia quimica de la hidrélisis de GTP en energia mecanica se han
realizado diversos experimentos sobre la induccion de la actividad GTPasa durante la
polimerizacién y se ha analizado la morfologia de los polimeros que se forman en E,
coli. Sin embargo, no se conoce como este mecanismo opera a altas temperaturas en
arqueas termofilas y tampoco como la despolimerizacion influye sobre la estabilidad de
los polimeros, pues cuando el sitio de union del nucleétido contiene GDP los polimeros
se hacen inestables.

Methanococcus jannaschii’ es una archaea extremdfila que vive en condiciones de alta
temperatura, presion y osmolaridad. Este organismo también utiliza FtsZ en el proceso
de divisién celular. Se han hecho algunos estudios in vitro de la polimerizacion de FtsZ
de M. jannaschii (MjFtsZ), sin embargo ninguno de éstos ha sido realizado en
condiciones que se asemejen al ambiente celular de la proteina en el extremdfilo. En

el presente trabajo se caracterizé la polimerizacién de MjFtsZ, su actividad GTPasa y

'Se usa la nomenclatura mas antigua (Methanococcus jannaschii), pues en la literatura pertinente es el
nombre més usado. Methanocaldococcus jannaschii es el nombre reciente que corresponde al género en
que se agruparon varias termofilas metanGgenas.
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la morfologia de los polimeros a distintas temperaturas en un intervalo entre 40 y 80
°C. Se determindé que a mayor temperatura la concentracién critica de la proteina
disminuye, la actividad GTPasa aumenta y se forman manojos de polimeros.
Notablemente, la dependencia de la constante de velocidad respecto a la temperatura
en un grafico de Arrhenius es bifasica para MjFtsZ. En consecuencia, MjFtsZ presenta
dos energias de activacion de despolimerizacion, una de 151,79 kJ/mol (36,28
kcal/mol) para temperaturas de despolimerizacién entre 40 y 62 °C y otra de 94,03
kJ/mol (22,47 kcal/mol) para temperaturas de despolimerizacion por sobre los 62 °C.La
actividad GTPasa inducida por la polimerizacién presenta una energia de activacion de
58,19 kJd/mol (13,9 kcal /mol) a temperaturas bajo 49 °C y una menor energia de
activacién de 19,65 kd/mol (4,7 kcal/mol) para temperaturas de polimerizaciéon por
sobre los 49 °C.Este fendmeno nunca antes se habia reportado para FtsZ, lo que

sugiere nuevos experimentos para caracterizar la cinética de la despolimerizacion.

Xii



INTRODUCCION

FtsZ y citoquinesis bacteriana

El ciclo celular bacteriano es un proceso altamente coordinado, en el cual la replicacién
y separacion del nucleoide ocurre durante la divisién celular con un alto grado de
precision y eficiencia. En la mayoria de las bacterias la division celular ocurre

simétricamente alrededor del centro de la célula, entre los nucleoides particionados.

En la citoquinesis bacteriana, el primer evento en la formaciéon del complejo de
proteinas de division celular — divisoma - es la polimerizacion de FtsZ, para formar el
anillo Z. Este anillo permite reclutar las proteinas del divisoma, determinar la sintesis y
ubicacién del septo, y su constriccion permite la division celular. La correcta ubicacion
de FtsZ en el sitio de septacién esta regulada por el sistema de proteinas Min que
forma gradientes en los polos de la célula, inhibiendo la polimerizacion de FtsZ en
estos lugares, y mediante la oclusién del nucleiode se inhibe la polimerizaciéon de FtsZ

cerca del nucleoide (Adams & Errington, 2009).

FtsZ es una proteina homologa a tubulina de los eucariontes, se encuentra conservada
a través de eubacteria, también esta en archaea y participa activamente en la division
de plastidios y mitocondrias de plantas del grupo eukarya. Ademas posee una
estructura primaria altamente conservada entre bacterias y arqueas teniendo entre un
35% — 40% de identidad. FtsZ estd formada por dos dominios independientes que se
encuentran unidos por una hélice central (H7) de 23 residuos (Figura 1). El dominio
amino tiene 189 aminoacidos entre los residuos 38 a 227, posee un plegamiento de

tipo Rossman y constituye el sitio de unién del nucleétido. ElI dominio carboxilo se



extiende entre los residuos 228 a 356, es una sabana-3 de cuatro hebras antiparalelas
que esta girada 90° respecto a la sabana-f del dominio GTPasa (Léwe & Amos, 1998).
El dominio carboxilo posee el sitio de unién a proteinas que participan en la formacién

del anillo Z, tales como ZipA y FtsA.

Figura 1. Esquema de cintas de la estructura tridimensional de MjFtsZ (1FSZ). A. Vista de
los dominios amino y carboxilo; con esferas verdes se muestra la molécula de GDP, en morado
las hélicesa y en amarillo las sabanas-f. B. Vista de MjFtsZ rotada en 90° respecto a la
estructura de la figura 1A. El dominio amino posee un plegamiento tipo Rossmann, el cual
presenta el sitio de unidén a nucledtido, El lazo T4 presenta el llamado motivo de “firma de
tubulina”, [SAG]GGTG[SA]G, el que junto con los ofros lazos en contacto con el nucledtido
distinguen a FtsZ y tubulina como una familia de GTPasas distinta a las GTPasas clasicas
(Nogales y cols. 1998). El dominio carboxilo se encuentra unido al dominio amino por medio de
una interface hidréfoba.

FtsZ es una proteina con actividad GTPasa, que requiere GTP y Mg?* para la hidrélisis
cuando se forman los polimeros, los cuales son desestabilizados y desensamblados al
salir el fosfato inorganico del sitio del nucleétido donde permanece el GDP unido
(Bramhill y Thompson, 1994). El acoplamiento entre hidrélisis y desensamblaje de los

polimeros de FtsZ confiere dinamismo al anillo Z. Al polimerizar, los mondémeros de

FtsZ se asocian de forma longitudinal (dominio carboxilo de un mondémero con el



dominio amino del siguiente) para formar protofilamentos de FtsZ, similar a la unién de
a y B-tubulina. La insercién del loop T7 del dominio carboxilo terminal de FtsZ en el
sitio de union a nucleotido del dominio amino terminal de la subunidad contigua permite
la ubicacion de los residuos cataliticos cerca del fosfato gamma, permitiendo que
ocurra la hidrélisis del nucleétido, de modo que es necesaria la formaciéon de un
oligbmero para tener actividad GTPasa. En particular, el sitio activo con actividad
GTPasa de FtsZ se completa mediante la unién de dos residuos claves del foop T7 que
complementan el dominio amino de unién a nucleétido de MjFtsZ: Asp235 y Asp238.
Estos residuos estan posicionados a una distancia que permite polarizar la molécula de
agua para el ataque en la reaccion de hidrélisis del fosfato-y del GTP (Oliva y col.,
2004). En consecuencia, la actividad GTPasa de FtsZ depende de la polimerizacién de
FtsZ (Adams y Errington, 2009), por lo tanto FtsZ se autoensambla de una forma

dependiente de nucleédsido trifosfato.

Se ha propuesto que FtsZ provee la fuerza necesaria para la constriccion del anillo Z
en la divisién bacteriana, y que el mecanismo para proporcionar esta fuerza es la
hidrolisis del nucleétido (Li y col., 2007; Lu y col., 2000). De hecho, mediante el uso de
liposomas se demostré que FtsZ anclada a la membrana mediante un fragmento FtsA
puede generar la fuerza necesaria para la constriccion de la membrana (Osawa y col.,

2008).
Cinética de la actividad GTPasa de FtsZ

Se ha observado la formacién de polimeros en mutantes de FisZ deficientes en la
hidrélisis de GTP, indicando que la hidrdlisis de GTP no es necesaria para el

ensamblaje de filamentos de FtsZ (Mukherjee, A. y Lutkenhaus, J., 1994). Asi, la



polimerizacion en presencia de GTP generaria la energia potencial necesaria para la
constriccion del anillo Z que se libera tras la hidrélisis del nucledtido y que genera

trabajo mecanico al deformarse el polimero anclado a la membrana.

El polimero de FtsZ que contiene nucleétido en forma de GTP es recto, mientras que si
el nucleétido unido esta en forma de GDP los protofilamentos son curvos (Erickson, H y
cols., 1996; Romberg y cols., 2001; Romberg y Mitchison, 2004). Esta remodelacion de
los polimeros es inducida por la transicion entre los intermediarios de la hidrélisis de
nucledtidos GDP y Pi, en consecuencia, la energia de la hidrélisis puede ser usada
para desestabilizar una estructura previamente estable, el polimero recto, y asi
producir trabajo mecanico, al curvar el polimero. En estudios cinéticos se ha
determinado que en estado estacionario, el 80% de las subunidades de polimero de
FtsZ tiene unido GTP, y que el paso limitante de la actividad GTPasa es la hidrolisis de
GTP, mientras que la liberacién de fosfato inorganico ocurre rapidamente después la
hidrélisis de GTP (Romberg y Mitchinson, 2004). Por otra parte, mediante FRAP
(fluorescence recovering after photoblaching) se observé que la velocidad de hidrdlisis
del GTP se correlaciona directamente con la velocidad de salida de las subunidades de
FtsZ del anillo (Stricker y col., 2002), lo cual también sugiere que la hidrélisis es el paso
limitante. En consecuencia, en estado estacionario la proteina forma filamentos rectos
y la regulacion de la hidroélisis de GTP durante el proceso de formacién y constriccion

del anillo Z determina cambios estructurales del polimero.

El acoplamiento entre la hidrélisis de GTP y la salida de mondémeros del polimero de
FtsZ en un manojo podria ser usado para regular la division celular de dos formas:1)
Mediante la inhibicién de la liberacion del GDP, el polimero podria ocupar la energia de

la hidrdlisis para curvarse y producir fuerza durante la constriccion del anillo, y 2) Las



interacciones laterales podrian aumentar |a rigidez de los filamentos de FtsZ limitando
asi la curvatura y el desensamblado de los polimeros. Ademas, el desarme coordinado
de tales manojos podria concertar la despolimerizaciéon de los filamentos durante la

septacion.
Polimerizacion de FtsZ

FtsZ polimeriza in vitro en varios tipos de estructuras, tales como sabanas, manojos,
filamentos y minirings entre otras, dependiendo de las condiciones de polimerizacion
utilizadas. Por ejemplo, en presencia de concentraciones altas de Ca* (5-10 mM),
temperatura ambiente y pH 6,0, MjFtsZ polimeriza formando sabanas (Léwe y Amos,
1999) constituidas por filamentos simples de FtsZ cuyos mondémeros se repiten
longitudinalmente cada 40 A, dentro de las cuales estos filamentos se ubican de forma
antiparalela. También se ha observado que en presencia de DEAE dextrano, Mg* ya
pH 7.2, FtsZ de E. coli (EcFtsZ) forma protofilamentos largos y rectos que se asocian
en manojos o formando s&banas bidimensionales (Erickson y col., 1996). A pH 6,5 en
cambio, estas sabanas son mucho mas abultadas, formadas por 10 a 15
protofilamentos en paralelo. A pH 6 o 7 la EcFtsZ adsorbida en una monocapa lipidica
catidnica forma sabanas de protofilamentos paralelos, algunos protofilamentos largos y
rectos aislados, y minirings, que se forman en presencia de GTP y de GDP, pero son

mas abundantes en presencia de de GDP (Erickson y col., 1996).

EcFtsZ a altas concentraciones incubada en condiciones de polimerizacion, pH 6,5,
magnesio y GDP, forma arcos y anillos en medio de grandes cantidades de proteina
despolimerizada, lo que es consistente con la observacion de polimeros de EcFtsZ

curvos formados en presencia de lipidos catidnicos o DEAE dextrano. Al reemplazar



GDP por GTP en idénticas condiciones, se observa la formacién de filamentos largos y
rectos que tienden a formar manojos, mientras que a bajas concentraciones de
proteina incubada en idénticas concentraciones se forman filamentos aislados de
ancho uniforme y de largo variable, que corresponden a polimeros de una Unica hebra
segun la evidencia obtenida con STEM (Scanning transmission electron microscopy).
Al utilizar GMPCPP, un andlogo de GTP de hidrdlisis lenta, en lugar de GTP, EcFtsZ
forma polimeros largos y rectos (Romberg y col., 2001). En suma, se ha observado que
la formacién de. manojos y sabanas de protofilamentos aumenta a mayores
concentraciones de FtsZ. Sin embargo, mediante criomicroscopia electronica de
soluciones vitrificadas sin soporte, se observa la formacién de polimeros lineales de
una Unica hebra a altas concentraciones de proteina (Huecas y col., 2008). Y mas aun,
usando tomografia de criomicroscopia electrénica se observa la arquitectura del anillo
Z in vivo, que parece consistir en un gran numero de protofilamentos cortos que se

solapan, en lugar de un anillo continuo de polimero (Li y col., 2007).

Se ha determinado mediante experimentos de sedimentacion, dispersién de luz (light
scattering), ensayos de fluorescencia utilizando mutantes y ensayos de actividad
GTPasa, que existe una concentracion critica de FtsZ bajo la cual no hay formacién de
polimeros (Chen y col., 2005; Oliva y col., 2003; Romberg y Mitchison, 2004). La
existencia de una concentracion critica es caracteristica de un mecanismo de
polimerizaci'c')n cooperativo, que tiene una fase de activacion, nucleacion, elongacion y
un plateau. Y, en efecto, en estudios de cinética rapida se ha observado que la
polimerizacion de FtsZ presenta una fase inicial de /ag caracteristica de una
polimerizacion cooperativa, en que el mecanismo presenta tres etapas: una fase de

activacion del monémero una vez que se adiciona GTP (/lag), en que habria un



intercambio de GDP por GTP en el monémero de FtsZ; una segunda etapa de
nucleacion del dimero y una tercera etapa de elongacién del polimero (Chen y col.,
2005; Huecas y col., 2008). Sin embargo, un mecanismo de polimerizacién cooperativo
parece ser incompatible con la formacién de los polimeros de un Unico filamento que
se han observado mediante microscopia electronica, pues en principio, la elongacién
por adicién sucesiva de mondémeros a un unico filamento requiere una energia
constante y equivalente a la energia de asociaciéon de dos monémeros activados, lo
que ho es consistente con un mecanismo cooperativo de polimerizacion (Chen y col,

2005)
FtsZ y la arquea Methanococcus jannaschii

Methanococcus jannaschii es un organismo extremoéfilo que crece a presiones
superiores a 200 atm, pH entre 5,2 — 7,0 con un 6ptimo a pH 6,0 y cuya temperatura
6ptima de crecimiento es de 85 °C. M. jannaschii es un organismo autotrofo,
metandgeno y anaerdbico estricto, del dominio archaea, que como otros procariotas
posee un citoesqueleto arcaico que permite la citoquinesis. MjFtsZ es clave en la
constriccion de la membrana que ocurre durante la citoquinesis de M. jannaschii.
MjFtsZ es una proteina hipertermofila y haléfila, activa a temperaturas superiores a los
55°C, que requiere concentraciones de sal por sobre los 0,3 M. Comparada con la
proteina FtsZ meséfila de E. coli, MjFtsZ es mucho mas termoestable. Muchas
caracteristicas favorecen la estabilidad térmica de las proteinas, tales como la eficiente
densidad de empacamiento, interacciones hidréfobas, reduccion de loops, unién de
metales y formacién de puentes salinos, entre otros. MjFtsZ posee varios residuos
cargados que forman puentes y redes salinas, las cuales constituirian un elemento

importante en la mantencion de la estabilidad térmica de la proteina (Santander, 2004).



Interacciones hidrofobas

Las interacciones hidrofobas consisten en la union de dos 0 mas moléculas no polares,
que al interactuar disminuyen la superficie de contacto con moléculas de agua. Las
moléculas de agua en contacto con moléculas no polares, forman una red ordenada
alrededor de éstas lo cual genera una disminucién de la entropia. En consecuencia, la
disminucién de la superficie no polar genera una menor diminucién de la entropia del

sistema, lo cual es termodinamicamente favorable.

Las cadenas laterales no polares de las proteinas, por lo general, se ubican en el
centro disminuyendo las interacciones con el medio polar que esta en contacto con la
superficie de la proteina. La abundancia relativa de residuos hidréfobos y superficies
hidrofobas en proteinas termoéfilas es alta, lo cual sugiere a estas interacciones como
un mecanismo de estabilizacién como indica la estimacion de un aumento de la
estabilidad en 1,3 kcal/mol por cada grupo metilo sepultado, en el plegamiento de

proteinas (Pace, 1992).

Un ejemplo del rol de las interacciones hidréfobas, fue la construccion de una enzima
adenilato quinasa quimérica entre Methanococcus voltae y M. jannaschii que tuvo un
aumento de la estabilidad - respecto a la enzima mesdfila -, debido a la formacién de
un nucleo hidréfobo méas grande, que podria ser responsable de la estabilidad térmica
de la adenilato quinasa de M. jannaschii (Haney y col., 1999). En la literatura se
reportan varios ejemplos de proteinas termoéfilas que presentan interacciones
hidréfobas que contribuyen a la estabilidad térmica y otras proteinas que no requieren
este tipo de interacciones y presentan otras caracteristicas como puentes salinos,

unién de metales, loops, entre otros; que podrian explicar su estabilidad térmica. En



general, no hay evidencia disponible que confirme el rol estabilizador de un solo tipo o
grupo de interacciones no covalentes que determine la estabilidad térmica de las

proteinas.

Todos los trabajos previos que abordan la polimerizacién de MjFtsZ se han realizado a
temperatura ambiente en presencia de Ca** 6, a 55 °C en condiciones estandar de
polimerizacion, vale decir, en presencia de GTP, Mg?*, K" y pH 6,5. Es decir, no se ha
documentado un estudio detallado y sistematico de la proteina en condiciones
fisiolbgicas, mas cercanas a las condiciones presentes en el ambiente natural de M.
jannaschii (alta salinidad y presion, y temperatura alrededor de 85 °C). En el presente
trabajo se caracterizaré la polimerizacion, despolimerizacion e hidrélisis de GTP de
MjFtsZ a distintas temperaturas, cubriendo el rango de temperaturas en que vive M.

Jjannaschi.



HIPOTESIS Y OBJETIVOS

HIPOTESIS

La estabilidad de los polimeros de MjFtsZ depende de la hidrélisis de GTP y del

caracter hidréfobo de las interacciones longitudinales y laterales.

OBJETIVO GENERAL

Demostrar que la hidrélisis de GTP, la formacién de polimeros y la despolimerizacién
de MjFtsZ varian en el rango de temperatura fisiolégica de Methanococcus jannaschii

(50- 90 °C).

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar los parametros de la polimerizacién de MjFtsZ a altas temperaturas.

2. Caracterizar la actividad GTPasa de MjFtsZ, velocidad de hidrélisis y actividad
especifica en condiciones similares a las fisiologicas.

3. Determinar el efecto de la temperatura en la morfologia de los polimeros de
MjFtsZ.

4. Determinar la energia de activacion y analizar los parametros termodinamicos

de activacién de la despolimerizacién y actividad GTPasa de MjFtsZ.
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MATERIALES Y METODOS

Induccién de cultivos para purificacion

Una colonia aislada de BL21 con el plasmidio pHis17 (con el gen MJ0370) se inoculd
en 5 ml de medio LB suplementado con 100 pg/mL de ampicilina, se dejo creciendo a
37°C con agitacién toda la noche. 1 mL de este cultivo liquido se inoculd en 1 L de
medio LB suplementado con 100 pyg/mL de ampicilina, se dejé creciendo durante toda
la noche a 37°C sin agitacion. Al dia siguiente se agité a 37°C y 200 rpm hasta
alcanzar una D.0.g00nm 0,7, @ continuacion se indujo la expresion de la proteina con 0,4
mM IPTG durante 3 horas a 37°C con agitacion, posteriormente se centrifugé a 4800
r.p.m. a 4°C durante 30 minutos (centrifuga Sorvall RC-3B, rotor H6000A). Se descarto
el sobrenadante y el precipitado se suspendié en amortiguador A (Tris-HCI 50 mM pH
8,0; KCI 300 mM; glicerol 10%), luego se centrifugé a 7000 r.p.m. por 10 minutos a 4°C
(centrifuga Sorvall RC-5B rotor SS34) y se repitio el proceso dos veces, finalmente el

precipitado de bacterias humedo se almacené a -80°C.

Purificacion de FtsZ

La purificacion de MjFtsZ se hizo mediante cromatografia de afinidad. Se descongel6 el
precipitado equivalente a 2 L de cultivo bacteriano inducido y luego se suspendio en
amortiguador A (Tris-HCI 50 mM pH 8,0; KCI 300 mM; glicerol 10%) en una
preparacion de 20 mL/L de cultivo y se agregdé a esta suspension media pastilla de
coctel inhibidor de proteasas libre de EDTA (ROCHE). La suspension se trasvas6 a un
vaso de precipitados de vidrio y se sonico para lisar las células en un sonicador

Bradelin Sonoplus HD200 con una sonda de 1 ¢cm de diametro (6 pulsos de 45 Watts
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durante 20 segundos con intervalos de espera de 1 minuto y un pulso final de 75 Watts
durante 20 segundos, todo en hielo). A continuacién el lisado celular se centrifugé a
100000 g/4°C/1h (34000 rpm/rotor T-880, 10 mL/tubo), el sobrenadante se transfirio a
un vaso de precipitados, se ajustd la concentracion de imidazol a 5 mM y se cargd
directamente en una columna de afinidad (HiTrap Quelating 4 mL previamente lavada,
regenerada y equilibrada con amortiguador A ajustado a una concentracion de 5 mM
de imidazol) a un flujo de 1 mL/min mediante una bomba peristaltica accesoria (todo el
procedimiento se realizé manteniendo la proteina en hielo y la columna a 4°C). Una vez
cargada la muestra en la columna, se hizo el primer lavado con 5 volimenes de
amortiguador A ajustado a 5 mM imidazol; y posteriormente se lavé 4 veces con 3
volumenes de amortiguador A ajustado a distintas concentraciones de imidazol (20
mM, 50 mM, 200 mM y 500 mM de imidazol) a un flujo de 1 mL/min, obteniéndose 5
fracciones luego de todos los lavados. Mediante SDS-PAGE se determind la fraccién
que contenia MjFtsZ, esta fraccion se dializd toda la noche contra 2 L de amortiguador
B (Tris-HCI 50 mM pH 8,0; KCI 300 mM; EDTA 1 mM; glicerol 10%) a 4°C, se
concentré en un Centriprep 30K de Amicon hasta 2-3 mL de volumen final y se

almacené a -80°C.
Electroforesis de proteinas (SDS-PAGE)

Las muestras de proteina purificada se disolvieronen 3 uL  amortiguador de
electroforesis (Tris-HCI 50 mM pH 6,8; SDS 2% (p/v); B-mercaptoetanol 5% (v/v); Azul
de Bromofenol 0,01% (p/v); glicerol 10% (v/v)) y 5 uL de fluoroescamina. Se usd un gel
resolutivo de acrilamida al 12% aplicando una diferencia de potencial de 100V durante

1,5 horas a menos que se detalle una diferencia.
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Cuantificacion de MjFtsZ

Se determind la concentracion de MjFtsZ mediante el método de Bradford de acuerdo
a las instrucciones dadas por el fabricante Bio-Rad. BSA se utilizd como proteina

estandar para construir una curva de calibracién que se comparé con MjFtsZ.
Polimerizacion in vitro (dispersion de luz)

La polimerizacion de MjFtsZ se siguié por dispersion de luz a 90° en un
espectrofluorimetro PerkinElmer LS-50 con una longitud de onda de excitacion y
emisién de 350 nm, un ancho espectral de emisién y excitacién de 4,0 nm y se uso un
fitro atenuador de 1%, excepto en experimentos a 40°C donde se usé un filtro
atenuador de 4%. Las lecturas se hicieron con intervalos de 1 s. durante

aproximadamente 2500 s.

La polimerizacién de MjFtsZ se hizo en un volumen final de 0,5 mL a pH 6,5 en
amortiguador de reaccién, el que contenia: MES 50 mM pH 6,5; KCI 300 mM, MgCl, 5
mM. La reaccidn se inicié con la adicién de una concentracién final de GTP 1 mM y los
experimentos se realizaron utilizando temperaturas desde 40 a 80°C. El portacubetas
se temperd con un bafio termorregulado circulante y regulable, la temperatura se midid
en la cubeta mediante una termocupla acoplada a un sistema de mediciobn marca

Bailey Instruments modelo BAT 8.
Concentracion critica

Esta se calculé segun se ha descrito anteriormente (Mukherjee y Lutkenhaus, 1999), al
graficar la diferencia maxima promedio de dispersién de luz - luego de agregar GTP -

en funcion de las diferentes concentraciones de proteina utilizadas. En este grafico el
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punto de interseccion de la recta con la abscisa corresponde al valor de concentracion
critica. La diferencia maxima de dispersién se determina al restar el valor inicial de
dispersion de luz (linea base) del valor maximo de dispersion en presencia de GTP. La
concentracion de proteina MjFtsZ utilizada para los ensayos de polimerizacion vario

desde 1 uM a 15 uM. (0,04 mg/mL a 0,6 mg/ml)

Actividad GTPasa

La velocidad de la reaccion de hidrélisis del fosfato gamma del GTP se determiné por
el método colorimétrico de Lanzetta y col. (1979) con verde de malaquita y también se
usd una modificacion de este método (Geladopoulos, T.P. y col., 1991; Sontag C.A. ¥
col., 2005). Utilizando ambos métodos, se midié la concentracién de fosfato inorganico

producido durante la polimerizacion, debido a la hidrélisis de GTP.

Para determinar hidrélisis del fosfato gamma del GTP, se us6 una mezcla de reaccién
que contenia: amortiguador de reaccion (MES-KOH 50 mM pH 6,5; MgCl, 5 mM; KCI
300 mM), MjFtsZ y agua nanopura. Antes de iniciar la reaccién, esta mezcla se incub6
durante 10 minutos en un bafio termorregulado a 40°C, 60°C y 80°C, respectivamente.
La reaccién se inici6 agregando GTP hasta una concentracion inicial de 1 mM. El
fosfato libre se midid por los dos métodos. En el primero se tomaron 40 pL de la
mezcla de reaccion que se detuvo con 10 pL de acido perclérico 7% (v/iv)
(correspondiente a una concentracion final de 1,4% (v/v) de acido perclérico) a los: 0,
1, 2, 3, 4, 5 y 7 minutos después de iniciada la reaccién. Estos 50 uL de mezcla de
reaccion con acido perclorico se incubaron a temperatura ambiente durante 10 minutos
y, posteriormente se agregaron 850 pL de la solucién colorante que es una mezcla

triple (VM-MA-TX) que contiene: una mezcla de verde de malaquita (VM) 0,045% p/v
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con molibdato de amonio (MA) 4,2% p/v en HCI 3 N, en una proporcién 3:1 (VM: MA), y
100uL de solucion triton X-100 (TX) 0,02% v/v por cada 5 mL de mezcla VM-MA.
Inmediatamente después se agregaron 100 uL de citrato de sodio 34% p/v, la mezcla
se puso en hielo y posteriormente se midié la absorbancia a una longitud de onda de
630 nm. La curva de calibracion se hizo en cuadruplicado utilizando fosfato mono

potasico en un rango de 0 a 20 nanomoles de fosfato.

En el segundo método se utilizé una mezcla diferente de colorante que contenia: 1,04
mM verde de malaquita en H,SO,4 2,4 M; molibdato de amonio 24,01 mM y triton X-100
0,17% v/v. La composicién de la mezcla de reaccién fue la misma y se detuvo a los
tiempos indicados con acido perclorico. Esta mezcla de reaccion se equilibré, antes de
agregar GTP, durante 3 minutos en un bafio termorregulado a 40, 45, 50, 55, 65, 70 y

80 °C, cuando se probo el efecto de |la temperatura.

La reaccién se inici6 agregando GTP hasta una concentracion inicial de 1 mM. El
fosfato libre se midié tomando 20 pL de mezcla de reaccion para temperaturas bajo los
70 °C 0 10 pyL para las temperaturas de 70 y 80 °C, y la reaccion se detuvo
completando a 800 pL con acido perclérico frio, a una concentracion final de 0,3 M, a 0
y 3 minutos después de iniciada la reaccion y se mantuvo en hielo, posteriormente se
agregaron 200 pL de solucién colorante y se midié la absorbancia a una longitud de
onda de 630 nm. La curva de calibracion se hizo en duplicado utilizando fosfato mono

potasico en un rango de 0 a 10 nanomoles de fosfato.
Microscopia electrénica
Las muestras para microscopia electrénica se prepararon con polimeros de MjFtsZ

obtenidos en las diferentes condiciones experimentales. La polimerizacion de MjFtsZ
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se sigui6 mediante dispersion de luz a 90° y se hizo en las mismas condiciones
indicadas en la seccion titulada: Polimerizacion in vitro (dispersion de la luz). Se utilizé
una concentracién final de MjFtsZ de 7 uM (0,28 mg/mL) y temperaturas de 40, 50, 60,
70 y 80°C en cada experimento. Una vez alcanzada la maxima dispersion de luz, se
tomé una muestra de 10 uL y se deposité en un trozo de parafilm previamente ubicado
sobre un termoblock temperado a 40, 50, 60, 70 y 80°C, segun la temperatura a la cual
se realizd la polimerizacion. Sobre la muestra se ubicd una grilla de cobre de 400 mesh
cubierta con un film y carbén y se esperd 2 minutos, luego se deposité la grilla sobre
una gota de 50 pyL de agua nanopura previamente ubicada sobre el parafim a la
temperatura correspondiente e inmediatamente se retird el exceso de liquido con el
vertice de un papel filtro. La grilla se tiié depositandola sobre una gota de 50 pL de
acetato de uranilo 2% previamente ubicada sobre el mismo parafim temperado, se
esperé 1,5 minutos y el exceso de colorante se secé con el vértice de un papel filtro.

Las grillas se observaron en un microscopio electrénico Jeol 100 con un aumento de

20.000x.

Analisis Estadistico

Los graficos, ajustes y pruebas estadisticas se hicieron con el programa GraphPad
Prism v5.0. Para las comparaciones se realizaron pruebas estadisticas T de Student
de dos colas no pareadas con correccion de Welch. Los p values < 0,05 se

consideraron significativos.

La varianza de la division %=Ci€ se calcula (Box G. E: y col., 2008) asi:
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Donde:

ac 1

@ =73
_ _ A

(3) GB — ap = B2

Se reemplaza (2) y (3) en (1), y se obtiene que la varianza de la divisidn es:

1

AZ
=3 ﬂz +E,;b2

r oo s AP
Donde a y b son las varianzas de A y B. Por lo tanto el error de |a divisién B—;‘; =C#tc es:

1 AZp?
(5) o = \/E(az +o )

I -
Para la division ?a =(C t+celerrores;

1
6)oc = |72 = 5

Se utilizan las expresiones (5) y (6), segun corresponde para calcular el error de la

division.
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RESULTADOS

Purificacion de MjFtsZ

La proteina se purificd utilizando una columna quelante de niquel que se basa en la
formacién de un complejo de coordinacién entre la cola de histidina y el niquel presente
en la resina. La proteina se eluyé con un gradiente de concentracién creciente de
imidazol en un intervalo de 5 a 500 mM. En la figura 2A se muestra un gel SDS-PAGE
de la purificacion de MjFtsZ, se observa que en el cuarto lavado, a una concentracion
de imidazol de 200 mM, eluye la mayor parte de la proteina (carril 6). En el carril 8 se
observa la migracion electroforética de la proteina concentrada. Se observan otras
bandas que desaparecen al cargar 10 ug de la proteina (figura 2B), por lo tanto se
puede decir que hay principalmente productos de degradacion y otras proteinas en

muy baja concentracion que no deberian afectar los ensayos.

A 1 234567 8 B w 12 3

45—

29—

24—
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Figura 2. Geles de la purificacion de MjFtsZ. A. SDS-PAGE de la purificacion de MjFtsZ de la
etapa de cromatografia de afinidad: 1. Sobrenadante después del lisado y centrifugado a 34000
rpm; 2. Muestra del eluido luego de cargar la columna con el lisado celular; 3. Muestra del
lavado 1 con amortiguador A mas imidazol 5§ mM; 4. Muestra del lavado 2 con amortiguador A
imidazol 20 mM; 5. Muestra del lavado 3 con amortiguador A mas imidazol 50 mM; 6. Muestra
del lavado 4 con amortiguador A mas imidazol 200 mM; 7. Fraccién completa del lavado 4
después de dializar toda la noche contra amortiguador B; 8. Muestra concentrada de MjFtsZ. En
los carriles 3-8 todas las muestras son del eluido inicial. B. SDS-PAGE de las proteinas
purificadas. 1 Estandar SDS VI, en la figura se indica la masa molecular (kDa). 2. 10 ug de
EcFtsZ. 3. 10 ug de MjFtsZ.
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Determinacion de la concentracion saturante de GTP

Se determind el curso temporal de la polimerizacién mediante la dispersion de luz de
de los polimeros de MjFtsZ a pH 6,5. La polimerizacién se indujo con distintas
concentraciones de GTP desde 30 yM a 2 mM (figura 3A). Los polimeros de FtsZ
dispersan luz, pero una vez que el GTP es hidrolizado los polimeros de FtsZ se
desensamblan y, en consecuencia, disminuye la dispersion de luz. En la figura 3A, se
observa una rapida polimerizacién que alcanza un maximo que depende de la
concentracion de GTP. Este maximo no aumenta en forma proporcional a
concentraciones por sobre 150 UM de GTP, pues se mantiene relativamente constante
dentro del error experimental. En la figura 3B se graficaron los maximos de dispersién
de luz en funcion de la concentracién de GTP. En el grafico se observa que a
concentraciones de GTP de 500 pM y 1 mM se alcanza el maximo de dispersion de

luz, por lo tanto, se us6é una concentracion de 1 mM de GTP en los siguientes

experimentos.
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Figura 3. Dependencia de la polimerizacion de MjFtsZ respecto a la concentracion de
GTP. Se siguié la polimerizacion de 10 uM MjFtsZ mediante dispersion de luz a 90° en
amortiguador de polimerizacion (MES-KOH 50 mM pH 6,5; KCI 300 mM; MgCl, 5§ mM) a 60°C
inducida con distintas concentraciones de GTP. En A se grafica la dispersion de luz a 90° en
unidades arbitrarias en funcién del tiempo; en colores se indica la concentracion de GTP
utilizada. En B se grafica el valor de la intensidad maxima de dispersion de luz (menos la linea
base) en funcion de la concentracion de GTP.
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Polimerizacion de MjFtsZ determinada por dispersion de luz

Una solucién con polimeros de FtsZ dispersa mas luz mientras mayor es el largo y
ancho de los polimeros. Esta dispersidon de luz se detecté a través del tiempo en un
espectrofluorimetro, que le asigné un valor de intensidad de luz dispersa respecto a la
luz incidente, en unidades arbitrarias. En consecuencia, la dispersidén de luz permitié
seguir la polimerizacion y despolimerizacién de MjFtsZ en el tiempo. Ambos eventos se
siguieron despuées de la induccién de la polimerizaciéon de MjFtsZ con 1 mM de GTP a
distintas temperaturas y concentraciones de proteina. En la figura 4 se observa que al
agregar GTP la proteina polimeriza rapidamente, demorando en promedio alrededor de
3 segundos en llegar al maximo de polimerizacion, por lo tanto no es posible
determinar la velocidad de polimerizaciéon. Notablemente, a una misma concentracion
de proteina, mientras mayor es la temperatura, mayor es el maximo de dispersién de
luz. Una vez que MjFtsZ alcanza el maximo de polimerizacién, se observa que la fase
estacionaria de polimerizacién es muy breve. El aumento del maximo de dispersion

podria explicarse por un cambio en la morfologia de los filamentos (largo y/o ancho).

La rapidez de despolimerizacion aumenta con el aumento de temperatura y de
concentracion de proteina. Se observa que a 60 °C por sobre 10 uM de proteina,
aparece una segunda fase de despolimerizacion muy rapida que se repite a
temperaturas mayores. La mitad de la despolimerizacién — 50% del valor del maximo
de dispersion de luz — se alcanza en un rango entre los 12 y 41 minutos, dependiendo
de la temperatura y concentracién de proteina. A mayor temperatura y concentracién

de proteina la mitad de la despolimerizacién se alcanza al menor tiempo.
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Las discontinuidades del trazo, corresponden a un aumento breve de la dispersion de
luz debido a la formacién de burbujas de gas en la solucién donde esta polimerizando
la proteina. Dada la alta temperatura a la que se encontraba la solucién el gas disuelto
en el liquido se expandia y se formaban burbujas de gas conforme trascurria el tiempo.
Como se puede notar a mayor temperatura de reaccion, mas discontinuidades

presentan los trazos.
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Figura 4. Polimerizaciéon y despolimerizacion de MjFtsZ a distintas temperaturas. Se
siguié mediante dispersion de luz a 90° en amortiguador de polimerizacién (MES 50 mM pH 6,5;
KCI 300 mM, MgCl,; 5 mM). Al tiempo indicado por las flecha (3,3 minutos), se inicio la reaccion
agregando GTP a una concentracion inicial de 1 mM. En los paneles se grafica la dispersion de
luz a 90° en unidades arbitrarias, en funcién del tiempo; en colores se indica la concentracion de
MjFtsZ utilizada. En los paneles A, B, C, D, y E se muestra la polimerizacion a 40, 50, 60, 70 y
80°C, respectivamente.
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Concentracion critica de MjFtsZ

A partir de los maximos de dispersiéon de luz a las distintas concentraciones de
proteina, se calculd la concentracién critica a cada temperatura. La concentracién
critica es la minima concentracién de proteina necesaria para iniciar la polimerizacion.
La figura 5 muestra la dependencia de la polimerizacién respecto a la concentracién de
proteina, se observa que las rectas a las distintas temperaturas intersectan con el eje
de la abscisa en un punto, cuyo valor corresponde a la concentracién critica. La figura
5B muestra que a medida que la temperatura aumenta, la concentracion critica de
MjFtsZ disminuye (Tabla 1). Se observa también que la pendiente de las rectas
aumenta con la temperatura (exceptuando la recta a 40 °C), indicando la formacién de
polimeros diferentes, dado que la dispersién de luz depende de la forma y largo de los
polimeros. La pendiente de la recta a 40 °C no es comparable con las pendientes
determinadas a las otras temperaturas, dado que a 40 °C se usé un filtro atenuador de

4% en lugar del filtro atenuador de 1% usado a las otras temperaturas, debido a la baja

dispersion a 40°C.
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Figura 5. Determinacion de la concentracion critica a distintas temperaturas. Se Graficé la
maxima intensidad de dispersion de luz en funcién de la concentracion de proteina a 40°C en A
y a 50, 60, 70 y 80°C en B. El punto de interseccién con la abscisa corresponde al valor de la
concentracion critica de MjFtsZ a cada temperatura.
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Tabla 1. Concentracién critica de MjFtsZ a distintas temperaturas de polimerizacién. Se
muestran los valores de las concentraciones criticas obtenidas a partir de los valores
caracteristicos de las rectas de la figura 5 a distintas temperaturas Los parametros de las
regresiones y las concentraciones criticas se muestran con las desviaciones estandar
provenientes del ajuste de la recta. DF son los grados de libertad del ajuste.

Concentracion

Tempoeratura Ecuacién de la recta Coeficien@g He DF Critica
(°C) correlacion (uM)
(R?) #
40 y = (47,50 £ 0,48)x - 186,93 £ 4,91 0,9996 3 3,94 £ 0,11
50 y=(25,44 £ 1,36)x -45,571 £ 12,09 0,985 5 1,79+ 0,48
60 y=(31,51%£1,88)x-50,70%£13,95 0,985 4 1,61+0,45
70 y=(57,00+£4,13)x-91,42 + 18,94 0,985 3 1,60 £ 0,35
80 y =(5587 £ 3,74)x - 60,76 + 14,74 0,982 4 1,10 £ 0,27

Actividad GTPasa

Se midié la actividad GTPasa de MjFtsZ a 40, 60 y 80°C, detectando la produccion de
ortofosfato con el primer método colorimétrico descrito por Lanzetta y col. (1979). En
los paneles A, B y C de la Figura 6 se muestran las curvas de progreso para la
hidrélisis de GTP catalizada por MjFtsZ a distintas temperaturas. Para todas las
temperaturas estudiadas la velocidad inicial de la reaccidn se mantiene constante
dentro de los primeros 4 minutos y, mientras mayor es la temperatura de reaccion,
menor es el tiempo en que se mantiene constante la velocidad inicial. La proteina
hidroliza GTP cuando esta formando polimeros, una vez que se insertan los residuos
claves para la actividad GTPasa ubicados en el foop T7 de un mondmero en el sitio
activo de otro. Debido a esto no hay actividad GTPasa bajo la concentracién critica,
pues la proteina esta despolimerizada. En el panel 6A se observa que la actividad

GTPasa es muy baja a 40°C entre 5 y 7 pM de MjFtsZ. A esta temperatura la

concentracion critica de MjFtsZ es 4 uM, por lo tanto se espera que bajo 4 uM de
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MjFtsZ no haya polimerizacién y por lo tanto la actividad GTPasa se haga nula, como
se observa en la figura 6A, donde practicamente no hay variacién de la velocidad de
hidrélisis. La hidrélisis de GTP a 40 °C a la concentracion 3 uM de MjFtsZ es
inespecifica pues no hay actividad GTPasa. Luego, la velocidad se triplica a una
concentracion de MjFtsZ de 7 uM (tabla 2) y se observa también un aumento en la
misma proporcién a 10 pM. La actividad GTPasa de MjFtsZ aumenta con la
temperatura (comparense las figuras 6A, 6B y 6C) y, como se observa en la figura 6D,
la actividad especifica se mantiene relativamente constante a 40 °C, sin embargo, a 60
y 80 °C se observa una disminucion de la actividad especifica conforme aumenta la
concentracion de proteina, lo cual podria ocurrir si se establecen interacciones
laterales o alargamiento de los polimeros que produzcan una disminucion del

intercambio de GDP por GTP en los polimeros.

En la figura BE se grafica la velocidad inicial (equivalente a V. dado que se usa una
concentracidon saturante de sustrato) en funcién de la concentraciéon de proteina, a
partir de este gréafico se puede extrapolar la concentracién critica de MjFtsZ, cuyo valor
corresponde a la interseccion con la abscisa. En la tabla 2 se indican las velocidades
maximas, la constante catalitica (kca)) y, las concentraciones criticas determinadas a las
tres distintas temperaturas, excepto a 80°C, que intersecta en valores negativos. Dada
la alta temperatura, la medicién de la actividad GTPasa a 80°C incorpora fuentes de
error, debidas por ejemplo, a la evaporacién de la solucién. Las concentraciones
criticas indicadas en la tabla 2 son menores a las determinadas mediante dispersion de
luz (ver tabla 1). Esto es razonable, puesto que se requiere la formacion de polimeros
de largo suficiente para la deteccion de la dispersion luz, mientras el ortofosfato total

liberado puede ser detectado desde el inicio de la reaccion.
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También se midi6 la actividad GTPasa de MjFisZ, detectando la produccion de
ortofosfato mediante el método de Lanzetta y col. (1979) modificado. En la figura 6F, se
muestra el grafico de velocidad maxima en funcién de la concentracion de MjFtsZ a
distintas temperaturas en un rango de 40 a 80 °C, y en la tabla 3 se resumen los
valores de k., determinados. Dado que se utilizé una concentracion saturante de GTP,
la velocidad inicial es igual a la velocidad maxima. En la figura 6F se muestra el grafico
de velocidad maxima en funcién de la concentracidon de MjFtsZ (P) a distintas

temperaturas, dada la siguiente expresion:

7) Vi =k -[P]

max

Las pendientes de las rectas graficadas en la figura 6F equivalen a las constantes

cataliticas a las distintas temperaturas.
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Figura 6. Curvas de progreso de la hidrélisis de GTP debido a la actividad GTPasa de
MjFtsZ y su dependencia de la concentracion de proteina y temperatura. Se grafica el
ortofosfato (Pi) producido en funcién del tiempo como producto de la hidrélisis de GTP. Las
figuras 6 A, B y C muestran las curvas de progreso a 40°C, 60°C y 80°C, respectivamente. En D
se grafica la actividad especifica en funcion de la concentracion de MjFtsZ, y en Ey F, la
velocidad inicial de la reaccion en funcion de la concentracién de MjFtsZ a diferentes
temperaturas. Las barras de error corresponden al error estandar del promedio de 2
experimentos.
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Tabla 2. Efecto de la temperatura y la concentracion de proteina sobre la actividad GTPasa. Se indican las temperaturas y
concentraciones de proteina usadas en las reacciones de polimerizacion, las ecuaciones de las rectas trazadas sobre los puntos
experimentales de las curvas de progreso, la velocidad inicial, la actividad especifica calculada como la razon entre la velocidad inicial y la
cantidad de proteina, la key ¥ la concentracion critica. ND: No determinado. Los errores que se muestran son las desviaciones estandar
provenientes del ajuste de la recta, se muestran también los grados de libertad del ajuste (DF).

Temperatura Conceclil s E ion de la recta DF Velocldad eA&‘.thia‘::ii(:ﬁ:(:l Keat COE::’ ﬁntraldcién
{°C) ” e EHaE inicial (UM/min) poGilee (min™) Lon a8
jFtsZ (pM) (mM/mg min) MjFtsZ (M)
3 y = (1,77 £+ 0.81)x + 13,94 + 3.11 5  1,77+0,81 4,08 + 1,87
20 5 y =(1,29 + 0,65)x + 16,54 + 2,50 5 129+065 1433072 4194042 2,79+ 260
7 y = (3,07 £ 0,41)x + 9,07 + 1,59 5  3,07+041 1,74+ 0,23 (DF=2) (DF=2)
10 y = (10,15 + 0,57)x + 11,71 + 2,21 5 1015+057 2,82+0,16
3 y=(9,014+2,02)x+388+7,77 5 901+202 27,81+623
- 5 y = (22,23 + 1,65)x + 4,63 + 4,99 4 2223+165 2470+183 5033062 0632083
7 y = (35,31 + 3,24)x + 0,47 + 9,82 4 3531+324 20,02+184 (DF=2) (DF=2)
10 y = (44,91 + 3,54)x + 1,17 + 10,71 4 4491+354 12,48+0,98
3 y = (28,24 + 4,00)x + 0,21 + 15,76 5 2824+409 87,16t 1262
. 5 y=(44,92+424)x+ 12,18 £12,84 4  4492+424  4991+471 7481050 -
7 y=(5595+520)x +13,03+1602 4 5595+529 3172300 (DF=2)
10 y=(8507+652)x+2551+1597 3 85074652 2363+181
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Tabla 3. k., de la actividad GTPasa de MjFtsZ a distintas temperaturas. Se muestran los
valores de la regresién lineal de los datos del grafico de velocidad maxima en funcion de la
concentracion de proteina de la figura 6F, el coeficiente de correlacion de cada recta y las kear.
Los errores que se muestran son las desviaciones estandar provenientes del ajuste de la recta,
el ajuste de cada una de las rectas tiene 2 grados de libertad (DF = 2).

Coeficiente de

Tem&eratura ecuacion de la recta correlacién k.“‘q

(°C) (Rz) {min’’)

40 y=(2,88+052)x-1578+8,12 0,9378 2,88+0,52
45 y=(42810,64)x-19,95+ 9,86 0,9576 428 £ 0,64
50 y=(5,75+£0,33)x- 19,03+ 5,07 0,9936 5,75+0,33
55 y=(6,28 +0,69 )x-21,00+ 8,47 0,9766 6,28 + 0,69
65 y=(7,24 £0,33)x- 16,21 £ 3,53 0,9959 7,24 £0,33
70 y=(9,19+£0,58)x-9,563 + 3,94 0,992 9,19 +0,58
80 y=(10,48 £ 0,94)x - 11,45 £ 6,39 0,984 10,48 £ 0,94

Microscopia electronica

Para caracterizar los polimeros de MjFtsZ inducidos con GTP a las distintas
temperaturas de polimerizaciéon usadas en los experimentos de dispersion de luz a 90°,
se utilizd microscopia electrénica. En la figura 7 se muestran las microfotografias
electronicas representativas de los polimeros de MjFtsZ inducidos a distintas
temperaturas (todas con el mismo aumento) y los graficos respectivos (abajo) de la
distribucion de frecuencia del ancho de los polimeros, expresada como la razon entre
el numero de veces que se repite un ancho de polimero y el nimero total de polimeros
medidos a cada temperatura. Se observa que a medida que aumenta la temperatura
de induccién de los polimeros disminuye el nimero de polimeros mientras que el
ancho y el largo de los polimeros aumenta, lo cual es consecuente con el cambio en la
bendiente de los graficos de la figura 5B, donde los maximos de polimerizacién
aumentan con el aumento de temperatura.

En la figura 7A se observan polimeros de MjFtsZ inducidos a 40°C, estos polimeros

son cortos y escasos (indicados por puntas de flecha), tienen un ancho promedio de 14
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nm y, como se muestra en el grafico inferior de la figura 7A, hay una sola poblacién de
polimeros que tiene un ancho en un rango de 7 a 18 nm. Las estructuras formadas por
MjFtsZ a 50 °C son principalmente polimeros dobles y minoritariamente manojos de
polimeros (figura 7B), esto se refleja en la distribucién de frecuencia de ancho de los
polimeros (figura 7B, grafico) donde hay una gran poblacidn de polimeros con un
ancho en el rango de 14 a 25 nm y tres poblaciones reducidas por sobre los 25 nm con
anchos variables. Como se muestra en la figura 7F, la cantidad de polimeros es
abundante y el ancho promedio de los polimeros es de 27 nm. La abundancia de
polimeros inducidos a 60 °C disminuye a la mitad respecto a los inducidos a 50 °C, y su
ancho promedio es de 38 nm (figura 7F). MjFtsZ a esta temperatura forma
principalmente manojos de polimeros y en menor medida polimeros dobles (figura 7C),
se observan 3 poblaciones de polimeros: una pequefia con un ancho en el rango de 18
a 25 nm y dos poblaciones mas grandes con polimeros de un ancho entre 29 y 55 nm.
Los polimeros formados a 70 °C son menos abundantes; son principalmente manojos
de polimeros de un ancho promedio de 45 nm (Figura 7F), que constituyen una gran
poblacién de un ancho dentro del rango de 30 a 60 nm (Figura 7D, grafico inferior) con
un reducido numero de filamentos delgados y manojos mas gruesos (figura 7D,
fotografia). En la polimerizacién inducida a 80 °C se forman manojos de polimeros de
un ancho promedio de 65 nm (Figura 7F) y pocos polimeros dobles que conforman una
poblacién pequena (figuras 7E, grafico). En general hay pocos polimeros y, los

manojos tienen un ancho de entre 40 a 55 nm (figura 7F).

En resumen, como se observa cualitativa y cuantitativamente en la figura 7, con el
aumento de temperatura la poblacion de polimercs dobles disminuye y aumenta el

numero de manojos de polimeros.
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Figura 7. Fotografias de polimeros de MjFtsZ obtenidas mediante microscopia
electrénica. En las figuras 7A, B, C, D y E se muestran los polimeros de MjFtsZ, cuya
polimerizacion se indujo a 40, 50, 60, 70 y 80 °C, respectivamente. Debajo de cada figura se
grafica la frecuencia de distribucion del ancho de los polimeros de MjFtsZ. La solucidon de
polimerizacion contenia MES-KOH 50 mM pH 6,5; KCI 300 mM; MgCl, 5 mM y MjFtsZ 7 uM
(0,28 mg/mL). La barra en la figura 7E corresponde a 500nm el aumento de la fotografias es
20000X. En la figura 7F se muestra un gréfico del ancho promedio de los polimeros a distintas
temperaturas, donde N indica el nimero de polimeros medidos en cada caso de una
microfotografia por temperatura.
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Energias de activacion de la actividad GTPasa y la despolimerizacién de MjFtsZ

La actividad GTPasa y la velocidad de despolimerizacion de MjFtsZ (7 uM equivalente
a 0,28 mg/mL) se midieron por el método de verde de malaquita modificado y mediante
dispersion de luz, respectivamente a 40, 50, 55, 60, 70, 75 y 80 °C, en amortiguador
MES-KOH 50 mM pH 6,5; KCI 300 mM; MgCl, 5 mM. A partir de los graficos de
dispersion de luz (figura 8A) se calcularon las pendientes de la primera fase de
despolimerizacién, y se obtuvo la velocidad de despolimerizacién (k), cuyo valor se
utilizé para determinar la energia de activacién de despolimerizacion (E.pes). La
actividad GTPasa de MjFtsZ a 40, 45, 50, 55, 65, 70 y 80 °C, se midié en el mismo
amortiguador y los resultados se muestran en la figura 6F, a partir de las velocidades
maximas de hidrélisis de GTP se calculé la key (tabla 3), cuyo valor se utilizé para
determinar la energia de activacién de la actividad GTPasa (E.grress). AMbos valores
de la energia de activacion E,pes Y Eagreasa S€ calcularon a partir de la ecuacién de

Arrhenius:

(8) k — A . e—EmfRT

El grafico de Arrhenius se construy6 utilizando la ecuacion:

E
9 Ink=In4-—s
RT

Donde:

R: Constante ideal de los gases
7. Temperatura absoluta

A: Factor de frecuencia

k: Velocidad de reaccién

E,; Energia de activacion
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La figura 8A muestra las curvas de polimerizacién y despolimerizacion de los polimeros
de MjFtsZ 7 uM a diferentes temperaturas y, la figura 8B muestra el grafico de
Arrhenius para las velocidades de despolimerizacién obtenidas de la primera fase de
despolimerizacion que se muestran de la figura Suplementaria 1. En la figura 8A se
observa el mismo comportamiento antes descrito: a mayor temperatura, mayor es el
maximo de polimerizacién y mayor la velocidad de despolimerizacion de MjFtsZ. En la
figura 8B se observa que el grafico de Arrhenius es bifasico para la velocidad de
despolimerizacién de MjFtsZ, y el punto de quiebre se produce a los 62 °C. En
consecuencia, hay dos valores de energia de activacién uno de 152 kJ/mol (36,3
kcal/mol) para temperaturas de despolimerizacion entre 40 y 62 °C y, una menor
energia de activacion de 94,0 kJ/mol (22,5 kcal/mol) para temperaturas de
despolimerizacion por sobre los 62 °C. Estas dos energias de activacién de
despolimerizacién se relacionan con la estructura de los polimeros a las diferentes
temperaturas ensayadas. Asi la poblacién de polimeros mas cortos y delgados tiene
una mayor energia de activacion de despolimerizacién que la otra poblacién. Se
observa también que la estabilidad de los polimeros disminuye con la temperatura y al
graficar el tiempo de permanencia de los polimeros en funcién de la temperatura se
observa un quiebre a 60 °C (figura 8C), exceptuando el punto a 40 °C debido a que
como se observa en la microscopia electrénica a esta temperatura hay una escasa

formacién de polimeros.

La figura 8D muestra el grafico de Arrhenius para la constante catalitica de la actividad
GTPasa dependiente de la polimerizacién, aqui se observa que el comportamiento de
MjFtsZ también es bifasico, y el punto de quiebre se produce a los 49 °C, por lo tanto

durante la hidrélisis de GTP aparecen en el grafico de Arrhenius dos energias de
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activacion distintas, una a temperaturas bajo los 49 °C cuyo valor es de 58,2 kJ/mol
(13,9 keal /mol) y, una menor energia de activacién de valor 19,7 kJ/mol (4,7 kcal/mol)
para la actividad GTPasa por sobre los 49 °C. Es notable que a altas temperaturas
(sobre 50 °C) la energia de activacion para la actividad GTPasa de MjFtsZ es similar a
la reportada para la de polimerizacién de microtubulos (4,8 kcal/mol), principalmente

dada por el rompimiento de las interacciones laterales (Molodtsov y col., 2005).
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Figura 8. Energias de activacion para la actividad GTPasa y la despolimerizacion de
MjFtsZ a distintas temperaturas. La figura 8A muestra la dispersion de luz a 90° en funcion
del tiempo a distintas temperaturas. La figura 8B muestra el grafico de Arrhenius de la velocidad
de despolimerizacién de MjFtsZ, k, Ea corresponde a la energia de activacion calculada para
cada recta. En 8C se grafica el tiempo de permanencia de los polimeros en funcién de la
temperatura. 8D muestra el grafico de Arrhenius para la velocidad de hidrolisis de GTP
catalizada por MjFtsZ, se indican las ecuaciones de las rectas y la energia de activacion
calculada en un intervalo de temperatura entre 40 y 80 °C.
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Efecto de la temperatura sobre AG*, AH* y AS* de la actividad GTPasa y la

despolimerizacion de MjFtsZ

En la determinacién de la energia libre, entropia y entalpia del estado activado se
utiliza la teoria de las velocidades absolutas que se basa en la mecanica estadistica, a
diferencia la ecuacién de Arrhenius usada para determinar la energia de activacion,
que se basa en la teoria de las colisiones (Castellan, G., 1974) . La teoria de las
velocidades absolutas de reaccién la desarrolld H. Eyring en 1935, basandose
fundamentalmente en la postulaciéon de que los reactantes se encuentran siempre en
equilibrio con el estado de transicién, lo cual se deduce de consideraciones
estadisticas de que el nimero de moléculas que han adquirido la energia necesaria

para alcanzar el estado activado es proporcional a e =*R"

, Cuyo valor se incrementa con
la temperatura. El equilibrio entre los reactantes y el estado de transicion se expresa
como:

A+B +—= M*

Donde la constante de equilibrio es

La velocidad de la reaccion esta dada por la velocidad a la cual los complejos
activados se descomponen en productos
M* — Productos

En la teoria de las velocidades absolutas la constante de velocidad, k, es:
* kpT . *
(10) k= x(Q/Q=LK
Donde "”TT es el “factor de frecuencia” de Eyring, y kappa (x) el factor de transmision, el

cual mide la probabilidad promedio que tienen los reactantes cuya energia excede AE®
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de reaccionar efectivamente. Q* y Q son las funciones de particién, y miden el nimero
de estados térmicamente accesibles entre la cima y el pozo del potencial energético.
Dado que las reacciones quimicas son procesos mecano cuanticos, la probabilidad de
que aquellos reactantes que estén suficientemente energizados realmente reaccionen
no es 1 (Jordan, P., 1999).
El coeficiente de transmision generalmente es cercano a 1,0 para reacciones simples.
Sin embargo, hay una gran atenuacién de k para reacciones complejas debido al roce
viscoso del medio. En catalisis enzimatica la teoria del estado de transicidon se usa sélo
cualitativamente o para ver cambios en las velocidades donde el coeficiente de
transmision y otros efectos se cancelan y asi pueden ser ignorados (Fersht, A., 1999).
Para determinar el valor del factor pre-exponencial en la ecuacién de Eyring hace falta
conocer las masas atomicas, arreglo geomeétrico, las constantes de fuerza de los
enlaces de valencia y el largo de los enlaces, entre otros, de las moléculas que
conforman el complejo activado (Jordan, C. P., 1979; Herschbach y cols., 1956). Todo
esto impide el calculo del factor pre-exponencial en el sistema FtsZ-GTP 6 FtsZ-GDP
que esta formado por mudiltiples atomos, en consecuencia se asumira que x(Q*/Q)=1, y
todas la variables termodinamicas que se calculen seran aparentes, en este sentido
aqui se utiliza la teoria del estado de transicion cualitativamente.
La constante de equilibrio K* en la ecuacién (10) puede escribirse en funcién de una
energia* de Gibbs estandar de activaciéon AG*;

(11) AG'= —RTInK = —RTIn(kh/ x (Q"/Q) ksT)

De forma que k se puede expresar como:
(12) k= x(Q/Q) e 2C/RT

(13) k= K(Q*/Q)%E—AH./RTBAS‘/R
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Donde:

R: Constante ideal de los gases

ky: Constante de Boltzman

h: Constante de Planck

T: Temperatura absoluta

k: Constante de velocidad

AH*: Cambio de entalpia de activaciéon
AS*: Cambio de entropia de activacion
k: Factor de transmision

(Q7Q): Funcién de particién

A partir de la expresion (12) se calculé el AG* utilizando K(Q*/Q) = 1, la velocidad de
despolimerizacién (k) ¥ la Keat. Para calcular AH* se toma el logaritmo natural de |a

constante de velocidad respecto al inverso de |a temperatura absoluta Y se obtiene:

dink) _ —(AH'+RT) _ —
(14) d(1/m — R - a/R

Esta expresién se utilizé para calcular AH* a partir de las enerdas de activacién de Ia
despolimerizacién y de la actividad GTPasa previamente calculadas. Para determinar

AS* se utilizé 13 relacion:

(15)  AG = AH —TAS"
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Tabla 4. AG*, AH* y AS* aparentes de la velocidad de despolimerizacion. Se muestran los
valores de energia de activacion, y los valores aparentes de la energia de Gibbs de activacion,
entalpia de activacion y entropia de activacion calculados para la velocidad de
despolimerizacion de MjFtsZ, considerando k(Q*/Q)=1.

Temperatura (°G) E. (kd/mol) AG* (kd/imol)  AH* (kJ/mol) AS* (J/imol-K)

40 91,3 149,2 184,9
50 151,8 89,6 _ 1491 184,2
55 89,0 1491 183,1
60 87,4 91,3 11,5
70 94.0 87.0 91,2 12,2
75 : 87,2 91,1 11,4
80 87,2 91,1 11,0

Tabla 5. AG*, AH* y AS* aparentes de la actividad GTPasa. Se muestran los valores de
energia de activacién y los valores aparentes de la energia de Gibbs de activacion, entalpia de
activacion y entropia de activacion calculado para la actividad GTPasa de MjFtsZ, considerando

K(Q*Q) = 1.

Temperatura °C)  E, (kJ/mol)  AG* (kJimol)  AH* (kJ/mol)  AS* (Jimol-K)

40 58 9 84,7 55,6 -92,9
45 ’ 85,0 55,6 -92,7
50 85,6 16,9 -212,6
55 86,8 16,9 -212,9
65 19,7 89,1 18,8 -213,7
70 89,8 16,8 -212,7
80 92,1 16,7 -213,5

Como se puede observar en las tablas 4 y 5 |la entalpia de activacion (AH*) es menor a
mayores temperaturas en la despolimerizacion de MjFtsZ (p < 0,0001; entre 62 y 80
°C) y la actividad GTPasa (p < 0,0001; entre 49 y 80 °C), vale decir, la AH* es mas
favorable tanto para la despolimerizacién como para la actividad GTPasa a mayor
temperatura. La entropia de activacion (AS*) de la actividad GTPasa es desfavorable,
siendo menos favorable a altas temperaturas (p < 0,0001), condicién en la cual se
observa la mayor actividad GTPasa de MjFtsZ. Por otra parte, en la despolimerizacion,

la entropia de activacion es favorable, pero al igual que en la actividad GTPasa, la AS*
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de la despolimerizacién es mayor a bajas temperaturas (entre 40 y 62 °C), y disminuye
(p < 0,0001) con el aumento de la temperatura.

La energia de Gibbs de activacion (AG*) es positiva a todas las temperaturas y se
torna levemente menor a las temperaturas mas bajas en la actividad GTPasa (p =
0,0300; entre 40 y 49°C), mientras que durante la despolimerizacién el AG* no es
significativamente distinto entre altas y bajas temperaturas (p = 0,0577).

Los valores de AG*, AS* y AH* mostrados en las tablas 4 y 5 se calcularon utilizando
(Q*Q) = 1, este factor pre-exponencial aqui no esta determinado y se supone que su
valor es 1, como para las reacciones enzimaticas. Sin embargo, para reacciones
bimoleculares en fase gaseosa de moléculas inorganicas se estimé que este valor
puede variar entre 0,01 y 100 (Jordan, P., 1999; Herschbach, D.R. y col., 1956). En
consecuencia, no se puede afirmar que los valores de AG*, AS* y AH* calculados
sean exactos, sin embargo, las tendencias antes descritas de cada variable
termodinamica entre altas y bajas temperaturas se mantienen como se muestra en la

figura Suplementaria 3.
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DISCUSION

En este trabajo, se purifico MjFtsZ recombinante sobreexpresada en E. cofi del
organismo hiperterméfilo Methanococcus jannaschii, y se caracterizé la polimerizacion,
despolimerizacién y la actividad GTPasa a distintas temperaturas. En trabajos previos
se ha explorado la polimerizacién y observado la morfologia de los polimeros de
MjFtsZ en condiciones distintas a las que se encuentra en el organismo hiperterméfilo.
Se han observado los diferentes tipos de polimeros formados por la proteina mediante
microscopia electrénica (Lowe & Amos, 1999; Léwe & Amos, 2000), al inducirlos con
altas concentraciones de Ca®* a temperatura ambiente (20-30°C), una condicion que
no existe en el citoplasma de la archaea. En un acercamiento un poco mas fisiolégico,
se caracterizd la polimerizacién inducida por GTP y el andlogo no hidrolizable
GMPCCP, por dispersion de luz y microscopia electrénica y, se analizo la influencia de
Mg?, K, Na" y EDTA a 55 °C (Oliva y col., 2003). Como se observa, estas condiciones
no reflejan su comportamiento en las condiciones 6ptimas de crecimiento de M.
jannaschii, alta salinidad y temperatura alrededor de 85 °C, condiciones en las que

naturalmente se encuentra la proteina en el citoplasma de la archaea.

Con el propésito de entender como polimeriza FtsZ en las condiciones extremas en
que vive el terméfilo, se determiné el curso temporal de la polimerizacién de MjFtsZ
mediante dispersion de luz a distintas temperaturas. Se observd que el aumento de la
temperatura y de la concentracién de proteina potencian la polimerizacién de MjFtsZ,
asi se observd un aumento de la dispersién de luz, relacionado directamente con la
formacién de manojos de polimeros y un incremento de la actividad GTPasa, debido al

aumento de la hidrdlisis de GTP. Ambos eventos afectaron la estabilidad de los
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polimeros que se reflejé como una disminucién de la duracion del estado estacionario.

Se observo también una despolimerizacién mas rapida de los polimeros al aumentar la

temperatura.

En un mecanismo de polimerizacion cooperativa, la fragmentacion de los polimeros es
varios ordenes de magnitud mas desfavorable que la despolimerizacién en los
extremos del polimero, también presenta una concentracién critica que implica una
transicion abrupta entre un estado despolimerizado y la polimerizacién, generandose
una latencia cinética en la polimerizacion a concentraciones cercanas a la

concentracion critica que disminuye con el aumento de la concentracién de proteina.

La fase de elongacién sumada a la fase de nucleacién resulta en polimeros largos en
equilibrio con una poblacién de monémeros cuya concentracion es equivalente a la
concentracion critica. Aunque aln no se sabe si el mecanismo de polimerizacion es
cooperativo o isodésmico, hay mucha evidencia a favor del mecanismo cooperativo.
Los resultados obtenidos, muestran una concentracién critica, coincidiendo con el

mecanismo de polimerizacién cooperativo.

Al graficar la dispersién maxima de luz en funcion de la concentracién de MjFtsZ se
observa, al igual que en EcFtsZ, la existencia de una concentracion critica
caracteristica de un mecanismo de polimerizacién cooperativa. Se determind la
concentracién critica a distintas temperaturas (figura 5) y se observé una disminucion
de la concentracion critica conforme mayor es la temperatura de polimerizacion. Lo que
se condice con un aumento en la polimerizaciéon. Sin embargo, la observacion de un
aumento de la maxima dispersién de luz con el aumento de temperatura a una misma

concentracion de proteina (figura 5B), vale decir, una vez que la proteina polimeriza los
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maximos de dispersiéon son mayores a mas alta temperatura, sugiere la formacion de
polimeros de formas distintas a cada temperatura. Este fendmeno se confirma en las
microfotografias (figura 7), donde se observa la disminucién del nimero de polimeros
angostos de 7 a 20 nm de ancho, y el aumento de la poblacién de manojos de
polimeros de 40 a 80 nm de ancho (figura 7F), ademas de una disminucion el nimero
de polimeros conforme aumenta la temperatura. Por consiguiente, consecuente con
un mecanismo de polimerizacion cooperativa, la poblacién de polimeros que forma
MjFtsZ corresponde a polimeros largos y manojos en lugar de pequefios fragmentos de

polimeros.

Previamente se describié una concentracion critica de MjFtsZ de = 2uM a 55°C (Oliva y
col, 2003) en el mismo amortiguador de reaccion aqui usado. Los valores de
concentracion critica de MjFtsZ determinados a las distintas temperaturas son similares
al descrito, excepto a 40°C que presenta una concentracion critica de 3,94 uM. Entre
los 50 y 80°C de temperatura la concentracién critica es menor y se encuentra en un
rango de 1,1 - 1,8 pM, donde las menores concentraciones se corresponden con las
mayores temperaturas de polimerizacién. En general, a 40°C la polimerizacion de
MjFtsZ estda muy disminuida, como lo indica la escasa formacién de polimeros
(microfotrografias figura 7A) y la baja actividad GTPasa, con una consecuente
disminucién en la produccién de ortofosfato, excepto al aumentar la concentracién por

sobre la concentracion 7 y 10 uM (figura 6A).

Se ha reportado en varios trabajos que la velocidad de hidrolisis catalizada por FtsZ es
dependiente de la concentracién de proteina (Romberg y col., 2001; Scheffers y col.,
2002; Mingorance y col., 2001). En nuestro trabajo se confirmé que la velocidad inicial

de hidrdlisis es mayor a mayores concentraciones de proteina y a mayor temperatura
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de reaccién. En E. coli la concentracion de EcFtsZ en el citoplasma fluctua alrededor
de 4 y 10 uM (Lu y col., 1998; Kubitschek, 1986), lo cual nos sirve de punto de
referencia para analizar el efecto de la temperatura. A 40°C MjFtsZ requiere de
concentraciones mayores a 5 pM para inducir la formaciéon de filamentos cortos y
delgados, equivalentes a dobles protofilamentos (como se ve en la figura 7A), e inducir
una discreta actividad GTPasa, como se observa en las curvas de progreso (figura 6A).
Por sobre los 50 °C, MjFtsZ ya a concentraciones de 3 pM forma polimeros y presenta
actividad GTPasa detectable. Se ha estimado que la actividad especifica de FtsZ de
Escherichia coli (EcFtsZ) es aproximadamente 4,5 /min-FtsZ en condiciones dptimas
de polimerizacion, es decir, pH 6,5, en presencia de Mgz", altas concentraciones de K*
y a 30 °C (Romberg y Mitchinson, 2004). Para MjFtsZ a 40 °C la velocidad promedio
de hidrélisis de GTP es de =4 uM/min, similar a |la reportada para EcFtsZ, sin embargo
a 80 °C la velocidad promedio de hidrdlisis de GTP es de =54 uM/min, superior a la
reportada para EcFtsZ (Romberg y Mitchinson, 2004). En consecuencia, a 80 °C
MjFtsZ esta en una condicién de polimerizacién que permite una alta actividad

GTPasa, incluso superior a la de un organismo mesdfilo.

Es necesario considerar que en el contexto celular es necesario un equilibrio entre la
polimerizacion y despolimerizacion de FtsZ, puesto que la formacién de polimeros
permite el establecimiento del anillo Z y el posterior reclutamiento de las proteinas del
divisoma y, por otro lado, la despolimerizacion permite la constriccion del anillo durante
el proceso de citoquinesis. Si los polimeros despolimerizan demasiado rapido no se
podria establecer el anillo Z y, por el contrario, la formacién de polimeros demasiado
estables impediria la constriccién del anillo Z, y en consecuencia la division celular. Por

lo tanto, MjFtsZ altamente dinamica tanto en la polimerizacidn como en la
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despolimerizaciéon favorece la progresién del ciclo celular, permitiendo el
establecimiento del anillo Z y su posterior constriccion en la citoquinesis. Como se
observa, la actividad especifica de FtsZ disminuye conforme aumenta la concentracién
de MjFtsZ (figura 6D) a 60 y 80 °C, lo cual se espera que ocurra debido a una
disminucién del intercambio de GDP por GTP en el polimero. Esta disminucion del
intercambio de GDP por GTP en el polimero, a su vez, podria deberse al
establecimiento de interacciones laterales y a la disminucién del nimero de puntas de
polimeros causado por la disminucion del numero de polimeros y a su alargamiento.
Por lo tanto, conforme aumenta la temperatura MjFtsZ presenta una mayor velocidad
de hidrélisis y actividad especifica, pero a su vez el establecimiento de interacciones
laterales y longitudinales a altas temperaturas podria tener un rol estabilizador de los

polimeros de MjFtsZ.

Los resultados de microscopia electronica muestran por primera vez que a medida que
se aumenta la temperatura por sobre los 50 °C empiezan a formarse sabanas
bidimensionales, que a mayores temperaturas se agrupan como manojos. La induccion
de sabanas y tubulos de alrededor de 20 nm de ancho sélo se habia observado con un
aumento sustancial de la concentracion de calcio (8 — 10 mM) tanto con EcFtsZ como
con MjFtsZ a temperatura ambiente (20 — 30 °C) (Léwe y Amos, 1999). A 40°C MjFtsZ
forma filamentos cortos y curvos (figura 7A). Asi, a bajas temperaturas la formacion de
hojas y tubulos se deberia solo a la induccién por Ca®** que no tendria una mayor
relevancia fisiolégica, pues las concentraciones de calcio utilizadas estan varias
ordenes de magnitud por sobre las presentes en una célula. Como se dijo, a
temperaturas mayores a 50 °C se observa la formacién de manojos largos polimeros

(Figura 7B), resultados que se ven confirmados por las observaciones de Oliva y col.,
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(2003), que muestran el mismo tipo de estructuras a 55 °C utilizando MjFtsZ con y sin
cola de poli-histidina. Esto valida los resultados aqui expuestos, y por otra parte,
sugiere que la adicién de la cola de poli-histidina, necesaria para la purificacion de la
proteina, no provoca diferencias significativas entre los resultados. En incubaciones a
temperaturas mayores a 50°C se observa una disminucién del nimero de filamentos,
con un notorio aumento del nimero de manojos, y un aumento del largo y ancho de

éstos (figura 7F) conforme aumenta la temperatura.

La conducta bifasica de la energia de activacion se correlaciona con la distribucién de
la forma y tamarfio de los polimeros. Asi, a bajas temperaturas entre 40 y 60 °C la
energia de activacién de despolimerizacién de los numerosos polimeros cortos vy
delgados es mayor que la obtenida por sobre los 60 °C donde abundan las hojas y
manojos. El aumento de la temperatura induce la formacién de manojos de
protofilamentos anchos y largos sobre 60 °C y su despolimerizacién muestra una
energia de activacion menor. La actividad GTPasa es muy baja a 40 °C y aumenta
alrededor de 5 veces cuando la temperatura se incrementa en 20 °C. La energia de
activacion entre 40 y 60 °C es 1,6 veces mayor que entre 60 y 80 °C, lo que se

correlaciona con el cambio de forma de los polimeros y su despolimerizacion.

Notablemente, MjFtsZ presenta un comportamiento bifasico en un grafico de Arrhenius
tanto para la velocidad de despolimerizacién como para la actividad GTPasa. De aqui
se pueden obtener dos energias de activacion distintas para dos rangos de
temperatura que presentan un punto de quiebre de 62 y 43 °C para la
despolimerizacién y la actividad GTPasa, respectivamente. Este comportamiento
bifasico de los graficos de Arrhenius, nunca antes documentado para FtsZ, es propio

de algunas proteinas terméfilas, pero es un fenémeno poco frecuente (Vieille y Zeikus,

45



2001). El comportamiento lineal usual en los graficos de Arrhenius proviene del hecho
que las constantes de velocidad individuales dependen de la temperatura de modo
proporcional en un rango de temperatura dado. Por el contrario, el cambio de
pendiente en un grafico de Arrhenius bifasico se explica de dos formas. La primera es
que las dependencias respecto de la temperatura de las constantes de velocidad de la
reaccion enzimatica son muy distintas entre si, de modo que al cambiar la temperatura
de la reaccién sus contribugiones a la velocidad de reaccion cambian sustancialmente
generando un cambio de pendiente en el grafico de Arrhenius. La segunda explicacion
para este comportamiento se basa en un cambio de fase de la enzima, por esto se
aplica usualmente a enzimas asociadas a membrana. Asi, una enzima rodeada
parcialmente por fosfolipidos cambia su forma en uno de los pasos limitantes de la
velocidad de la reaccidn, lo que lleva a la aparicion de cambios compensatorios en la
entalpia y entropia de activaciéon a la temperatura en que los fosfolipidos se licuan, de
modo que la entalpia de activaciéon es necesariamente menor sobre esta temperatura

(Londesborough, 1980).

Si la velocidad de hidrélisis de GTP esta dada por la hidrélisis de GTP en el polimero,
que es la etapa limitante (Romberg y Mitchison, 2004), entonces la formacién de los

productos esta dada por:

FtsZ-GDP + GTP E—? FtsZ-GTP E FtsZ-GDP + P,

FtsZ,-x bj;=X X FtsZ p
Lo que se conoce en esta reaccion es [FtsZ,] (que corresponde [FtsZr-FtsZc]) vy bo
[GTP] que estan dados por:
FtsZ, = FtsZ + x

b, =b +x
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Si by>>> FtsZ,, entonces x <<< b, de alli que b = b,
Considerando lo anterior y si el primer paso de intercambio de GDP por GTP en FtsZ
es rapido y alcanza el equilibrio, es decir si ky<<< k se tiene ky = k 4/k;
Luego en el estado estacionario tenemos que:
(16)  x=(FtsZy- x)b/ky

Asi, esta ecuacion se puede arreglar y se tiene:

(17)  x=FtsZy/([kq/b]+1)
El segundo paso de la reaccion es FtsZ-GTP — FtsZ-GDP + Pi y es una simple
reaccion de primer orden cuya constante es k; y se tiene:

(18)  v=kox=Kky(FtsZy)/([ka/b]+1) =k (FtsZo)b/ (ks + b)

La ecuacioén anterior es del tipo Michaelis y Menten (MM) por lo tanto si b, es saturante

es decir b >> kg4 se tiene que la ecuacién de velocidad de la reaccién de hidrélisis es:
(19) v=k,(FtsZgp)

Donde:

k:: Es la constante de velocidad de intercambio GDP por GTP.

k,: Es la constante de velocidad de la hidrélisis de GTP.

Por lo tanto, el comportamiento bifasico podria ser causado por la dependencia distinta
respecto a la temperatura de k; o k, situacion dificil de dilucidar con nuestros
resultados. Un modelo que se adapta a la formacion de hojas con la temperatura y que
podria dar cuenta del cambio de pendiente en el grafico de Arrhenius, es un cambio de
la constante k; y de la constante k, con la temperatura. Asi la polimerizacién de
protofilamentos induciria una actividad GTPasa con mayor energia de activacion que

cuando estos interactian para formar hojas. Lo mismo podria ocurrir durante la
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despolimerizacion, pues como se mide el cambio en dispersion de luz y esta es mayor
para hojas y manojos de éstas, su despolimerizacion tendria una energia de activacion

menor a mayores temperaturas.

Otro modelo compatible, tiene relacion con el cambio de estado de la enzima, discutido
anteriormente, y con otros hallazgos para la despolimerizacion de EcFtsZ. Asi, aunque
FtsZ es una proteina soluble, experimenta un cambio de estado (cambio en las
poblaciones de ensambles conformacionales) al hallarse unida a GTP y rodeada de
otros mondémeros cuando es parte de un polimero y/o un manojo. Otro cambio de
estado fue descrito por Romberg y col., 2004, donde se reporté que el paso limitante
de la velocidad es la hidrélisis de GTP, y que los polimeros de FtsZ-GDP son curvos
mientras que los polimeros de FtsZ-GTP son rectos. De este modo, los datos
reportados en la literatura en conjunto con los resultados aqui presentados, sugieren
que el comportamiento bifasico observado tanto en la despolimerizacién como en la
actividad GTPasa de MjFtsZ a distintas temperaturas, podria estar relacionado con
cambios de estado experimentados por la proteina: la formacién de manojos de
filamentos y el cambio en la curvatura de los polimeros al hidrolizar GTP. Y
precisamente los cambios de estados en el paso limitante de la velocidad de la
reaccion, la hidrolisis de GTP en este caso, llevarian a la aparicion de cambios
compensatorios en la entalpia y entropia de activacién a la temperatura en que MjFtsZ
tiene una alta actividad GTPasa, de modo que la entalpia de activacion es

necesariamente menor sobre esta temperatura.

No debemos descartar la posibilidad que los graficos de Arrhenius pueden ser
distorsionados como resultado de diversos factores, entre ellos, las mediciones

realizadas a una Unica concentracién de sustrato, donde la dependencia de la
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temperatura de las constantes de Michaelis-Menten y una posible inhibicién por
sustrato se mezclan con la dependencia de la velocidad (Londesborough, 1980). Esto
ultimo es posible en el presente trabajo, dado que las mediciones se realizaron a una
tnica concentracién de GTP. Sin embargo, aqui se puede descartar la posibilidad de
un comportamiento artefactual, pues como se observa en la figura 3A la dispersién de
luz de los polimeros de MjFtsZ a 1mM de GTP es tan alta como la observada con el

doble de GTP.

La formacién de hojas y manojos se ve favorecida con la temperatura lo que se puede
explicar a través de interacciones hidréfobas que son favorecidas a mayores
temperaturas, pues son de tipo exergénicas de acuerdo a la ecuacién AG°= AH°-TAS®,
En este caso es el término TAS el que favorece la energia libre de polimerizacién en
presencia de GTP. Estas mismas interacciones se ven desfavorecidas en presencia de
GDP e inducen la despolimerizacién de manojos y hojas, y en Ultimo término de los

protofilamentos.

La formacion del estado activado para la actividad GTPasa es un proceso endergdnico
(AG* > 0), donde el valor de la entalpia de activacién es menor a mayor temperatura. El
valor de la entropia de activacion de la actividad GTPasa es negativo a todas las
temperaturas estudiadas y sobre 50 °C es atin menor, a su vez, la energia de activacion
es menor y la actividad GTPasa mayor.

El conjunto de estos resultados indican que el estado de transicién es menos
desfavorecido por el cambio de energia interna (AH*) sobre 50 °C, pero entropicamente
mas desfavorable. En consecuencia, el estado de transicién a temperaturas altas se
encuentra mas ordenado que a temperaturas mas bajas, lo cual sugiere que el nimero

de ensambles conformacionales es menor a mayor temperatura.
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Dado que el sitio activo de una enzima es complementario al estado de transicion del
sustrato mas que a su estado fundamental, la disminucién de los posibles ensambles
conformacionales a temperaturas sobre 50 °C, coincidiria con el aumento de la
actividad GTPasa. Dicho aumento de la actividad GTPasa, se deberia al aumento de la
probabilidad de alcanzar el estado de transicién producto de la disminucidn de los
ensambles conformacionales.

La hidrélisis de GTP es el paso limitante de la velocidad de reaccion de MjFtsZ, por lo
tanto esta transicion en el sitio activo de la proteina durante el paso limitante de la
velocidad, concordaria con la existencia de dos energias de activacién: 1) Bajo 50 °C
con varios ensambles conformacionales posibles y por lo tanto un estado de transicién
menos probable, y 2) Sobre 50 °C con menos ensambles conformacionales posibles
(una estructura mas rigida) y por lo tanto un estado de transicién mas probable.

La formacién del estado activado para la velocidad de despolimerizacion también es un
proceso endergoénico AG* > 0), donde el valor de la entalpia de activacion es menor
sobre 60 °C. A diferencia de la actividad GTPasa, el valor de la entropia de activacion
de la velocidad de despolimerizacion es positivo, siendo menor a temperaturas sobre
los 60 °C. Ademas sobre 60 °C la energia de activacién es menor, hay una mayor
formacion de manojos y polimeros largos, y la velocidad de despolimerizacion es
mayor.

Estos resultados indican que el estado de transicion de la despolimerizacién es menos
desfavorecido por el cambio de energia interna (AH*) sobre 60 °C, y que pese a que la
despolimerizacidén esta entropicamente favorecida a todas las temperaturas, lo esta en
menor medida sobre los 60 °C. En consecuencia, el estado de transicién a
temperaturas bajas se encuentra mas desordenado que a temperaturas mas altas.

Esta entropia de activacion de la velocidad de despolimerizacién podria generarse por
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la curvatura de los polimeros de MjFtsZ una vez que el GTP es hidrolizado, previo a la
despolimerizacion de los polimeros.

La energia interna (AH*) del estado activado de la despolimerizacion, en general a
cualquier temperatura es menos favorable comparada con AH* de la actividad GTPasa.
En contraste, la entropia de activacién de la velocidad de despolimerizacion favorece
(aunque levemente) esta transicion. Vale decir, para la velocidad de despolimerizacién
el estado de transicion es favorecido por la entropia de activacion y no por la energia
interna de activacion.

En la variacion global de la entropia de activacion de la velocidad de despolimerizacion
contribuyen las interacciones laterales y longitudinales entre polimeros de FtsZ,
produciendo una disminucion de la entropia debido a la organizacién de los polimeros
de FtsZ en manojos. Sin embargo, la disminucion de las moléculas de agua
organizadas alrededor de la superficie de un manojo en lugar de la superficie mayor
proporcionada por cada polimero por separado produce un aumento de la entropia.
También se debe considerar que el aumento de la temperatura deja mas expuestas las
cadenas laterales de los residuos aminoacidicos de la proteina, lo cual genera una
disminucion de la entropia debido al aumento de la superficie hidréfoba expuesta,
alrededor de la cual las moléculas de agua se organizan minimizando la superficie de
contacto.

En resumen, tanto para la actividad GTPasa como para velocidad de despolimerizacién
se generan compensaciones entre AS* y AH* en respuesta al aumento de la

temperatura, durante el establecimiento y ruptura del complejo activado.
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RESUMEN DE RESULTADOS

Con experimentos de dispersion de luz se determiné la concentracion critica de la
proteina en un intervalo entre 40 y 80 °C, y se observé que la concentracién critica
disminuy6 conforme la temperatura aumentd. La despolimerizacién de MjFtsZ fue
rapida y con una breve fase estacionaria a las mayores concentraciones de proteina y

temperatura de polimerizacion.

La misma tendencia se observd en la actividad GTPasa de MjFtsZ donde a mayor
temperatura aument¢ la actividad especifica. Se determind que a temperaturas bajas
como 40°C la proteina tiene muy baja actividad GTPasa y casi no hay formacion de
polimeros. A partir de la actividad GTPasa se determiné la concentracién critica bajo la
cual no hubo actividad hidrolitica detectable. Se encontré6 que el valor de la
concentracion critica es inferior al observado por dispersion de luz, pues mediante esta
ultima técnica no se puede detectar polimeros cortos que dispersan poca luz, pero si
hidrolizan GTP que permite medir la actividad GTPasa a mas bajas concentraciones de

FtsZ.

El aumento de dispersion de luz durante la polimerizacion y el cambio de pendiente de
la recta para determinar la concentracion critica sugirieron la formacion de polimeros
mas largos y/o anchos a mayores temperaturas lo que se confirmé por microscopia
electronica. Se encontraron manojos mas anchos y largos conforme aumenta la
temperatura, que presentan una menor energia de activacion de despolimerizacion y
de actividad GTPasa, a diferencia de los filamentos obtenidos a mas bajas
temperaturas que fueron mas angostos y cortos, con una menor dispersién de luz y

mayor concentracién critica, y una energia de activacion de despolimerizacién y de

52



actividad GTPasa mayor. Se puede explicar la mayor energia de activacion por la
menor actividad GTPasa a temperaturas bajas, lo que aumenta el tiempo de

permanencia de los polimeros y hace mas lenta la despolimerizacion de los filamentos.

Un grafico de Arrhenius bifasico, es poco frecuente en enzimas terméfilas. Esta
conducta sugiere distintas dependencias de las constantes cinéticas de
despolimerizacion respecto a la temperatura, é que morfologia de los polimeros de
MjFtsZ afecta la actividad GTPasa generando cambios en la entalpia de activacién de
la despolimerizacién. La explicacion mas parsimoniosa de nuestros resultados indica
que el cambio en la pendiente en el grafico de Arrhenius depende de la presencia de

hojas y manojos estabilizados por interacciones hidréfobas.
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CONCLUSIONES

A altas temperaturas MjFtsZ forma manojos de polimeros, presenta una menor
concentracion critica y mayor actividad GTPasa. Ademas presenta una menor energia
de activacion, AG*, AH* y AS* para la actividad GTPasa y consecutivamente para la
despolimerizacién, respecto a las menores temperaturas. Todas estas evidencias
correlacionan una mayor actividad y dinamica en la polimerizacién de MjFtsZ con el
establecimiento de interacciones laterales y longitudinales entre los filamentos de

MjFtsZ a altas temperaturas.

Nuestros resultados en su conjunto sugieren que en la formacién del anillo Z participan
interacciones de tipo longitudinal y transversal que lo estabilizan a altas temperaturas,
propias de los organismos terméfilos y que juegan un papel importante en la
transduccién de energia quimica de la hidrélisis de GTP en energia mecanica de
constriccién del anillo para la division de la célula. En conclusion la transduccion de la
energia de hidrélisis de GTP en la energia mecanica de la divisibn se mantiene a altas
temperaturas por un cambio en la entropia de activacién (estructura) y entalpia de

activacion (cinética) de los polimeros.
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Figura Suplementaria 1. Determinacion de la velocidad de despolimerizacién. El panel A
muestra la dispersion de luz a 90° (en unidades arbitrarias) en funcién del tiempo a distintas
temperaturas. En colores se indica la temperatura a la que se siguid la dispersién de luz. Se
indujo la polimerizacién de MjFtsZ (7uM) en amortiguador de polimerizacion (MES 50 mM pH
6,5; KCI 300 mM, MgCl; 5 mM), agregando GTP hasta una concentracion inicial de 1 mM. El
panel B muestra la seccién de las curvas del panel A que se usaron para determinar la primera
fase de la velocidad de despolimerizacion; se muestran también las regresiones lineales (trazos
negros) usadas para determinar el valor de la velocidad de despolimerizacion (la pendiente de
la regresion lineal).

Tabla Suplementaria 1. Velocidades de despolimerizacion. Se indican las temperaturas
usadas en las reacciones de polimerizacién, las ecuaciones de las rectas trazadas sobre la
primera fase de despolimerizacion, el coeficiente de correlacién de cada recta y los intervalos
de confianza de sus parametros, la velocidad de despolimerizacién y su desviacion estandar.

Intervalos de confianza (95%)

Velocidad de

Tem'(’fc';““fa Ecuacién de 1a recta — _—— c‘f,‘:fﬁ:f;g:?&% despa}i'mi:)acién
la ordenada
40 y=-0,22640,01x+29,15+0,11 -0,24 a -0,21 28,94 a 29,36 0,4886 -0,226 £ 0,006
50 y=-1,303+0,01x+102,310,24 -1,33a-1,28 101,82 102,8 0,8764 -1,303 £ 0,013
55 = -2,746+0,01x+122,8+0,18 -2,762-273 122,4 a2 1232 0,9845 -2,746 £ 0,009
60 y=-8,03+0,06x+251,3%1,19 -8,15a-7,91 2489 a 253,6 0,971 -8,03 £ 0,062
70 y=-24,1£0,10x+543,641,82 -24,29a -23,90 540,1 a 547,2 0,9915 -24,1 £ 0,102
75 =-35,91+0,19x+657,1+2,91 -36,30 a -35,52 651,4 a 662,9 0,9881 -35,91 £ 0,199
80 y=-54,92+0,38x+937,415,32 -55,66 a -54,17 926,92 9478 0,9862 -54,92 £ 0,38
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Figura Suplementaria 2. Valores de AG*, AH* y AS* a altas y bajas temperaturas. En el
panel A se grafica el valor promedio de AG*, AH* y AS* a altas y bajas temperaturas (como
indica la leyenda) para |la despolimerizacion. En el panel B se grafica el valor promedio de AG*,
AH* y AS* a altas y bajas temperaturas (ver leyenda) para la actividad GTPasa. El eje izquierdo
indica la escala para AG* y AH* en kJ/mol y el eje derecho indica la escala para AS* en J/mol K.
*** p < 0,0001; * 0,01 < p < 0,05; ns: no significativo. Las barras de error indican el error
estandar del promedio.
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Figura Suplementaria 3. AG* y AS* promedio calculado a altas y bajas temperaturas para
valores de x{(Q*/Q) entre 0,01 y 100. Se grafica el AG* y AS* promedio calculado para bajas y

altas temperaturas utilizando valores de k(Q*/Q) entre 0,01 y 100. En el panel A se muestra el
grafico del valor promedio de AG* de despolimerizacién a temperaturas bajo y sobre 62°C

calculado para distintos ®(Q*Q) en funcién de K(Q*Q); la diferencia de la AG* de
despolimerizacion entre altas y bajas temperaturas no es significativa a ningan valor de

k(Q*/Q). El panel B muestra el valor promedic de AG* para la actividad GTPasa a temperaturas

bajo y sobre 49°C calculado para distintos k(Q*/Q) en funcion de K(Q*/Q); la diferencia de la
AG* para |la actividad GTPasa entre altas y bajas temperaturas es significativa (p < 0,05) para

todos los valores de K(Q*/Q). En el panel C se muestra el grafico del valor promedio deAS* de
despolimerizacién a temperaturas bajo y sobre 62°C calculado para distintos k(Q*/Q) en funcién
de k(Q*/Q); la diferencia de la AS* de despolimerizacion entre altas y bajas temperaturas es
significativa (p < 0,0001) para todos los valores de k(Q*Q). La AS* de despolimerizaciéon a

temperaturas sobre 62 °C es negativa (y por lo tanto favorable) para valores de kK(Q*/Q) sobre
4.0 (IC 95% 3,9 a 4,1). El panel D muestra el valor promedio de AS* para la actividad GTPasa a

temperaturas bajo y sobre 49°C calculado para distintos k(Q*Q) en funcion de x(Q*Q); la
diferencia de la AS* para la actividad GTPasa entre altas y bajas temperaturas es significativa

{p< 0,0001) para todos los valores de kK(Q*/Q). Las barras de error indican el error estandar del
promedio.
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