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Resumen

FtsZ y ZipA son proteínas que forman parte del divisoma de Escherichia coti,

complejo proteico que se forma en el sitio de la división celular. La maduración

del divisoma requiere del ensamblaje del proto-anillo, compuesto por el anillo Z,

ZipA y FtsA, seguido del reclutamiento de al menos g proteínas, la mayoría de

ellas relacionadas con la sfntesis de mureÍna. Se piensa que el anillo Z está

compuesto por varios polimeros de EcFtsZ y que se ancla a la membrana

citoplasmática por ZipA. ln vitro, E cFtsz, en presencia de GTP, polimeriza en

protof¡lamentos y filamentos dobles que se estab¡l¡zan por interacciones

longitudinales y laterales. Se postulan dos modelos para explicar cómo ocurrirían

las interacciones laterales. Primero, la superficie del dominio amino de dos

protofilamentos interactuaría paralelamente para formar los f¡lamentos dobles, y

estos, a su vez, se asociarÍan en forma antiparalela a través de las superficie del

dominio carbox¡lo para formar las láminas. Segundo, la predicción in silico

plantea una ¡nteracc¡ón paralela entre las superficles del dominio am¡no de un

protofilamento y la del dominio carboxilo de otro, para formar las láminas. La

ausencia de un único modelo de interacciones laterales y la escasa evidencia de

la importancia de las interacciones laterales en el ensamblaje del anillo Z, ha

mantenido velado el mecanismo de formación y la dinámica del anillo Z. En esta

tesis se utilizó EcFtsZ con las mutaciones puntuales E83Q y R85Q localizadas

en la hélice H3 de la superficie lateral del dominio amino, como herram¡enta para

xiv



comprender la formación y la función del an¡llo Z. La complementación de

EcFtsZ con sustituciones del glutamato 83 por glutam¡na o la arginlna gS por

glutamina en cepa de E. colique no cont¡ene el gen de ñsZ cromosomal redujo

la viabilidad celular. /n vivo,la EcFtsZ tipo silvestre y las mutantes E83e y R85O

fusionadas a la proteína fluorescente EYFP no complementaron a una cepa

carente de ftsZ. Por lo tanto, la visualización de EcFtsZ tipo silvestre y las

mutantes sin EYFP se hizo por inmunofluorescencia. La localización de EcFtsZ

en la m¡tad de la célula no se afectó por las mutaciones EB3e o R85e. Tanto

EcFtsZ t¡po silvestre como las mutantes reclutaron a ZipA con un patrón de

local¡zación s¡m¡lar a su propio patrón. En proteoliposomas de ZipA la interacción

con EcFtsZ tipo silvestre y con las mutantes E83Q o R85Q no se afectó. Estos

resultados confirman que EcFtsZ interactúa con ZipA ¡n v¡vo y los aminoácidos

E83 y R85 no son fundamentales para la localización de EcFtsZ en la mitad de

las células. ln vitro,la mutación E83Q incrementó en dos veces la estabilidad de

los polímeros con respecto a los de tipo s¡lvestre, y la mutación R85Q anuló la

capacidad de polimerizar. La actividad GTPásica de la mutante E83Q y R85Q se

redujo en 41 % y en 83 % con respecto a la de t¡po s¡lvestre, respectivamente.

Estos resultados sug¡eren que las mutaciones E83Q y R85Q disminuyen la

dinámica de polimerización de EcFtsZ. La adición de calcio y de ZipA aumentó la

polimerizac¡ón de EcFtsZ tipo silvestre en 400 % y 10 o/0, respectivamente, y de

la proteína mutante E83Q en 730 % y 100 %, respectivamente. Sin embargo, no

se indujo la polimerización de la mutante R85Q con calcio y con ZipA se duplicó.

Estos resultados sug¡eren que la argin¡na 85 participa en las interacc¡ones

XV



laterales y que estas podrían estar reguladas por repulsión de cargas. Por esto,

al el¡minar la carga negativa del glutamato 83 (i.e., mutaciÓn E83Q) se

estabilizan los polímeros de EcFtsZ afectando la dinámica necesaria para el

correcto funcionam¡ento del anillo Z.
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Abstract

FtsZ and ZipA are proteins that form part of the divisome oÍ Escher¡chia col¡, lhe

protein complex that forms at the site of cellular division. Divisome maturation

requires assembly of the proto-r¡ng that is composed of the Z ring, ZipA and FtsA,

followed by the recruitment of at least 9 proteins, most of which are related to

murein synthesis. lt is believed that the Z ring is composed of multiple EcFtsZ

polymers, anchored to the cytoplasmic membrane by ZipA. /n ylfro, and in the

presence of GTP, EcFtsZ polymerizes into protofllaments and double filaments

that are stabilized by longitudinal and lateral interactions. Two models were

advanced to explain how the lateral interactions occur. The flrst states that the

surfaces of the amino domain of two protofilaments interact in parallel to form

double filaments, which are known as 'the th¡ck filament". ln turn, the thick

filaments associate in an antiparallel arrangement through the surface of the

carboxyl domain to form sheets. The second model, an in silico prediction,

postulates a parallel interaction between the surface of the amino domain of one

protofilament and the surface of the carboxyl domain of a second protofilament,

to produce the sheets. The existence of two models to explain the lateral

interactions and the limited ava¡lable evidence for their role in assembly of the Z

ring, have kept hidden the formation mechanism and dynamics of the Z r¡ng. ln

this dissertation, EcFtsZ wiih point mutations EB3Q and R85Q localized in the H3

helix of the am¡no domain lateral surface were used as a tool to understand the
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formation and function of the Z ring. Expression of E83Q and R85Q mutants

reduced cellular viability. ln vivo the express¡on of w¡ld type and mutated EcFtsZ

fused to the fluorescent protein EYFP blocked the cellular division and did not

complement a strain lacking ñsZ. Therefore, the visualization of the wild type and

mutant EcFtsZ, without EYFP, was done by immunofluorescence. E83Q and

R85Q mutations did not affect the localization of the EcFtsZ at the mid cell. Wld

type and mutated EcFtsZ recruited ZipA in a localization pattern similar to the¡r

own. The interaction between ZipA and wild type and the mutants was not

affected at the ZipA proteol¡posomes. These redults suggest that EcFtsZ

interacts with ZipA in vivo and that the E83 and R85 aminoacids are not

fundamental to localize the EcFtsZ at the mid cell. ln vitro E83Q mutation

increased the stability of the polymers twofold with respect to wild type, while the

R85Q mutation inhibited polymerization. ln comparison to the wild type, the

GTPase activity of E83Q and R85Q mutants was reduced by 41 and 83 %,

respectively. These results show that the dynamic of EcFtsZ polymerization is

decreased by these mutations. The addition of calcium and ZipA increased the

polymerization of EcFtsZ wiid type by 400 and 10 %, respectively, and that of the

E83Q mutant by 700 and 100 7o, respectively. However, polymerization of R85Q

mutant was not induced by calcium, while ¡t was increased two times with ZipA.

These results suggest that arginine 85 takes part in the lateral interact¡ons, wh¡ch

could be regulated by charge repulsion. Therefore, when the negative charge of

the glutamate 83 is eliminated (i.e., mutat¡on E83Q), the EcFtsZ polymers

XVIII



stabilize, affecting, in turns, the dynamics needed for the correct functioning of

the Z ring.
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lntroducción

La división celular es un proceso esencial para Ia perpetuación de todos

los organismos vivos. La divis¡ón de E. coli, se produce por la formación de un

complejo proteico, llamado div¡soma en Ia mitad de la célula, constituyendo el

sitio donde ocurrirá la septación celular. El ensamblaje del d¡v¡soma se inicia

con la formación del anillo Z (polímero de EcFtsZ), que se ancla a la caru

interna de la membrana citoplasmát¡ca por medio de las proteínas ZipA y FtsA

(Addinall y Lutkenhaus, 1996; Hale y de Boer, 1999) y forma el denominado

proto-anillo (Rico, 2006) responsable del sucesivo reclutamiento de las otras

proteínas del divisoma relacionadas con la síntesis de la mureína (figura 1 A, B

yC) (Addinall etal.,1997i HaleydeBoer,2002; Weissef al, 1999).

EcFtsZ (FtsZ de E. col¡) es homóloga a la tubulina, pues comparten

similitudes estructurales y funcionales. EcFtsZ es la primera proteina que se

localiza en forma de una banda (anillo Z) en el sitio de la d¡visión celular y es

la más abundante entre las proteínas que componen el divisoma (Rueda ef a/.,

2003). /n vitro a t¡avés de interacc¡ones longitudinales polimeriza en

protofilamentos (polímero compuesto por un solo filamento de EcFtsZ) de

manera dependiente de GTP. La polimerización de EcFtsZ en protofilamentos

act¡va la hidrólisis del GTP y el intercambio con GTP mantiene los polímeros

g,
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Figura l. Esquema de la interacción de los componentes del divisoma y
estructura modelada de EcFtsZ. A, modelo secuencial y B, concertado de
reclutamiento de las proteínas del divisoma. C, "proto+ing" formado por FtsZ (Z),
FtsA (A) y ZipA (Zip). FtsK (K) permite el ensamble del "periplasmic connectof'
formado por FtsQ (a), FtsB (B) y FtsL (L) y "peptidoglycan factory" dada por
FtsW (W) y Ftsl (l), según Vicente, M. y Rico, A (2006). D, vista frontal de un
monómero de EcFtsZ modelada por (Garcés, 2007). Hélice alfa (naranjo), hebra
beta (azul) y lazo (amarillo). Se destacan los aminoácidos E83 (rojo) y R85
(azul) ubicados en la hélice H3. La cadena lateral del resto de los aminoácidos
que componen la H3 se muestra en lila. Las flechas indican la dirección de las
interacciones.
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estables, hasta que se consuma el GTP y ocurre la despolimerización (figura 2).

Los protofilamentos a su vez por interacciones laterales inducidos por calcio,

DEAE-dextrano, ruten¡o rojo, glutamato o ficoll se asocian en láminas (pollmero

compuesto por varios protof¡lamentos) (Beuria ef al., 2003', Gonzalez et al.,

2003; Lu et al., 1998; Marrington et a1.,2004: Mukherjee y Lutkenhaus, 1999;

Santra ef a1.,2004) La superf¡cie de contacto entre los monómeros para formar

los protofilamentos se ha estudiado con. detalle, lo que permit¡ó la

caracterización del sitio de unión del GTP, su posible mecanismo de hidrólisis y

la importanc¡a de los aminoác¡dos que se encuentran en esta interfase en la

formación y función del an¡llo Z (Addinall et al., 1997; Mingorance et al.,2001,

Mukherjee y Lutkenhaus, '1994; Scheffers et al., 2001i Wang et al., 1997). La

superficie del dominio amino (lateral izquierda) de un protof¡lamento se asocia

lateralmente en paralelo con la misma superflcie de otro protofilamento para

formar un filamento doble (polÍmero compuesto por dos protofilamentos). Estos

a su vez inieractúan lateralmente de manera antiparalela por la superficie del

dominio carbox¡lo (lateral derecha) para producir las láminas (Figura 1 D y 2)

(Lowe y Amos, 1999). Esta interacción puede ser inducida por cationes como el

calc¡o o ficoll y también méd¡ante la proteína ZipA (Gonzalez ef a/., 2003; Hale

et a\.,2000; RayChaudhuri, 1999). Además de esta descripción de contactos

laterafes, recientemente Beuria ef al., (2006) presentaron un modelo donde la

interacción lateral entre los monómeros de los protofilamentos serfa en forma

paralela, entre la superficie del dominio amino de un protofilamento con la

3
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F¡gura 2. Modelo de potimerización y despolimerización de EcFtsZ. Los

monómeros de EcFtsZ-GTP (T) se polimerizan en protof¡lamentos por

interacciones longitudinales, reacción 1. A estos protofllamentos se unen

monómeros de EcFtsZ en la superficie lateral (interacción lateral 1) para formar

el núcleo de los doblás filamentos, los cuales crecen long¡tudinalmente de

manera cooperativa, reaóción 2. Los filamentos dobles se asocian por

interacción laterales (interacción lateral 2) para formar láminas, reacción 3. En

todos los polímeros ocurre hidrólisis de GTP, lo que produce la

despolimerización para producir monómeros de EcFtsZ-GDP (D)' reacciones 4

y 5. El GDP unido a EcFtsZ se intercambia por GTP, reacción 6.
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superf¡c¡e del dominio carbox¡lo del otro (Beur¡a e¡ al.,2oOO). Estos resultados

en cierto modo contradictorios, no han permit¡do tener un único modelo para

comprender la importancia de los aminoácidos que se encuentran en esta

interfase de interacción y su participación en la funcionalidad del anillo Z. Se

p¡ensa que la func¡onalidad del anillo Z ¡nvolucra varios pasos, como Ia

localización de EcFtsZ en el sitio de división celular (formación del anillo Z), su

polimerización y la dinámica del anillo a través de la hidrólisis de GTP y el

reclutamiento de las proteínas FtsA y ZipA. Se plantea que ZipA mantendr¡a la

integridad del anillo Z anclándola a la membrana y estabilizando los polímeros

de EcFtsZ que componen el anillo (RayChaudhuri, 1999). ZipA es la primera

proteina que interactúa con el an¡llo Z in vivo y tiene la capacidad de inducir la

formación de láminas de EcFtsZ ¡n v¡tro. ZipA es una proteína compuesta por

kes dominios, un primer dominio ám¡no que contiene una secuencia de anclaje

a membrana, uno intermedio rico en prolina y glutam¡na y uno carboxilo que

cont¡ene el dominio FZB (FtsZ "binding") de interacción con el carboxilo

terminal de EcFtsZ (Hale y de Boer, 1997; Hale et a1.,2000; Mosyak ef a/.,

2000). El dominio FZB por si solo puede inducir Ia formación de láminas a partir

de polímeros de EcFtsZ. '

Para demostrar la importancia de las interacciones laterales de EcFtsZ

para la formación de filamentos dobles, basado en el modelo de Lowe y Amos

(1999), en la formación y funcionamiento del anillo Z, hemos construido y

caracterizado las mutantes de EcFtsZ E83Q y R85Q. Estos aminoácidos se

encuentran en la hélice H3 de la superf¡cie lateral izquierda de EcFtsZ (figura'1
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D) que es la interfase de interacción para formar los fllamentos dobles según el

modelo de formación de láminas de Lowe y Amos (1999). La complementación

con las mutantes E83Q y R85Q a una cepa mutante en r?sZ, redujo la viabilidad

celular a 0,9 y a 0,1 %, respectivamente. La caracterización ,n y,fro de estas

mutantes mostró que R85Q afecta la polimerización y la actividad GTPásica, y

la mutante E83Q lo hace en menor grado (Shin, 2003). Las propiedades de las

mutantes E83Q y R85Q mencionadas permitieron postular la siguiente hipótesis,

"La interacción lateral responsable de la formación de los filamentos dobles de

EcFtsZ en la célula de E. cotiestá mediada por la hélice H3, donde participan

los aminoácidos E83 y R85. Las interacciones laterales de EcFtsZ son

responsables de la formación del anillo Z e influyen en su interacción con ZipA'.

Objetivo General

Evaluar el efecto de las mutac¡ones E83Q y R85a, en la H3 de EcFtsZ sobre la

formación de los filamentos dobles, su interacción con la membrana y con ZipA.

Objetivos Especlficos

1. Determinar el efe¿to de las mutaciones E83Q y R85Q de EcFtsZ sobre

la formación de láminas mediante polimer¡zación y actividad GTPásica, en

presencia de calcio.

2. Comparar en la célula bacteriana la localización de EcFtsZ silvestre

con el de las mutantes mediante inmunolocalización.
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3. Evaluar el efecto de las mutaciones E83Q y R85a de EcFtsZ sobre la

interacción con la ZipA en vesículas de lípidos de E. coli, mediante polarización

de fluorescencia.

4. Comparar en la célula bacteriana Ia localización de ZipA en células

que expresan EcFtsZ silvestre y las mutantes.
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MATERIALES

Reactivos:

Sigma (USA): BSA, SDS, APS, imidazol, azida, fosfato di-ácido de

potasio, azul brillante R de Coomassie, GTP, 4-cloro -1-naftol molibdato de

amonio, poli-L-lisina y lisozima.

Merck (Alemania): azul de bromofenol, perhydrol 30 % HzOz' etanol'

carbonato ácido de potasio, metanol, ácido acético, ácido perclórico y verde

oxalato de malaquita.

Pharmacia (Sweden): Sephadex G-25.

Wnkler (Chile): cloruro de sodio, agar, cloruro de magnesio, GdmCl' Tris,

glicina, glicerol, EDTA, fosfato ácido de potasio, TEMED, IPTG, acrilamida,

HEPES, Tween-20, Triton X-100 y citrato de sodio.

Fluka Chemie AG (Switzerland): cloruro de potasio y cloruro de calcio'

TCL (Chile): ácido acético, etanol, metanol y acetona.

Difco (USA): tr¡ptona y extracto de levadura.

Gibco (USA): bisacrilamida.

Calb¡ochem (USA): anticuerpo lg-G de conejo conjugado con peroxidasa

y MOPS.

Roche (Alemania): cóctel de inhibidor de proteasa Free EDTA.
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Applichem (Aleman¡a): MOPS.

lnvitrogen: (USA): ant¡-conejo conjugado con Alexa 488.
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MÉToDoS

Ensayo de complementación. La cepa de E. col¡ VlP2lpLARg se

transformó con los plásmidos que expresan los genes de ñsZ tipo silvestre y

mutantes E83a y R85Q fusionados a la EYFP. Las células se crecieron a 30'C

en med¡o LB líquido con agitación hasta un ODooo aproximadamente de 0,5 y se

realizaron diluciones seriadas hasta 106 con medio LB. Se inocularon 10 ¡rl de

estas diluciones por triplicado y en paralelo , en dos placas, una en LB-

agar/amp/kan/clor y otra en LB-agar/amp/kan, para ser incubadas a 30 'C y a

42 'C, respectivamente. Las células VlP2lpLAR9 sin complementar

(considerado como control negat¡vo) se inocularon en LB-agar/kan/clor y en LB-

agar/kan para ser incubado a 30 'C y a 42 "C, respect¡vamente.

Purificación de EcFtsZ por precipitación con sulfato de amonio. Este

método de purif¡cac¡ón consiste básicamente en tres etapas (Mukherjee y

Lutkenhaus, 1998). Lisis de células bacterianas v fraccionamiento de extracto

celular. El pellet bacteriano se resuspendió en 25 ml de amort¡guador Az (Tris-

HCI 50 mM pH 7.9, KCi 50 mM, EDTA 1 mM, glicerol 10 %) por litro de cultivo y

se sonicó con 5 ciclos de 20 s con un output 6 y pausa de un minuto, en un

sonicador con sonda de 1 cm (Sonicatort' 3000 Misonic). El lisado se centrifugó

a 28.000 rpm, a 4 oC durante 90 min (Beckman L5-75B Ultracentrifuge, rotor

type 30). El sobrenandante se transflrió en un vaso precipitado pequeño

colocado previamente en hielo, Por cada 100 ml de sobrenadante se agregó
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4,16 g de su¡fato de amon¡o (30 % de sal por volumen de sobrenadante) en frío

agitando con una barra magnética. La solución se centrifugó a 'f 0.000 rpm a 4

oC durante 30 min. El sobrenadante se eliminó y el precipitado se suspendió en

3 ml de amort¡guador AZ. El suspendido se dializó contra 100 volúmenes de

amortiguador AZ al menos 4 h (o toda la noche) con 2 cambios a 4 oC.

Cromatoorafía en Q-Seoharosa. La muestra dializada se inyectó a la columna

de intercambio aniónico (Q-Sepharosa, 25 cm x 4,6 mm) mediante un súper

"loop". La elución se llevó a cabo con un gradiente de una mezcla de

amortiguador My BZ (Tris-HCl 50 mM pH 7,9, KCI 1 M, EDTA 1 mM, glicerol

10 %), desde 10 a 70 % de amortiguador BZ con un flujo a 1 ml/min a 4 oC,

colectando 4 ml cada fracción. La elución de la proteÍna se monitoreó med¡ante

SDS-PAGE y espectrofotométr¡camente a 280 nm. La fracción correspondiente

a la EcFtsZ (que eluye alrededor de 200-250 mM de KCI) se colectó para la

siguiente cromatografia. Cromatoqrafía en Sephacrvl 5-300. La EcFtsZ

obtenida de la cromatografía en Q-Sepharosa se inyectó a la columna sephacryl

S-300 y se eluyó con amortiguador M a 1 ml/min, 4 oC. Las fracciones

colectadas fueron de 3 ml y el monitoreo se hizo por SDS-PAGE y

espectrofotométricamente a 280 nm. La EcFtsZ colectada se concentró

utilizando Centriprep (4.000 rpm a 4oC) hasta un volumen final en que la

concentración final de proteína fuera aproximadamente 30 mg/ml. La EcFtsZ se

alicuotó y se congeló inmed¡atamente por inmersión en etanol (-80 'C) y

poster¡ormente se conservó a -80 oC hasta su uso-
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Purificación de la ZipA. Para la purificación de la His6-ZipA (ZipA) se

sobre-expresó y pur¡f¡có a partir del plásmido pET-15ZlP (gentilmente donado

por Raychaudhuri de la Universidad Tufts, USA) mediante un protocolo descr¡to

por la misma autora (Rayohaudhuri, '1999). Esta purificación básicamente

consiste en lisar las células que contienen la ZipA sobre-expresada, mediante 3

ciclos de congelado y descongelado, a -80 'C y a temperatura ambiente,

seguido de una sonicación breve de tres ciclos de 20 s con un "output" 3 a

intervalos de l min (Sonicatort' 3OOO Misonic). Para la separación de las

proteÍnas hidrosolubles y de membranas se centrifugó el lisado a 200,000 xg por

30 min. La fracción precipitada que corresponde a la fracción de membranas que

cont¡ene la ZipA, se suspendió en el amortiguador AP (tris-HCl 25 mM pH 7,5,

NaCl 100 mM, EDTA 2 mM, glicerol 5 % y cóctel de inhibidor de proteasa libre de

EDTA). Para exkaer y solubilizar la ZipA de la membrana, se ad¡cionó tween-2O

a una concentración final de 1,2o/o y se incubó en hielo con agitación durante 2h.

La ZipA solubilizada se centrifugó a 200,000 xg durante 30 min y se dializó

contra el amortiguador BP (MOPS 25 mM pH 6,5, NaCl 500 mM, glicerol 5 % y

Tween 20 0,36 o/o) durante toda la noche. La solución dializada se cargó a una

columna que contiene la resina ProBond de Niquel (lnvitrogen) y para eliminar

las proteínas de unión inespecífica se lavó con el amortiguador BP

suplementado con imidazol a una concentración flnal de 1, 50 y '150 mM. La ZipA

se eluyó con amortiguador BP que contiene 500 mM de lmidazol y las fracciones

que contienen la proteína ZipA se dializaron contra el amortiguador CP (MOPS

25 mM pH 6,5, NaCl 50 mM, glicerol 5 % y Tween-2O 0,36 %). La solución
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dializada se concentró mediante Centricon C-10 (Millipore) y se calculó su

concentración espectroscópicamente utilizando coeficiente de extinción molar de

ZipA y se almacenó a -80 "C hasta su uso.

Dicroísmo circular. Los espectros de dicrofsmo circular de las proteínas

se registraron con un espectropolarímetro (Jasco J-600) en el UV lejano. A

partir de estos espectros se obtuvieron los porcentajes de estructura secundaria

de las proteínas mediante el programa CDPro.

Electroforesis en SDS-PA GE. El gel acrilamida:bisacrilamida separador y

concentrador se preparó al 10 o/o y 4 %, respectivamente en condiciones

desnaturantes. Las muestras se suspendieron en amortiguador de muestra

(Tris-HCl 0,5 M pH 6,8, SDS, B-mercaptoeianol, azul de bromofenol y glicerol') y

se calentaron por 15 min a 85 oC. Una vez cargadas las muestras a los pocillos,

se corrieron en amortiguador de corrida (SDS10 %, glicina y Tris-base) a 120V

hasta la caída del frente de corrida. El gel se tiñó con azul de Coomassie (0,25

g de azul de Coomassie brillante en una solución de 90 % de metanol:agua (1:1

v/v) y l0 % de ácido acético) durante media hora con agitación y se destiñó con

la solución de desteñidó (45 % de metanol y 10 % de ácido acético).

lnmunotransferenc¡a. Las reacciones de inmunoblot se describen en dos

pasos, uno, la transferencia de las bandas de proteínas desde el gel SDS-

PAGE a la membrana de nitrocelulosa y las inmunoreacciones, y dos, el

revelado. Para la transferencia se incubó la membrana de nitrocelulosa (tamaño

de poro 0,2 prm, Protran Schleicher & Schuell, BioScience, Cassel, Germany) y
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los papeles de filtro en amortiguador semi-seco (Tris-HCl 25 mM pH 8,3, glicina

150 mM y metanol '10 %). Luego de armar el "sandwich" se colocó sobre la

placa de transferenc¡a y se aplicó 140 mA durante t h. La membrana se lavó

con TTBS (Tr¡s-HCl 0,1 M pH 7,5, NaCl 0,9 %, Tween-20 O,2 %o) y los sitios

inespecíficos se bloquearon con amortiguador de bloqueo (5 o/o de leche

descremada en amortiguador TTBS) a temperatura amb¡ente. AI cabo de una

hora se incubó con el primer anticuerpo policlonal (ant¡-EcFtsz de conejo o anti-

ZipA de conejo) y se lavó con TTBS antes de ser incubado con el segundo

anticuerpo (anti-conejo conjugado con peroxidasa). Para la reacción del

revelado, la membrana se lavó en amortiguador TTBS seguido de dos lavados

con Tris-HCl 0,1 M pH 7,4 y se incubó en 24 mL de Tris-HCl 0,1 M pH 7,4,4-

choloro-1-naphthol 0,5 mg/ml y HzOz 0,015 o/o (perhydrol 30 % HzOz). Una vez

que aparecieron las bandas de proteínas, se detuvo la reacción con agua.

Dispersión de luz a 350 nm. Las cinéticas de polimerización de EcFtsZ

se mid¡eron en amortiguador de polimer¡zación (Mes 50 mM pH 6.5, KCI 50 mM

y MgCl2 10 mM) a 30 "C. Las concentraciones de EcFtsZ, del GTP y de ZipA

utilizados se detallan en las leyendas de los gráficos. La dispersión de luz a 90'

se registró mediante un espectrofluorímetro (Luminescence Spechometer LS 50,

Perkin Elmer), a 350 nm de excitación y de emis¡ón, con un atenuador de 6 % o

de 2 o/o y con 2,5 nm de ancho de banda de exitac¡ón y de em¡sión.

Microscopía electrónica. Para la visual¡zación de los polímeros de las

proteínas med¡ante un microscopio electrónico se realizó tinción negativa de las

muestras de proteínas adheridas a las grillas. Para ello, 50 ¡rl de la muestra se
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colocaron sobre una grilla (cubierta con formvar y tratada con carbón) durante

20 s. Una vez adherida la muestra a la gr¡¡¡a, se lavó 4 veces y se tiñó durante 2

m¡n con una solución de acetato de uranilo al 1,5 o/o.

Determinac¡ón de la actividad GTPásica. La hidrólisis del GTP de la

EcFtsZ se determinó mediante el protocolo de verde malaquita, que consiste en

la cuant¡ficación del fosfato libre en solución. Para la reacción de hidrólisis, el

GTP se incubó a una concentración final de'1 mM, en el amortiguador de

polimerización (Mes 50 mM pH 6,5, KCI 50 mM y MgClz t0 mM) y se tomó

como tiempo cero la adición de de EcFtsZ a una concentración final de 12 pM.

Para detener la reacción se adicionó ácido perclórico y se neutralizó con

carbonato de potasio. Para separar la fracción soluble del precipitado, que

contiene la proteína, se centrifugó y 70 ¡rl del sobrenadante se mezcló con 800

pl de la solución VM-MA-TX (verde malaquita 0,03375 %, molibdato de amonio

'1,O5 o/o (la solución madre se prepara 4,2 o/o en 4 N de HCI) y Triton X-100

0,0004 %). Una vez agitada esta mezcla se adicionó 100 ¡rl del amortiguador

que contiene 34 % de citrato y al cabo de 20 min de incubación en hielo se

midió la absorbancia a b30 nm en un espectrofotómetro (HewletlPackard 8452).

Para calcular la cant¡dad de fosfato libre a partir de los valores de la

absorbancia se utilizó como estándar, una curva de calibración construida con

soluc¡ones de varias concentraciones de KHzPO¿.

Tinción por inmunofluorescencia. Para la observación de Ia EcFtsZ y la

ZipA in situ, Ias células se trataron según el protocolo de Rueda, 2003, que
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consta básicamente de tres etapas, fijación, permeabilización y revelado con los

anticuerpos. Fiiación, a partir de un cultivo de células, VlP2lpLAR9

complementadas con EcFtsZ WT y mutantes E83Q y R85Q, crecidas hasta la

fase exponencial temprana en medio líquido LB con los antibióticos kan, clor y

amp, se hicieron dos diluciones 1:50 en paralelo, en un medio LB fresco

prev¡amente temperado, uno a 30 "C (medio de cultivo con kan, clor y amp) y el

otro a 42 'C (kan y amp). Como control negat¡vo se incluyó la cepa VlP2/pLAR9

sin complementar (las diluciones se hicieron en LB con kan y clor para 30'C y

solo kan para 42 'C). Se incubaron a las temperaturas respectivas y al cabo de

4 h de crecimiento las células se fijaron con 0,75 % formaldehÍdo y se incubaron

10 min a temperatura ambiente y posteriormente 30 min en hielo. Las células

fijadas se lavaron con PBS y se suspendieron en buffer GTE (Tris pH 7,5 20

mM, glucosa 50 mM, EDTA 10 mM). Permeabilización. a 30 ¡rl de las células

fijadas se añadieron lisozima a una concentración final de 8 pg/ml y se

colocaron sobre un portaobjeto pre-tratado con pol¡-L-l¡s¡na. La permeabilización

se continuó entre 2 o 3 m¡n y se lavó con PBS. Revelado con anticuerpos, los

sitios inespecÍficos pará la reacción con los anticuerpos se bloquearon durante

15 min a temperatura ambiente y la solución de bloqueo (BSA 3 % en PBS) se

reemplazó por una misma solución pero que contiene el primer anticuerpo

policlonal anti-conejo (anti-FtsZ o anti-ZipA, con una dilución de 1:200.000).

Luego de una incubación durante toda la noche a 4'C, se lavó con PBS y se

incubó con el anticuerpo secundario (anti-conejo conjugado con Alexa 488,
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lnvitrogen) durante 2 h en la obscuridad y a temperatura ambiente. Luego de

varios lavados con PBS, se añad¡ó una gota de "antifading" (Vectors Lab) y se

colocó el cubre objeto. Las células se observaron mediante un microscopio

confocal (Leica TCS SP2). Notas. 1, las muestras montadas en portaobjetos

pueden ser guardadas en la obscuridad y a 4 'C durante meses o a - 20'C

durante años; 2, durante todo el proced¡miento de la tinción de

inmunofluorescencia es crucial mantener la humedad de las muestras y 3, las

células fijadas y suspendidas en GTE pueden ser guardadas a 4'C durante

semanas.

Procesam¡ento de las imágenes. Las imágenes obtenidas del

microscopio electrónico y del confocal se procesaron mediante el programa

lmageJ (http://rsb. info. nih.gov/ijldownload. html). Este programa se util¡zó para

varios propósitos generales como ajustar brillo y contraste de las fotos, cambiar

los colores e incluir la barra de tamaño. También se tomaron mediciones del

ancho de los polímeros y del largo de las células, que consiste en trazar un

vector entre dos o más puntos y determinar su longitud en la unidad de medida

correspondiente. Para.la obtención del patrón de distribución de la seña¡ de

inmunofluorescencia en las células, que corresponde a la localización de la

EcFtsZ o de la ZipA, se trazó un vector desde un extremo al otro de la célula.

Sobre este vector se regisfan, en el eje de la ordenada, la intensidad de la

señal, a un intervalo regular en unidades arbitrarias, y el largo de la célula, para

el eje de la abscisa, para cada célula. A partir de estos valores se construyeron

pares de columnas (ejes "x" e "y") que por motivos de comparación, el largo
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celular se normalizó entre los valores cero y uno (eje x) y la intensidad se

representó en porcentaje de señal (eje y).

Formación de proteol¡posomas de ZipA. La incorporación de ZipA dentro

de los liposomas se llevó a cabo mediante la estrategia de reconstitución paso a

paso (Rigaud y Levy, 2003). Esta consiste en dos etapas, una de formación de

liposomas y una segunda, incorporación de la proteína dentro de los liposomas.

Formación de liposomas. Los liposomas se formaron siguiendo el protocolo

descrito por Jung, H. (Jung ef al, 1998). A partir de una soluclón de

almacenamiento de lípidos totales de E. coli (Avanti Polar Lipids, lnc.) disuelto

en cloroformo, se calculó el volumen necesario para obtener una concentración

final de 50 pM de lípidos para 1 ml de solución de l¡posomas. Este volumen se

transf¡rió a un vial ámbar (para ev¡tar la oxidación de los lípidos es ¡mportante

mantenerlos en viales ámbar y con tapas recub¡ertas ¡nternamente con teflón) y

se evaporó el cloroformo con nitrógeno gaseoso para que los lípidos queden

adheridos al fondo y a Ia pared el vial (en cada uno de los pasos es

recomendable tratar de disminuir el contacto de los líp¡dos con el a¡re). Se

disolvieron los lípidos con 'l ml de amortiguador suplementado con 3 mg/ml de

Triton X-100 mediante sonicac¡ón en un baño de agua a 30 'C durante 40 min.

A esta solución de lÍpidos se agregan perlas de poliestireno (Bio-Beads SM-2,

Bio-Rad), previamente tratados según indicaciones del fabr¡cante, y se incuba a

4'C toda la noche con agitación med¡ante una barra magnética. Formación de

proteol¡oosomas (incorporación de proteínas dentro de los liDosomas). Para la
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inserción de ZipA dentro de los liposomas, estos se desestabilizaron con la

adición de Triton X-100 a una concentración final de 0,12 % y se agitaron

mediante inversión durante 20 min a 0 'C. A estos liposomas desestabilizados

se agregó ZipA a una concentración final de 5 ¡tM (proporción lÍpido:proteína

equivalente a I O:1) y perlas de poliestireno y se agitó mediante inversión

durante una hora a 0 "C. Finalmente, se adicionó una cantidad extra de perlas

de poliestireno y se agitó con una barra magnética durante toda la noche a 4 "C.
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RESULTADOS

I. Influencia del glutamato 83 y la arginina 85 de la

EcFtsZ sobre las interacciones laterales. La EcFtsZ polimeriza en

protofilamentos mediante las interacc¡ones longitudinales y láminas por

interacciones laterales. Con el fln de determinar la importancia del glutamato 83

y la arginina 83 de EcFtsZ en las interacciones.laterales para la formación de

filamentos dobles o láminas, se caracterizaron in vitro las mutantes EcFtsZ

E83Q y R85Q med¡ante experimentos de polimerización y actividad GTPásica

en presencia de calcio, que es un inductor de las interacciones laterales entre

protof¡lamentos para la formación de láminas de polímeros.

1.1. Efecto de las mutaciones E83Q y R85Q sobre la formación de las

láminas de polímeros de EcFtsZ. En la estructura tridimensional del modelo de

EcFtsZ, los aminoácidos E83 y R85 se encuentran en un quiebre de la hélice

H3, ubicada en la superficie lateral del dom¡nio amino (figura 1 D). Durante la

polimerización, esta superflc¡e interactuaría lateralmente para formar los dobles

filamentos, que son precursores de las láminas. Para explicar en donde

ocurriría esta interacción, se manejan dos modelos de formación de láminas. Un

modelo de láminas de EcFtsZ inducidas por calcio determinado mediante

difracción electrónica a partir de una micrografía electrónica. Según este

modelo, las láminas de polímeros de EcFtsZ estarÍan formadas por unidades
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básicas, llamadas f¡lamentos dobles, que serían asociaciones paralelas entre

dos protofilamentos que interactúan por una superflcie del dominio amino. La

interacción, a través de una superficie del dominio carboxilo, entre los

fllamentos dobles en forma antiparalela darÍa origen a las láminas (Lowe y

Amos, 1999). El otro modelo de interacciones laterales se propuso a partir de

resultados de "docking" molecular. Según este modelo, una superficie lateral del

dominio carbox¡lo de un protofilamento interactúa en forma paralela con una

superficie del dominio am¡no de otro protofilamento. AsÍ las láminas se

formarÍan por adición consecut¡va de protofilamentos (Beuria et al., 2006).

Proponemos que en ambos modelos, los aminoácidos 883 y R85 de la H3 se

encontrarían en la superficie de interacc¡ón lateral, pues en presencia de GTP,

ambas mutantes disminuyen la capacidad de polimerizar (Shin, 2003). Para

determinar la influencia de E83 y R85 en las interacciones laterales, se evaluó

el efecto del calcio sobre la formación de láminas. Con este propósito se

purificaron las proteínas EcFtsZ tipo silvestre y las mutantes E83Q y R85Q y se

caracterizaron in vitro mediante dispersión de luz, microscopía electrónica y

actividad GTPásica.

Purificación. En la figura 3 (carr¡l 1, 2 y 3) se observa que EcFtsZ tipo

silvestre y las mutantes E83Q y R85Q purificadas migraron como una sola

banda con una masa relativa de aproximadamente 40 kDa. Estas bandas

transferidas a una membrana de n¡trocelulosa se reconocieron con el anticuerpo

ant¡-EcFtsz en una reacción de inmunoblot (figura 2 carril 4,5 y 6). Se observó
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Figura 3. Análisis de la pureza de EcFtsZ tipo silvestre y las mutantes E83Q y

R85Q. SDS-PAGE, carriles 1, 2 y 3 e inmunoblot, carriles 4, 5 y 6, para cada

caso corresponden a EcFtsZ tipo silvestre, mutante E83Q y R85Q,

respectivamente. Las proteínas se purificaron y las bandas se t¡ñeron con azul

de Coomasie. Las bandas del gel de poliacrilamida transferidas a una

membrana de nitrocelulosa se detectaron mediante la reacción de

"inmunoblotting" con e! uso de un anticuerpo policlonal anti-EcFtsZ. Mr,

estándar de masa relativa.
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una banda mayoritaria que correspondió a EcFtsZ y varias bandas de menor

¡ntensidad con una masa molecular relativa menor y mayor a la de EcFtsZ. La

estab¡l¡dad e integridad estructural de EcFtsZ tipo silvestre y Ias mutantes se

determinó por dicroísmo circular. En la tabla 1 se muestra el contenido de

estructura secundaria para EcFtsZ tipo silvestre y las mutantes E83Q y R85Q.

Se observa que el contenido de estructura secundaria es similar para las tres

proteÍnas. Esto indica que las mutaciones no introdujeron alterac¡ones mayores

a la estructura secundaria de EcFtsZ.

Polimerización. La influencia de las mutaciones sobre la ¡nteracc¡ón

lateral se evaluó mediante la formación de láminas inducidas por calc¡o. La

polimer¡zación inducida por GTP incrementa la dispersión de luz debida a la

formación de una mezcla de polímeros compuestos por protofilamentos,

filamentos dobles y a asociaciones de ellos. Esta a su vez vuelve a incrementar

con la adición de calcio debido a la formac¡ón de láminas. En la figura 4 A se

observa que al agregar EcFtsZ tipo silvestre a una solución que contiene GTP,

la dispersión de luz aumentó y se mantuvo hasta aproximadamente 17 min y

luego disminuyó producto de la despolimerización inducida por la hidrólis¡s del

GTP. La figura 4 A tambiéñ muestra que al agregar la proteína a una solución

que contiene GTP y calcio, la dispersión de luz aumentó aproximadamente

cinco veces más respecto a la polimerización en ausencia de calcio y se

mantuvo al menos hasta los 30 min- La figura 4 B muestra e¡ m¡smo protocolo

experimental para la mutante E83Q, donde el aumento fue de

aproximadamente ocho veces respecto al control sin calcio. Este resultado
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Tabla 1. Contenido de estructura secundaria de EcFtsZ tipo silvestre y las

mutantes E83Q y R85Q, en presencia y ausencia de GTP y de ZipA".

Proteínas Adición Hélice alfa Hebra beta Vuelta Azar

0,07

0,07

0,07

WT

E83Q

R85Q

WT

E83Q

R850

WT

E830

R85Q

ZipA

0,79

o,78

0,79

0,79

0,79

0,79

0,79

0,79

o,79

o,42

o,o2

0,02

0,02

0,02

0,03

o,02

0,02

0,02

0,02

0,14

0,07

0,07

0,07

0,16

0,16

0,16

0,15

0,15

0,1 5

0,1 5

0,16

0,15

0,25

0,07

0,07

0,07

0,19

"7,5 pM de EcFtsZ VVT, E83Q y R85Q, se incubaron en amortiguador de

polimerización con o sin GTP (1 mM) o con GTP más Z¡pA 7,5 pM. Los

espectros de dicroísmo circular se obtuvieron en las cond¡c¡ones descritas en

Materiales y Métodos. EI contenido de estructura secundaria se calculó a partir

de estos espectros con el programa Selcon 3 del conjunto de programas

CDPro.

GTP ZipA

GTP ZipA

GTP ZipA
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mutantes E83Q y R85Q. Se reg¡stró la dispersión de luz a 350 nm de una solución a
30'C que contenía amortiguador de polimerización y GTP 1 mM (azul) y de otra
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de la proteína, cuyo color corresponde a las condiciones de polimerización.
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indica que la mutación del glutamato 83 por glutamina aumentó la estabilidad de

los polímeros y favoreció la pol¡mer¡zac¡ón inducida por calcio. Las figuras 4 C y

5 muestran que la mutante R85Q no polimerizó en presencia de GTP, resultado

que ¡ndica que esta mutac¡ón impidió la interacción longitudinal y lateral. Al

comparar el efecto del calcio sobre la polimerización de EcFtsZ tipo silvestre y

las mutantes se observa que la mutación E83Q favoreció la polimerización con

respecto a la del tipo silvestre (f¡guras 4 A, B y 5).

En la figura 6 se muestra el efecto de la concentración de calcio sobre el

máximo de polimerización de EcFtsZ tipo silvestre y las mutantes E83a y R85Q.

Se observa que la dispersión de luz de EcFtsZ tipo silvestre y la mutante E83Q

aumentó con el incremento de la concentrac¡ón de calcio, fenómeno que no se

observa para la mutante R85Q- La mutante EB3Q mostró una mayor

susceptibilidad al ialcio que EcFtsZ tipo silvestre entre 3 y 1O mM de calcio.

La morfología de los pollmeros inducidos por calcio de EcFtsZ tipo

silvestre y de las mutantes se determinó por microscopía electrónica, como se

muestra en la figura 7. Se observa que en ausencia de calcio EcFtsZ tipo

silvestre y la mutante E83Q formaron polímeros largos y curvos compuestos por

var¡os protof¡lamentos (figura 7 A y C). La mutante R85Q polimerizó en

filamentos cortos, curvos y sln bordes bien definidos (figura 7 F), cabe destacar

que se observaron escasos polímeros, por lo que la figura 7F no representa su

abundanc¡a. En presencia de calcio (figura 5 B y D) se observa que EcFtsZ tipo

silvestre y la mutante E83Q formaron láminas compuestas por protofllamentos
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Figura 6. Influencia de la concentración del calcio sobre la polimerización de

EcFtsZ tipo silvestre y las mutantes E83Q y R85Q. Se registró la dispersión de

luz a 350 nm de una solución a 30'C que contenía amortiguador de

polimerización, GTP 1 mM y proteína 12 ¡rM. Al cabo de 4 min, la reacción se

inició con la adición de concentraciones variables de calcio. La resta entre los

valores de Ia dispersión de luz de la línea base (antes de agregar el calcío) y del

máximo Iuego de agregar el calcio, corresponde a la d¡ferencia de dispersión de

luz (eje y)

o246
Calcio, mM

O. WT
*-r-- E83Q
'*¡'-" R85Q

-

..4

.',,)/,,.

-a
s.'

,, 1

,.4

28



. qa v,lI catcio

i

.:r,!, ,:i- tit lil

: i-1tt'¡ i)

\üld',
Ancho da pollmeros. nm

i6

s.^

0

l

l
.§

¡;; :

::::::::: E83o
r2"¿ EE30 Calc¡o16

12

I

0

Ancho de polimeros, nm

Figura 7. Microscopía electrónica e histograma del ancho de los polímeros de

EcFtsZ tipo silvestre y la mutante E83Q. La pol¡merización de EcFtsZ t¡po

silvestre (A y B) y las mutante E83Q (C y D) y R85a (F) 5 pM, se hizo en

amortiguador de polimerización a 30 "C en ausencia (A, C y E) y presencia de

calcio 10 mM (B y D). 50 pL de muestra se pusieron sobre una grilla después

de 5 min de inducir la reacción con GTP 1 mM (ver Materiales y Métodos).

Barra, 50 nm. Los gráficos de la derecha muestran el ancho de los polímeros en

ausencia (barra vacía) y en presenc¡a (barra achurada) de calcio que se

determinó mediante el programa lmageJ. El promedio de estos valores se

representaron en histogramas.
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más rectos. No se observaron láminas de la mutante R85Q (no se muestra). La

medida del ancho de los polimeros EcFtsZ tipo silvestre indicó que los

fllamentos compuestos por dos protofilemantos (8 nm) poseen una mayor

frencuencia y los compuestos por 3 y 4 protofllamentos (12 y 16 nm) mostraron

una frecuencia menor. Una distribución similar se observó para la mutante

E83Q, en donde el polÍmero más frecuente correspondió al compuesto por 3

protof¡lamentos (12 nm), seguido de polimeros compuestos 2 protofilamentos (8

nm). El bajo número de polímeros formados a partir de la mutante R85Q y la

reducida nitidez de sus bordes no permitieron hacer un análisis poblacional de

la frecuencia del ancho de los polímeros.

Los resultados de d¡spersión de luz y de microscopía electrónica

sugieren que la mutación E83Q favorece y estabiliza las interacc¡ones entre los

protof¡lamentos tanto en ausencia como en presencia de calcio. Por el contracio,

la mutación R85Q impide la formación de protofilamentos largos y calcio no

induce la formación de láminas a partir de los protof¡lamentos cortos.

1.2. Efecto del calcio sobre la actividad GTPásica de EcFtsZ tipo silvestre

y tas mutantes E83Q y R85Q. Como se mostró en la figura 4 los polímeros de

EcFtsZ tipo silvestre y la mutante E83Q se estabilizaron en presencia de calcio.

Se sabe que la despolimerización depende de la hidrólisis de GTP. En la figura

I se observa que el calcio inhibió la hidrólisis de GTP de EcFtsZ tipo s¡lvestre y

de E83Q. También se observa que la mutac¡ón R85Q por si sola disminuyó la
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Figura 8. Efecto del calc¡o sobre la actividad GTPásica de EcFtsZ tipo silvestre

y las mutantes E83Q y R85Q, La actividad GTPásica se determinó en

amortiguador de polimerización a 30 'C con GTP 1 mM, en presencia (círculo

cerrado) y ausenc¡a (cÍrculo abierto) de calcio 10 mM. El contenido de fosfato

libre se cuantificó con verde malaquita (Materiales y Métodos). La reacción se

inició con la adición de 12 pM de proteÍna.

12000

looo0

!- 6000
E
g 60m
o
E ¿000

c aoo

0

12000

lt 000

!- 6000
E
di 6000
6
E .ooo

L ,ooo

o

.l-
E

-eo
Ec
o-

r 2000

,0000

to00

€0@

a0oo

2000

.0

'wT. WI + Catcio

A'

C".oo

E830
E83O +

' ooó

JI



hidrólisis del GTP, por lo que no hay una diferencia mayor en presencia de

calcio. En la flgura 9 se observa que la velocidad de hidrólisis de la mutante

E83Q y R85A d¡sminuyó aprox¡madamente a 60 % y a 17 o/o, respectivamente,

con respecto a la de tipo silvestre. Al comparar estos resultados con los de la

polimerización por dispersión de luz y microscopía electrónica se sugiere que la

mutación E83Q reduce la actividad GTPásica debido a la estabilidad de sus

polímeros. Y la mutación R85Q la reduce, pues forma polímeros cortos

disminuyendo la formación de los sitios activos para la hidrólisis del GTP.
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II. Influencia de glutamato 83 y la arginina 85 de EcFtsZ

en la formación del aniTlo Z. ln vivo, se desconoce la participación de

las interacciones laterales de EcFtsZ para formar el anillo Z. En el capÍtulo

anterior se estableció que el glutamato 83 participa en las interacciones

laterales de EcFtsZ responsables de la formación de las láminas y la arginina

85 participa en las interacciones longitudinales para la formación de los

protofilamentos largos. Para determinar la relación entre las prbpiedades rn vifro

de las mutantes y su ¡mportancia en la formación del anillo Z, se determinó la

localización de E83Q y R85a en las células. Con este propósito se expresaron

y caracterizaron EcFtsZ tipo silvestre y las mutantes como protefnas de fusión

con EYFP.

1t.1. Caracterización in vitro de la proteína de fusión EcFIsZ-EYFP. La

proteína EcFtsZ fusionada a la proteína fluorescente EYFP (enhanced yellow

fluorescent Brotein) y a la proteína GFP (green fluorescent protein) se han

'izado para determinar la localización de la EcFtsZ in vivo (Chen y Beckwith'

200'1). La GFP y la EYFP son proteínas con una alta similitud en la secuencia

primaria y casi idénticas a nivel de estructura terciar¡a, con diferentes

propiedades espectroscópicas. La GFP fusionada a EcFtsZ (EcFtsZ-GFP)

purificada es capaz de polimerizar in vitro en presencia de GTP y calcio induce

la formación de láminas y manojos (Yu y Margolin, 1997). En esta tesis se

utilizó la EcFIsZ-EYFP, por lo que se evaluó si en esta proteína de fusión se

34



alteraban las propiedades espectroscópicas de EYFP o la capacidad de

pol¡merización de la EcFtsZ.

Purificación. El gel SDS-PAGE de Ia figura 10 (carril 2) muestra una

banda superior que corresponde al peso molecular de la EcFtsZ-EYFP y una

banda inferior que corresponde al de EcFtsZ. Para confirmar la identidad de

estas bandas se identif¡có EcFtsZ con un anticuerpo anti-EcFtsZ. En el carril 3

de la figura 10 se observan dos bandas que reaccionaron con el anticuerpo, las

cuales coinciden con las bandas de la proteína de fusión (EcFtsZ-EyFp) y de

EcFtsZ del car¡il 2 de la figura 10. La presencia de la banda inferior

correspondería a la expresión basal de la EcFtsZ cromosomal, que co-purifica

con la proteína de fusión. La ECFIsZ-EYFP parcialmente pur¡ficada mostró un

p¡co máximo de absorbancia a 514 nm y un hombro aproximadamenle a 475

nm (figura 11 A). Al ser exc¡tada a 514 nm mostró un pico máximo en 524 nm

en el espectro de emisión (figura 1'1 B). Estos espectros corresponden al

espectro característ¡co de la EYFP (Patterson, Day, y P¡ston, 2001).

Polimer¡zación. La polimerización in vitro de EcFtsZWT-EYFP moskó

. -e al agregar GTP, la dispersión de luz aumentó hasta alcanzar un máximo

que disminuyó al despolimérizar (figura 12 A). Este proceso se pudo repetir al

adicionar nuevamente GTP. Este resultado indica que la polimerización es

reversible y depende de la presencia de GTP. Como se mencionó

anteriormente, EcFtsZ forma láminas en presencia de calcio, en donde la
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45 kDa - + EcFtsZ

Figura 10. SDS-PAGE e "inmunoblot" de EcFtsZ-EYFP purificada. La proteína

purificada se separó mediante electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS. En el

primer carril se indican los marcadores de masa relativa y en el segundo carril

las bandas de proteínas provenientes de la preparación de EcFIsZ-EYFP. En el

tercer carril se muestra el "inmunoblot", con un anticuerpo policlonal anti-EcFtsZ.
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Figura 11. Especkos de absorción y de emisión de fluorescencia de EcFtsZ-

EYFP. La muestra de EcFIsZ-EYFP en amortiguador de polimerización se

registró el espectro de absorbancia (A), con una excitación a 514 nm, se

registró el espectro de emisión (B) en un espectrofluorÍmetro con un ancho de

banda de exc¡tac¡ón y de emis¡ón de 5 nm.
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Figura 12. Cinéticas de polimerización y despolimer¡zación de EcFtsZWT-EyFp.

'A) dispersión de luz'a 350 nm de una muestra que contiene 12 ¡rM de

EcFIsZWT-EYFP en amortiguador de polimerización. Las flechas indican el

tiempo en que se agregó GTP para alcanzar 1 mM. (B) polimerización de

EoFIsZWT-EYFP (5 pM) en amortiguador de polimerización Inducida con cTp 1

mM final (flecha 1). En el tiempo indicado por la flecha 2 se adicionó cloruro de

calcio 10 mM final.
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superf¡cie lateral del extremo carboxilo terminal de

asocia. Por lo tanto, para determinar si la fusión

los

de

filamentos dobles se

la proteína EYFP al

carboxilo terminal de EcFtsZ t¡po s¡lvestre alteró su capac¡dad de formar

láminas se evaluó el efecto de calcio sobre la polimerización de Ia EcFtsZWT-

EYFP. En la figura 12 B se observa que la EoFIsZWT-EYFP polimerizada por la

ad¡ción de GTP, al agregar calcio aumenta su dispers¡ón de luz en al menos 10

veces. Este aumento en la dispersión de luz es característico de la formación de

láminas. Por lo tanto, estos resultados indican que en la proteína de fusión

(EcFIsZWT-EYFP) no alteran las características funcionales de polimerización

de EcFtsZ in vitro.

Las proteínas fusionadas con la proteína fluorescente EYFP se

expresaron en una cepa que contenía ñsZ cromosomal y el anillo Z se visual¡zó

por microscopfa confocal. S¡n embargo cuando se expresaron las proteínas de

fusión para complementar una cepa mutante en ftsz, la viabilidad celular

disminuyó, a pesar que in vitro las proteínas de fusión polimerizaron. Por esta

razón en la cepa mutante en ftsZ la localización de la EcFtsZ tipo silvestre y las

nutantes E83Q y R85Q (sin la proteína de fusión EYFP) se hicieron mediante

inmunofluorescencia.

ll.2- Caracterización in vivo de EcFtsZ tipo silvestre y las mutantes E83Q

y R85Q fusionada a la proteína fluorescente EYFP. Para determinar el efecto de

las mutaciones E83Q y R85Q sobre la formación del anillo Z, se construyeron

plásmidos que sobre-expresan estas proteínas mutantes fusionadas con la
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proteína EYFP. Cabe hacer notar que hubo expresión de EcFtsZ cromosomal

endógena como es hab¡tual en la mayorfa de los trabajos de este tipo. La

expresión, tanto de la EcFtsZ WT-EYFP como de las mutantes EcFtsZ Eg3e-

EYFP y R8SQ-EYFP produjo células filamentosas (figura 13). Este resultado

indica que la división celular está afectada y sugiere que la proteína de fusión

EYFP-EcFIsZ bloquea la división celular. para comprobar, en ausencia de

EcFtsZ cromosomal, si EYFP-EcFIsZ es funcional, se evaluó su capacidad de

complementar a una cepa mutante en ñsZ. Con.este propós¡to, se expresó las

proteÍnas de fusión en células VlP2lpLAR9 que es una cepa que carece de

EcFtsZ cromosomal (Pla el a/., "1991). El gen de la r?sz cromosomal de estas

células se reemplazó por el gen que confiere resistencia a kanamicina. Debido

a que esta mutación es letal, la expresión de la EcFtsZ se encuentra

complementada mediante un plásmido termo-sensible, pLAR9. La expresión de

la EcFtsZ a part¡r de este plásmido es termosensible, con una temperatura

permisiva a 30'C (se expresa la EcFtsZ desde pLARg y la célula sobrevive) y

con una temperatura resfictiva a 42'C (el plásm¡do no se propaga, EcFtsZ no

ie expresa y la viabilidad celular dismlnuye). Los resultados de

complementac¡ón muestrañ que a 30 'C, la cepa Vlp2lpLAR9 formó colonias

hasta una dilución de 106, en tanto que a 42 'C lo hizo hasta una dilución de 102

(flgura 14), indicando que no hay complementación. Los resultados de

complementac¡ón con las mutantes E83Q y R85Q fusionadas con la proteína

EYFP, muestran resultados similares a los resultados con la proteína silvestre
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Figura 13. Microscopía confocal de células que expresan la EYFP fusionada

con EcFtsZ tipo silvestre y las mutantes E83Q y R85Q. Células que sobre-

expresan ECFISZWT-EYFP, rojo (A), EcFIsZES3Q-EYFP, azul (B) y

EoFIsZRSSQ-EYFP, azul (C) se crecieron hasta la fase exponencial temprana.

10 pL de cultivo se colocaron sobre un porta objeto y se observó la

fluorescencia mediante un microscopio confocal. Barra 5 pm.

41

c?
.t!

,t
I
1
I

t



4¿ \-

Dit 100 1O-1 1O-2 1O-3 104 1O-5 10-6 100 lOi 10-2 1O-3 104 lO-5 106

Figura 14. Viabilldad de las células VlP2lpLARg complementadas con EcFtsZ

tipo silvestre y las mutantes E83Q y R85Q fusionadas con la proteína EYFP.

Células transformadas con los plásmidos que sobre-expresan EcFtsZWT-EYFP

(WT), EcFtsZES3Q-EYFP (E83O) y EcFtsZRSSQ-EYFP (R85O) y el control s¡n

plásmido (-), crecidos en med¡o líquido hasta la fase exponencial temprana a

30"C se diluyeron en serie desde 100 hasta 106 (¡zquierda a derecha) y se

sembraron 10 pl sobre dos placas LB en paralelo con los antibióticos

correspondientes (ver Materiales y Métodos), y se incubaron a 30'C y 42'C.
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fusionada (figura 14). A 42'C, la viabilidad celular disminuyó al mismo orden

que el de la cepa que no expresa la EcFtsZ, control (-). El control de esta cepa,

V|P2/pLAR9, complementada con EcFtsZ tipo silvestre restaura totalmente la

viabilidad a los 42 "C (Shin, 2003). De esta forma, EcFtsZ tipo silvestre y las

mutantes fusionada con la protefna EYFP no complementaron la carencia de

EcFtsZ de la cepa VlP2lpLAR9 a 42 'C.

La filamentación observada en la figura 13 indica que cuando se

encuentran ambas proteínas, la proteína de. fusión y EcFtsZ de origen

cromosomal, estas se incorporan en el anillo Z. La velocidad de septación se

hace más lenta que la velocidad de elongación de la célula por lo que se

observan células filamentosas. A 42 "C, en ausenc¡a de la EcFtsZ cromosomal,

las proteínas de fusión no formarían un an¡llo Z funcional e impedirfa la división

celular bajando la viabilidad celular (flgura 14). Se concluyó que la estrategia de

utilizar las EcFtsZ fusionadas a la proteína EYFP (la sonda) no permite

determinar la localización de EcFtsZ en las células. Por lo tanto, este objetivo se

abordó con una estrategia alternativa y la localización de EcFtsZ se visualizó

lirectamente por ¡nmunofluorescencia de la proteína sin fusión. La localización

por inmunofluorescencia dé EcFtsZ tipo s¡lvestre y las mutantes E83Q y R85Q

se hizo en células V|P2/pLAR9 mediante microscopía confocal. Con este

propósiio esia cepa se transformó con un segundo plásmido que contenia ya

sea el gen de EcFtsZ tipo silvestre o el de las mutantes EB3Q o R85Q. Para

comprobar que a 42 "C, la mayoría de la EcFtsZ expresada en las células

correspondía a la proteína introducida por el segundo plásmido, se identificó
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cada una de ellas mediante inmunoblot. La figura 15 muestra que EcFtsZ tipo

silvestre y las mutantes se expresaron en todas las cepas crecidas a 30 "C y a

42 'C. Se observa que la cepa V|P2/pLAR9 (que se muestra como VlP2lG) en

la f¡gura 15) expresa la EcFtsZ a 30 'C y en muy poca cantidad a 42 'C,

resultado esperado para una cepa que contiene solamente el plásmido termo-

sensible pLAR9. Esto indica que en células crecidas a 42 "C, se expresa

mayoritariamente las EcFtsZ a partir del segundo plásmido, lo que perm¡te

evatuar el efecto de ta EcFtsZ tipo s¡lvestre o de las mutantes E83Q y R85Q

sobre la longitud celular y la localización de la proteína en las células por

ensayos inmunofluorescencia.

La tabla 2 muestra los valores de la longitud de las células. Se observa

que las células complementadas con EcFtsZ tipo silvestre y las mutantes E83Q

y R85Q, crecidas a 30 'C y a 42'C, presentaron una longitud de células similar.

En contraste, la cepa VlP2lpLAR9 sin complementar crecidas a 42 'C produjo

células filamentosas producto de la carencia de EcFtsZ.

En la figura 16 se muestra la localización de EcFtsZ tipo silvestre y las mutantes

E83O y R85Q en las células V|P2/pLAR9 a 30 "C y 42 "C. Se observa que

todas estas proteínas sé localizan como una banda en la mitad de la

cé¡ula a ambas temperaturas (figura 16 a, a', c, c', d y d'). Las células

VIP2/pLAR9 carentes del segundo plásmido (control negativo), a 30 "C tamb¡én

mostraron una banda de proteína en la mitad de la célula (figura 16 b), mientras

que a 42 "C, la proteína se encontró dispersa (figura 16 b').
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Figura 15. Efecto de la complementación con EcFtsZ tipo silvestre y las

mutantes en células VlP2lpLAR9 sobre la expresión de EcFtsZ a 30 "C y 42"C.

lnmunoblot de las proteínas totales, separadas por SDS-PAGE, provenientes de

las cepas crecidas a 30 'C y a 42 "C. Las cepas se ¡ndican en la parte superior

de la membrana de arriba. Carril M, marcador de masa molecular relativa cuyos

valores se indican a la izquierda. Carriles MC1061 , cepa parental de

V|P2/pLAR9; Vip2l(-), cepa VlP2lpLAR9 que contiene el plásmino, pLAR9,

termo-sensible a 42 "C; Vip2AI/T, Vip2/EQ y Vip2lRQ, corresponden a la cepa

VlP2lpLAR9 complementada con la EcFtsz t¡po s¡lvestre y las mutantes E83Q y

R85Q, respect¡vamente.
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Tabla 2. Longitud de las células de E. coli VlP2lpLAR9 que expresan EcFtsZ

tipo silvestre y las mutantes E83Q y R85Q a30 "Cy 42"C.

"Se determinó la longitud (long.) de las células, a partir de los datos mostrados

en la figura 12, midiendo desde un polo al otro mediante el programa lmageJ. A

partir de estas mediciones se calculó el promedio y su desviación estándar (DS)

y la media mediante el programa Excel.

'Número de células análizadas.

WT, EcFtsZ tipo silvestre y MC1061, cepa parental de VlP2ipLAR9.

30"c 42'C

Cepa

"prom. de long.

celular, mm

(Ds)

"media bno cel

"prom. Iong.

celular, mm

(DS)

"media bno cel

VIP2/ WT 4,4 (4,3) J,O '182 3,5 (1,8) 3,1 356

vtP2t - 3,5 (1,1) 264 30,6 (20,4) 25,7 195

VIP2/E83Q 4,5 (2,6) 3,7 239 4,6 (3,6) 3,4 271

VIP2lR85Q 4,1 (2,6) ó,o 248 3,4 (2,4) ,-7 397

MC106't 2,9 (0,6) ,o J to 2,4 (0,4) 2,4 211
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3Ca 42C

Figura 16. Localización de EcFtsZ tipo silvestre y las mutantes E83Q y R85Q

en las células V|P2/pLAR9 crecidas a 30 "C y 42'C. Localización de EcFtsZ en

las élulas VlP2lpLAR9 complementadas con EcFtsZ tipo silvestre (a y a') y las

mutantes E83Q (c y c') y R85Q (d y d') y sin complementar (b y b'), se crecieron

a 30 "C (columna izquierda) y a 42 "C (columna derecha). Las proteínas se

visualizaron por inmunofluorescencia (verde) con el anticuerpo policlonal anti-

EcFtsZ y el DNA se tiñó con DAPI (rojo), ver Materiales y Métodos. Barra, 5 pm.
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En una población de células de crecimiento no sincronizado, estas se

encuentran en distintas etapas de div¡s¡ón celular, por lo que no todas las

células poseen el anillo Z al m¡smo tiempo. Para analizar la distribución

cuantitativa de EcFtsZ tipo silvestre y las mutantes en una población de las

células, a partir de las imágenes de inmunofluorescencia se hicieron dos

tratamientos. En primer término, la cuantificación de la localización de la banda

de EcFtsZ en la mitad de la célula y en segundo lugar, el patrón de distribución

de las proteínas a lo largo del eje long¡tudinal de la célula. Para cuantificar la

localización de EcFtsZ tipo silvestre y las mutantes en la mitad de la célula, se

calculó la razón del número de bacterias que poseen una banda en la mitad de

la célula a 30 'C, dividido por el número de bacterias que lo presentan a 42 "C

(tabla 3). Este valor se def¡nió como un parámetro que representa la ef¡ciencia

de la incorporación de estas proteínas en el anillo Z y se denominó localización

relativa. En la tabla 3 se observa que las células que expresaron EcFtsZ t¡po

silvestre y las mutantes E83Q y R85Q mostraron una localización relativa

similar entre ellas. Esto ¡ndica que para la localización del anillo Z, tanto el

?lutamato 83 como la arginina 85 no son determinantes.

En la figura 17 se muestra la distribución de EcFtsZ a 30 'C y a 42'C de

la célula VlP2lpLARg complementadas con EcFtsZ tipo s¡lvestre y las mutantes

E83a y R85Q. A 30'C, todas las células presentaron una distribución similar

mayoritariamente alrededor de la mitad de Ia célula. A 42'C, el control s¡n

complementar no mostró un máximo de intensidad de fluorescencia,
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FtsZ ZipA FtsZ ZipA

Cepas "30"c, % 642'c, ok 042"c, % "LR
CLR

VlP2/neg 68 ND 50 ND ND ND

VIP2^/vT ot 67 62 45 0,83 0,73

VIP2lE83Q 68 oz 43 31 0,91 0,72

VIP2/R85Q '71 58 19 0,78 0,33

Tabla 3. Local¡zación relativa de EcFtsZ y ZipA en células VlP2lpLAR9

complementadas con EcFtsZ tipo s¡lvestre y las mutantes E83Q y R85O.

" v bPorcentaje de EcFtsZ localizada en la mitad de la célula. Este valor se

obtuvo div¡d¡endo el número de células que poseen señal de fluorescencia en la

mitad de la célula crecidas a 30'C(u) o 42 'C(b), por el número total de células

que presenta alguna señal en la célula.

cLR (.localización ¡elativa) de incorporación de EcFtsZ o ZipA en la mitad de la

.élula. Se obtuvo dividiendo el porcentaje a 42"C pot el porcentaje a 30 "C.

49



Ero
,6

9"
E

§,.
l-l P" E'o

'5

3
E
:o

I
E83Q E 10

.9

35
3
E
3o

!
R85Q E 10

.§

3
E9^

30 0c

0.0 0.5 t.0
Laqo célular no.nial¡zado. O-1

00 0.5 10
Lareo celular normal¡zado, 0-1

42"C

0.0 0.5 r.0
Laeo celular norm¡liaado, O.t

o.o 0_5 1 0
Largo celular normali¿ado, 0-1

00 0.5 10
Largo celular no.mali¿ado, 0-1

€-, s

!p
5'u

o

9o
tr

€rs

Ero
.q

I3o

d
Ers
E
6to
.§

§5
g
:o

*
Ets
E
E10
,Ó

6s
E3o

00 05 1.0
Larqo celular normalizado, 0-1

0-0 0.5 ,.0
Laroo celula¡ normalkado. 0'1

Figura 17. Distribución de'EcFtsZ tipo silvestre y las mutantes E83Q y R85Q a

lo largo del eje long¡tud¡nal de la célula. En las imágenes de las células que se

muestran en la f¡gura 13 se trazó un vector entre los polos de la célula y se

registró la intensidad de señal de fluorescencia en el vector mediante el

programa lmageJ. El largo celular se normal¡zó entre los valores 0 y 1 med¡ante

un programa desarrollado en nuestro laboratorio. La intens¡dad normal¡zada

para cada una de las cepas se graf¡có versus el largo celular normalizado.
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producto de la pequeña cantidad de EcFtsZ presente y formación de células

filamentosas. La complementación con la proteína tipo silvestre mostró que esta

se localizó principalmente en la m¡tad de la célula a d¡ferenc¡a de las mutantes.

La mutante E83Q mostró una distribución similar a su control a 30 "C y la

mutante R85Q una distribución más expandida con un máximo en la mitad de la

célula. Si comparamos este patrón de distribución con la viabilidad celular para

cada uno de los casos ensayados, observamos que la carenc¡a (no se localiza

porque no hay) de EcFtsZ, resulta a células no viables. Aunque la diskibución

de la proteína tipo silveske fue diferente de su control a 30 "C, no influyó sobre

la viabilidad de las células. Sin embargo, la mutante E83Q presentó un patrón

de distribución similar a 30 "C y a 42 "C, pero su viabil¡dad celular fue menor

(0,9 %). La mutante R85Q con un patrón de localización más expand¡do mostró

una viabilidad menor (0,1 o/o).
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III. Influencia del glutamato 83 y la arginina 85 de la

EcFtsZ sobre el reclutamiento de ZipA en el anillo Z. El

ensamblaje del divisoma comprende la formación del proto-anillo en la cara

citoplasmática de la membrana interna y el reclutamiento secuencial de las

proteínas de membrana que formarán en el espacio periplásmico la maquinaria

responsable de ¡a sfntes¡s de la mureína y la septación celular. El proto-anillo es

el anillo.2, polímero de EcFtsZ, anclado a Ia membrana por FtsA y ZipA. El

objetivo de este capítulo es determinar la importancia de los aminoácidos E83 y

R85 de EcFtsZ en la interacc¡ón con zipA en solución y en proteoliposomas y

observar la dependencia de estos aminoácidos para la localización de ZipA en

las células.

ttl.1. Efecto de ZipA sobre la formación in vitro de láminas de EcFtsZ tipo

s/vesfre y las mutantes ES3Q y R85Q. En el capítulo ll se demostró in vivo que

EcFtsZ tipo silvestre y las mutantes se localizan en la mitad de la célula y en el

capítulo lque la mutación E83Q favorece las interacciones laterales para la

-sociación de los protofilamentos en láminas y la R85Q anula la ¡nteracción

para la formación de los protofilamentos largos en presencia de calcio. Se sabe

que in vitro, ZipA induce la formación de lám¡nas de EcFtsZ t¡po silvestre a

través de la interacción de los últimos 17 aminoácidos del extremo carboxilo

term¡nal de EcFtsZ con el dominio FBP de ZipA (Mosyak 2000). Con el objeto

de comparar las interacciones laterates de las mutanies con las de la proteína
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sifvestre en los polímeros de EcFtsZ, se determinó el efecto de ZipA en la

formación de láminas de estas tres proteínas.

Purificación. Para purificar la proteína ZipA se utilizó esta proteína

fusionada en el extremo amino terminal con un péptido de poli-h¡stidina (6His).

Para el¡m¡nar un pos¡ble efecto de este péptido sobre la funcionalidad de ZipA

se trató con la proteasa tromb¡na, que es específica para cortar este péptido

desde ZipA. En la flgura 18 (carril 1)se observa que la proteína ZipA purificada

mostró una banda correspond¡ente al iamaño molecular de 51 kDa, pues esta

posee una migración anómala, que no equivale a su peso molecular, pero

concuerda con el valor descrito por (RayChaudhuri, 1999). La banda de

proteína se reconoc¡ó por "inmuno blot" con el ant¡cuerpo anti-ZipA (figura 18,

carril 2). En la figura 19 se muestra el cromatograma de los producios de

digestión de His6-ZipA con trombina. Se observan dos picos, el primero

correspondiente a ZipA sin el péptido 6His y el segundo a la proteína no

digerida. Los espectros de dicroísmo circular en el UV lejano (f¡gura 20)

mostraron que la protefna sin poti-histidina tenía un contenido menor de

.siructura secundaria que la proteína no digerida. Por esta razón, se decidió

continuar con los experimeñtos sin eliminar la poli-histidina.

Efecto de ZipA sobre ta polimerización y actividad GTPásica de EcFtsZ

srTvesrre y las mutantes Es3Q y R85Q. con este propósito se hicieron dos

exper¡mentos en paralelo, en uno se siguió la polimerización por dispersión de

luz y en el otro la actividad GTPásica. La f¡gura 21 muestra que al agregar
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Figura 18. SDS-PAGE e "inmuno blof'de ZipA. SDS-PAGE de Ia proteína de la

última etapa de la purificación, teñida con azul de Coomassie, caril 1. "lnmuno

blot" con anticuerpo policlonal anti-Z¡pA, carril 2. Mr, estándar de masa relativa.
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Figura 19. Cromatograma de la elusión de His6-ZipA digerida con trombina

'esde una columna de afinidad de niquel. Hiso-ZipA digerida con tromb¡na se

eluyó desde una columna de niquel con amortiguador sin imidazol (fracciones 1

- 11) y con imidazol 0,5 M (fracciones 12 - 22). Las fracciones se trataron con

fluorescamina y se registró la intensidad de emisión a 475 nm.
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EcFtsZ tipo silvestre a una soluc¡ón que contenía ZipA y GTP, la dispersión de

luz aumentó hasta alcanzar un máximo igual que su control sin ZipA. Una vez

alcanzado el máximo, la d¡spersión de luz aumentó lentamente con una

extensión mayor y la despolimerización se redujo hasta alcanzar una línea base

mayor que tendió a incrementar respecto al control sin Z¡pA. El aumento del

valor de la línea base indicaría la presencia de polímeros de ZipA-EcFtsZ-GDP.

Esto se sustenta en que la activ¡dad GTPásica es prácticamente nula después

de 30 minutos (figura 21 A'). Se observa que la Yeloc¡dad inicial de hidrólisis de

GTP en presencia de ZipA prácticamente no se altera (figura 9). Estos

resultados indican que ZipA estabiliza los polímeros de EcFtsZ tipo silvestre de

manera independiente a la act¡v¡dad GTPásica y es responsable del aumento

de la extensión de la polimerización.

En la figura 21 B se observa que la dispersión de luz de una solución que

contenfa ZipA y GTP, al agregar la mutante E83Q, aumentó dos veces respecto

al valor del control sin ZipA. Con Z¡pA, se observó un aumento en la dispersión

de luz, la extens¡ón de la polimerización se hizo menor y disminuyó hasta

alcanzar un valor mayór que la línea base de su control sin ZipA y continuó

decayendo lentamente. Al comparar el máximo de la polimerización de la

mutante E83Q con la de la tipo silvestre, se observa que la mutante mostrÓ un

mayor aumento en la dispersión de luz en presencia de ZipA (figura 5), lo que

indica que la mutante E83Q favorece la polimerización en presenc¡a de ZipA'

Además, la extensión de polimerización con y sin ZipA es mayor que la de tipo

silvestre, lo que sugiere que los polímeros de la mutante E83Q son más
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estables que la de tipo s¡lvestre. La flgura 21 B' muestra que la actividad

GTPásica no se afecta en presencia de ZipA (figura 9). Al comparar las

velocidades de hidrólisis de la mutante E83Q con la de la tipo silvestre se

observa una disminución aproximadamente a la mitad. Esto explica la mayor

extensión en el estado polimerizado de la mutante. La f¡gura 21 C muestra que

la pequeña dispersión de luz de la mutante R85Q incrementó en dos veces en

presencia de ZipA con respecto a su control. Este, luego de alcanzar un

máximo, d¡sminuyó lentamente tendiendo a l¡egar al valor del control sin ZipA.

La figura 21 C' muestra que ZipA incrementó 2,'l veces la velocidad inicial de

hidrólisis del GTP de la mutante, con respecto a su control sin ZipA (figura 9).

Cabe hacer notar que la actividad de esta última mutante es 5,4 veces menor

que la de la tipo silvestre en ausencia de ZipA. Estos resultados indican que la

pol¡merización en protof¡lamentos corios de la mutante R85Q (figura 7 F) es

responsable de una reducida actividad GTPás¡ca y que ZipA induce la

¡nteracc¡ón longitudinal (formación de sitio de hidrólisis del GTP), pues en su

presencia se incrementa la reducida actividad GTPásica (figura 9) y de

polimerización (fl gura 5).

En la figura 22 se muestra la sedimentación de ZipA en presenc¡a de

polímeros de EcFtsZ típo silvestre y las mutantes E83O y R85Q. Se observa

que ZipA se distr¡buye tanto en la fracción soluble y precipitada. Pero en

presencia de EcFtsZ tipo silvestre o las mutantes, ZipA co-sedimenta con ellas

y se encuentra mayoritariamente en la fracción precipitada. Este resultado
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R85Q

Figura 22. Co-sedimentación de ZipA inducida por EcFtsZ tipo silvestre y las

mutantes EB3Q y RBSQ. El ensayo de polimerización a 30'C en amortiguador

de polimerizac¡ón a 30'C con GTP 1 mM, se incubó 5 minutos con EcFtsZ tipo

silvestre (WT) y las mutantes E83O (E83O) y R85Q (R85O) 12 pM. La reacción

se inició con ZipA 12 ¡;Jv/,, y las muestras se colectaron después de centrifugar

15 min. Las muestras antes (S+P) y después de centrifugar (S, sobrenadante y

P, precipitado) se separaron por SDS-PAGE y las bandas correspondientes a

las proteínas EcFtsZ tipo silvestre y las mutantes se reconocieron con

anticuerpos policlonales para las respectivas proteínas (Materiales y Métodos).
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sugiere que la ZipA interactúa tanto con EcFtsZ tipo s¡lvestre como con las

mutantes.

La morfología de los polÍmeros de EcFtsZ tipo silvestre y de las mutantes

E83Q y R85Q inducidos con ZipA se determinó por microscopía electrónica. En

la figura 23 C y a mayor aumento en la figura 23 D, se observa que ZipA indujo

la formación de una mezcla de filamentos y lám¡nas a partir de los polímeros de

EcFtsZ tipo silvestre inducidos por GTP. El control sin GTP (figura 23 B)

muestra más bien agregados amorfos y ZipA pon GTP no forma polímeros

(figura 23 A). En las muestras tomadas a tiempos más largos de

despolimerización, una vez estabilizada la dispersión de luz, se observaron

agregados amorfos similares al de la figura 23 B. Las láminas de E83Q

inducidas con ZipA son más anchas y menos definidas (figura 23 E). La

mutante R85Q no formó láminas en presencia de ZipA (figura 23 F).

Estos resultados en su conjunto indican que ZipA solo induce la

formación de manojos de polímeros que contienen GTP y que la mutante E83Q

forma láminas más anchas y esiables que los de la proteína silvestre. La

ausencia de polÍmeros de la mutante R85Q no favorece la formación de láminas

y solo produce un pequeño aumento de protofilamento responsable del

aumento de la actividad GTPásica.

oi



ZipA +GTP ZipA + FtsZ WT

Figura 23. Microscopía electrónica de los polímeros de EcFisZ tipo silvestre y

las mutantes E83Q y R85Q en presencia de ZipA. La polimerización a 30'C de

EcFtsZ tipo silvestre (C y D) y las mutantes E83O (E) y R85Q (F), se hizo en

amortiguador de polimerización que contenía GTP 1 mM. (B) control EcFtsZ

silvestre sin GTP. Concentración de proteína 5 pM. Después de 5 m¡nutos de

agregar ZipA 5 ¡rM, se tomaron las muestras (Materiales y Métodos). Barra de

Ias figuras A, B y C, 100 nm. Barra de las figuras D, E y F, 50 nm.

ZipA + GTP + FtsZ WT

FISZ WT FtsZ E83Q FtsZ R85Q
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lll.2. Efecto de las mutaciones E83Q y R85Q de EcFtsZ soóre su

¡nteracc¡ón con ZipA unida a liposomas. La ZipA es una proteina que se une a

la membrana citoplasmática de E. coli por su extremo am¡no terminal y co-

localiza en la m¡tad de las células con el anillo Z. Esto indica que EcFtsZ

interactúa con ZipA en la membrana, lo que no ha sido demostrado. En lll.'l se

demostró que ZipA libre en solución induce las interacciones laterales de

EcFtsZ en solución. Para determinar el efecto de ZipA anclada en una

membrana de lípidos, sobre la interacc¡ón co.n EcFtsZ tipo silvestre y las

mutantes E83O y R85Q en presencia de GTP se h¡zo exper¡mento de

sedimentación y de dispers¡ón de luz en proteoliposomas (ZipA unida a

liposomas).

Con el f¡n de determinar la interacción de ZipA en los proteoliposomas

con EcFtsZ tipo silvestre y las mutantes E83Q y R85Q, se sed¡mentaron los

proteoliposomas en presencia de estas proteínas. Como control se utilizó una

solución con liposomas que se trató de la misma manera. En la f¡gura 24 se

muestra el contenido de ZipA y de EcFtsZ tipo silvestre y las mutantes en los

proteoliposomas (precipitado) y en solución en una condición de no

polimerización al separar lás proteínas por SDS-PAGE. Se observa solo EcFtsZ

tipo silvestre en la solución en presencia de liposomas. En los proteoliposomas,

EcFtsZ tipo silvestre y las mutantes E83Q y R85Q se distribuyeron en el

sobrenadante y en el precip¡tado. También se observa que ZipA en presencia

de EcFtsZ tipo silvestre y la mutante E83Q solo se encontró en el precipitado,
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Fígura 24.lnteracción de EcFtsZ tipo silvestre y las mutantes E83Q y R85Q en

proteoliposomas de ZipA y en una solución de liposomas en una condición de

no polimerizac¡ón. EcFtsZ tipo silvestre (WT) o la mutante E83Q (E83Q) o

R85O (R85O) o sin EcFtsZ C) en amortiguador fosfato pH 7,0 sin GTP se

incubó a 30 "C con liposomas o proteoliposomas de ZipA. Las muestras se

centrifugaron y las proteínas del sobrenadante (S) y del precipitado (P) se

separaron por SDS-PAGE y las bandas se tiñeron con plata.
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sin embargo, en presencia de la mutante R85Q se d¡stribuyó en el

sobrenadante y en el precipitado. Los resultados indican que EcFtsZ tipo

silvestre y las mutantes E83Q y R85Q interactúan con ZipA de los

proteoliposomas en una condición en donde la interacción entre EcFtsZ se

encuentra desfavorecida. En la figura 25 A se observa que en amortiguador de

polimerización con y sin GTP en presenc¡a de liposomas, EcFtsZ tipo silvestre

solo se encuentra en el sobrenadante. Sin embargo, en presencia de los

proteoliposomas, con y sin GTP, EcFtsZ t¡po silvestre se d¡stribuye tanto en el

sobrenadante como en el precipitado (figura 25 B). La d¡stribución de las

mutantes E83Q y R85Q en los liposomas, con y sin GTP, muestra que las

mutantes se encuentran mayoritariamente en el sobrenadante, donde se

visualiza una intensidad de la banda de EcFtsZ similar al de la muestra antes de

centrifugar (SP), y una fracción menor en el precipitado (figura 25 A). En

presencia de los proteoliposomas, con y sin GTP, ambas mutantes se

distribuyen en el sobrenadante y en el precipitado. Además, se observa que

para las tres proteínas ensayadas la presencia o ausencia de GTP no altera la

co-sedimentación de EcFtsZ con los proteoliposomas. Como control de la

presencia de ZipA en los pioteoliposomas se observa la banda de esta proteína

en todos los precipitados para todas las EcFtsZ ensayadas en presencia y

ausencia de GTP (figura 25 C). Los resultados en su conjunto indican que ZipA

en los proteoliposomas interactúa con EcFtsZ tipo silvestre y las mutantes

E83Q y R85Q y que esta unión es independiente del estado de polimerización

de EcFtsZ.
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Figura 25. lnteracción de EcFtsZ tipo silvestre y las mutantes E83Q y R85Q en

proteoliposomas de ZipA y en una solución de liposomas. EcFtsZ tipo silvestre

(WT) o la mutante E83O (E83O) o R85Q (R85Q) en el amortiguador de

pol¡mer¡zación a pH 6,5 se incubó a 30'C con liposomas (A) o proteoliposomas

de ZipA (B y C) Las muestras (SP) se centrifugaron y las proteínas del

sobrenadanie (S) y del precipitado (P) se separaron por SDS-PAGE y las

bandas se t¡ñeron con plata (A y B) o se detectaron por ¡nmunoblot con

anticuerpo policlonal anti-ZipA (C). Los signos "+" o "-" a la derecha de SP, S y

P, indican la presencia o ausenc¡a de GTP 2 mM, respectivamente.
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Se demostró que ZipA interactúa con cada una de las tres EcFtsZ en

solución y en proteo¡iposomas. En solución el efecto de ZipA sobre el

incremento de la polimerización de EcFtsZ mutantes E83Q y R85Q se hizo

mayor que el de tipo silvestre (f¡gura 5). Con el propósito de determinar el efecto

de ZipA de los proteoliposomas sobre la polimerización de EcFtsZ tipo silvestre

y las mutantes E83Q y R85Q se hicieron ensayos de dispersión de luz. En la

tabla 4 se observa que para EcFtsZ tipo silvestre y las mutantes, el incremento

de la dispersión de luz en presencia de los proteoliposomas es menor que el

incremento de dispersión de luz en presencia de los liposomas. Esto indica que

la cantidad de los polímeros libres en solución (no adheridas sobre los

proteoliposomas) disminuye en presencia de proteol¡posomas. Al comparar los

incrementos de dispersión de luz enire liposomas y solución (Aliposomas), la

razón entre ambos son menores que la unidad para las tres proteínas. Por esta

razón se utilizó estos valores (Aliposomas) como control para evaluar el efecto

de ZipA de los proteoliposomas. El incremento de dispersión de luz de las

mutantes en presencia de los proteoliposomas es menor que el de la EcFtsZ

tipo silvestre, lo que'indica que la interacción de las mutantes en los

proteoliposomas es más favorable que la de EcFtsZ tipo silvestre. Este

resultado sugiere que las mutantes polimerizan adheridas a los proteoliposomas.
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Tabla 4. lnfluencia de los proteoliposomas y liposomas sobre la dispersión de

luz de polímeros en solución de EcFtsZ tipo silvestre y las mutantes E83O y

R85Q inducidos por ZipA.

y el máximo de dispersión de luz al agregar

EcFtsZ tipo s¡¡vestre o las mutantes E83Q o R85Q a una solución que contiene

GTP 1 mM y proteoliposomas o liposomas.

bAproteoliposomas/aliposomas.

"al¡posomas/^solución, no se incluye el valor de a solución.

alncremento de dispersión de luz de la polimerización

EcFtsZ A Proteoliposomas A Liposomas

WT 146 (0,6b) 230 (0,8")

E83Q 58 (0,2b) 286 (0,5c)

R850 22 Q,2b) r 30 (0,6c)

entre la línea base v el máximo de rsión de luz al

68



lll.3. Efecto de las mutac¡ones E83Q y R85Q de EcFtsZ sobre la

localización de ZipA en la célula. La localización de ZipA en el sitio de la división

celular depende de la presencia del anillo Z y se piensa que la interacción del

dominio carboxilo de la EcFtsZ con el dominio FBP de la ZipA confiere

estabilidad al anillo Z y lo ancla a la membrana (Erickson, 2001). Las

mutaciones E83Q y R85Q se encuentran sobre la superficie del dominio amino,

en el lado opuesto se encuentra la superficie de interacción con.la ZipA, por lo

cual es poco probable que se inierfieran. Se demostró que,, v/ro la mutante

E83Q forma láminas inducidas por la ZipA mientras que la mutante R85Q no las

forma debido a la baja cantidad de protof¡lamentos y dobles fllamentos. /n vrVo

ambas mutantes se localizan en la m¡tad de la célula con un patrón de

distr¡bución diferente (capítulo ll). Estos resultados indican que ZipA se

reclutaría en forma proporcional a la cantidad de EcFtsZ que se encuentra en la

mitad de la célula, así una mutación que altera la formación del anillo debiera

disminuir la cantidad de ZipA reclutada en la mitad de la célula. Para demostrar

esta hipótesis se determinó la localización de ZipA en células VlP2lpLAR9

complementadas con EcFtsZ tipo silvestre y las mutantes E83Q y R85Q.

En la figura 26 se otiserva que ZipA cromosomal se expresa en todas las

cepas ensayadas. En la figura 27 a, b c y d, se observa que a 30 "C, en las

células que expresan EcFtsZ tipo silvestre, las mutantes E83Q y R85Q y el

control sin complementar, Z¡pA se local¡zó en la m¡tad de la célula. A 42 'C, las

células VlP2lpLAR9 sin complementar muestran que ZipA se localizó en varios

69



Figura 26. Efecto de la complementación con EcFtsZ tipo silvestre y las

mutantes sobre la expresión de ZipA en células VlP2lpLAR9 crecidas a 30 'C y

a 42"C. "lnmuno blot" de las proteínas totales, separadas por SDS-PAGE,

proven¡entes de las cepas crecidas a 30 'C y a 42 "C. Las cepas se ind¡can en

la parte superior de la figura. Carril M, marcador de masa molecular relativa

cuyos valores se indican a la izquierda. MCl061 , cepa parental de

VlP2lpLAR9; Vip2/C), cepa VlP2lpLAR9 que contiene el plásmido, pLAR9,

termo-sensible a 42 "C, Vip2/WT, Vip2/EQ y Vip2/RQ, corresponden a la cepa

VlP2/pLAR9 complementada con la EcFtsZ tlpo silvestre y las mutantes E83Q y

R85Q, respectivamente.
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30 "c 42"C

Figuta 27. Localización de ZipA en las células V|P2/pLAR9 que expresan

EcFtsZ tipo silvestre o las mutantes E83Q o R85Q. Localización de ZipA en las

élulas VlP2lpLAR9 sin complementar (b y f). En células complementadas con

EcFtsZ tipo silvestre (a y e), con las mutantes E83Q (c y g) y R85Q (d y h).

Estas élulas se crecieron a 30 'C (columna izquierda) o a 42 'C (columna

derecha) y la proteína ZipA se visualizó por inmunofluorescencia con el primer

anticuerpo policlonal anti-ZipA y un anticuerpo secundario conjugado con Alexa

488 (verde).
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puntos (figura 27 Í). La expresión de EcFtsZ t¡po silvestre, localizó a ZipA en la

mitad de la célula, de manera similar a lo observado a 30 "C. Este resultado

conf¡rmó que la localizacíón de ZipA es dependiente de la presencia de EcFtsZ.

Las células complementadas con la mutante E83e a 42 .C, mostraron que ZipA

se localiza en la mitad de manera similar a las células que expresan la proteína

tipo s¡lvestre (figuta 27 g). Sin embargo, ta complementación con la mutante

R85Q a 42'C, disminuyó el número de células con ZipA localizada en la mitad

de las células, figura 27 h.

En la tabla 3 se muestran los valores de la localización relativa de ZipA

en la mitad de la célula que expresan EcFtsZ tipo s¡lvestre y las mutantes Eg3e

y R854. Las células que expresan EcFtsZ tipo silvestre mostraron un valor de

0,73 (100 %), las células que expresan la mutante E83e un valor de 0,72

(99 %) y las que expresan la mutante R85Q un valor de 0,33 (45 %). Esto indica

que el anillo Z formado por la R85Q es ineficiente para tocalizar la ZipA en la

m¡tad de la célula, lugar de septación celular.

En la figura 28 se muestra el patrón de distribución de ZipA a 30 'C y a

42'C, cuando las células se complementan con EcFtsZ tipo silvestre y las

mutantes E83O y R85Q.' A 30 "C, en todos los casos se observó una

distribución similar en la mitad de la célula que aumentó cerca de los extremos

en el control (-) y en las mutantes. A 42 "C, en el control sin complementar, no

se observó una localización preferencial de ZipA. Estas células al ser

complementadas con la EcFtsZ tipo silvestre mostraron una localización
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Figura 28. Distribución de ZipA a lo largo del eje longitudinal de la célula. En las

imágenes de las células que se muestran en la figura 21 se lrazó un vector

entre los polos de Ia célula y se registró la intensidad de señal de fluorescencia

en el vector mediante el programa lmageJ. El largo celular se normal¡zó entre

los valores 0 y 1 mediante un programa desarrollado en nuestro laboratorio. La

intensidad normal¡zada para cada una de las cepas se graficó versus el largo

celular normalizado.
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preferente de la ZipA en la mitad de la célula. La expresión de la muiante E83Q,

no modificó el patrón de localización observado a 30'C. En células que

expresan la mutante R85Q, la ZipA se localizó en la mitad de la célula y decayó

hacia ambos extremos. En élulas crecidas a 42'C al comparar la distribución

de ZipA con la de EcFtsZ tipo silvestre y la de las mutantes E83Q y R85Q se

observa un patrón similar (figura 17 y 28). Esto indica que la ubicación de ZipA

depende de la localización de EcFtsZ tipo silvestre y de las mutantes, lo que

sugiere una interacción entre ambas proteínas ,n vtvo.
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DISCUSIÓN

En esta tesis se utilizó EcFtsZ con las mutaciones puntuales, E83Q y

R85Q en la hélice H3 de la superficie lateral, para determinar la importancia de

esta superficie sobre Ia localización de EcFtsZ en la mítad de la célula, la

formación y la función del anillo Z. Se demostró que la localización de EcFtsZ

en la mitad de la célula no se afecta por las mutaciones laterales E83Q y R85Q

(flgura 3) aunque rn y,Iro, su polimer¡zac¡ón se encuentra desfavorecida (figura

5). La interacción de ZipA con la mutante E83Q o con la R85Q produjo un

aumento de la polimerización de las proteínas mutantes mayor que el producido

en EcFtsZ tipo s¡lvestre por ZipA (figura 5). En presencia de ZipA o calcio, se

observó una mayor polimerización y estabil¡dad de los polímeros de la mutante

E83Q respecto a los de tipo silvestre y tuvo un efecto mucho menor sobre la

polimerización de R85Q (figura 4 y figura 21 A, B y C) ln vivo, EcFtsZ tipo

silvestre y las mutantes E83Q y R85Q mostraron un patrón de diskibución

celuar diferente entre ellas y ZipA siguió e¡ mismo patrón de distribución de

:ada proteína (figura 1i y 28). Estos resultados sugieren que la estabilización

de los polímeros de la mutante E83Q y la escasa polimerización de la mutante

R85Q afectan la dinámica de polimerización propia de la función del anillo Z.

Efecto de las mutaciones E83Q y R85Q de EcFtsZ sobre la

polimerización en láminas. La figura 29 muestra que una molécula de EcFtsZ en
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hidrolisis

de GTP

Í

Figura 29. Modelo para explicar el efecto de las mutaciones E83Q y R85Q de

EcFtsZ sobre la formación de láminas. Monómeros de EcFtsZ-GTP (T) se

polimerizan en protofilamentos cortos por ¡nteracc¡ones longitudinales, reacción

l. A estos protofilamentos se unen monómeros de EcFtsZ en la superficie

lateral (interacción lateral '1) paia formar el núcleo de los dobles filamentos' los

.-uales crecen longitudinalmenie de manera cooperativa, reacción 2. Los

fllamentos dobles se asocian por interacciÓn laterales (interacción lateral 2) para

formar láminas, que se favorecen con ZipA o calcio, reacción 3. En todos los

polÍmeros ocurre hidrólisis de GTP, lo que induce la despolimerización para

producir monómeros de EcFtsZ-GDP (D), reacción 4. La interacción entre

EcFtsZ-GDP (D) y ZipA produce agregados, reacción 5. El GDP unido a EcFtsZ

se intercambia por GTP, reacción 6. La mutación R85Q inhibe y la E83Q

favorece la reacción 2.
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presencia de GTP interactúa longitudinalmente para producir los

protofilamentos. A estos protofilamentos se unen monómeros de EcFtsZ en la

superficie lateral (interacción N-N) para formar el núcleo de los dobles

filamentos, los cuales crecen longitudinalmente de manera cooperat¡va. Los

filamentos dobles se asocian por interacción laterales (interacción C-C) para

formar láminas. Esta interacción se favorece en presencia de calcio o ZipA

(González y et a|.,.2003). En este proceso de formación de láminas existen

varias etapas en donde la polimerización de las láminas se podría afectar. Las

mutaciones EB3Q y R85a tendrÍan un efecto en la interacción lateral N-N. La

mutac¡ón EB3Q favorecería esta ¡nteracc¡ón lo cual hace que la reacción se

desvÍe hacia la formación de los filamentos dobles (pues forma polímeros

compuestos por 2 o más protofilamentos más estables, figura 4 y 7), esto a su

vez favorecería la formación de las láminas en presencia de ZipA o calcio

(figura 5). Al contrario, la mutación R85Q desfavorecería la formación de

filamentos dobles, acumulándose los protofilamentos cortos (pues presenta una

actividad GTPásica pero reducida, figura 9, y forma escasos polímeros cortos,

figura 5 y 7) Pot esto, ZipA o calcio no tendría efecto sobre la inducción de

láminas a través de la ¡nterácción lateral C-C.

Modelo molecular de las interacciones laterales entre monómeros de

EcFtsZ para la formación de los f¡lamentos dobles. Con el propósito de explicar

las interacciones laterales a nivel molecular, se discutirá cómo las mutaciones

en las superficies laterales se ajustan a los modelos disponibles de formación
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de filamentos dobles (Beuria et a|.,2006; Lowe y Amos, 1999). En la tabla 5 se

observa que las mutaciones de aminoácidos cargados, D86K, E2384 y E2504,

afectan la capacidad para formar las láminas y resultados experimentales de

polimerización de EcFtsZ en presencia sales, sugieren que esta interacción

sería de carácter hidrofóbico (Beuria ef al., 2003: Yu y Margolin, f 998).

Predicciones in silico, de las interacciones laterales (interacc¡ones NC o

interacc¡ones entre las superficies izquierda y derecha) de EcFtsZ, para la

interacción entre dos protof¡lamentos, muestran zonas hidrofóbicas y cargadas,

donde los aminoácidos R78, R85, D82 y R89 de la superficie izquierda y el

aminoácido E152 de la superficie derecha son importantes para la interacción

lateral de EcFtsZ (Garcés, 2007). Para explicar el efecto de las mutaciones

E83O y R85Q describiremos las interacc¡ones laterales de acuerdo a los dos

modelos antes mencionados.

Los dobles fllamentos, "thick filament", postulados por Lowe y Amos

(1999), se estabil¡zan por la interacción lateral entre las superflcies del dominio

amino de dos protofilmentos paralelos (interacción NN). En los protofilamentos

dobles de Beuria, T. y ef a/. (2006), la interacción lateral se produce entre la

superficie del dominio amino y la del carboxilo entre protofllamentos paralelos

(interacción N-C). En la superflcie lateral derecha (dominio carboxilo), la

sustitución de aminoácidos ácidos, E238 y E250, por la alan¡na, induce solo

protofilamentos (tabla 5), lo que indica que estos am¡noácidos estabilizan la

interacción lateral enhe protof¡lamentos. En el modelo de formación de láminas
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Tabla 5. Resumen de las propiedades de EcFtsZ con mutaciones puntuales

localizadas en la superf¡cie lateral del dominio carboxilo o amino.

"Ubicación de la mutación sobre la estructura secundaria de EcFtsZ.

bTipo de polímeros que forma EcFtsZ en amortiguador de polimerización. P,

polímero de varios protofilamentos asociados y PF, protofilamento.

"Funcionalidad in vivo de las EcFtsZ, (+) complementa y (-) no complementa a

una cepa mutante en frsZ.

dLocalización en la mitad de la célula. (+) local¡za y ND, no determinado.
eReferencia bibliográfica.

Mutación "Ubicac.
oPolím. "Comp.

oLocal. "Referencia

WT P + +
(Redick el al, 2005; Rueda ef

al, 2003) Esta tesis

D86K H3 2PF ND (Lu ef a/., 2001)

E83Q H3 P + Esta tesis

R85Q H3 PF y 2PF + Esta tesis

E2384 H9 PF ND (Lu ef a¿, 2001)'

E25OA H9-S9 PF ND (Lu ef a/., 2001)
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de Lowe y Amos (1999) estos aminoácidos participarían en la interacción lateral

entre los filamentos dobles que ocurre a través de la superf¡cie del dominio

carbox¡lo de EcFtsZ. Sin embargo, esto no explica la ausenc¡a de los dobles

filamentos, pues las mutaciones E238A y E250A no afectan la superf¡c¡e lateral

izquierda, importante para la formación de dobles filamentos. Este análisis de la

información existente en su conjunto no favorece ninguno de los dos modelos

de formación de láminas mencionados (Beuria ef a/., 2006; Lowe y Amos, '1999)

Por lo que usaremos ambos modelos para explicar cómo participarían los

aminoácidos E83 y R85, en la interacción lateral para la formación de los dobles

f¡lamentos.

Consideremos primero et modelo de Lowe y Amos (Lowe y Amos, 1999).

En la figura 30 se muestran los aminoácidos de la hélice H3 localizados en la

interfase de la inieracción lateral del dímero de EcFtsZ planteado por Lowe y

Amos. En esta interfase, el glutamato 83 y la arginina 85 de un monÓmero, se

encuentran enfrentados con otros aminoácidos cargados a una distancia menor

a 5 A del siguiente monómero con los que interactuarían lateralmente. Así, se

enfrentan E83 con E1'18 y R85 con E1 18 y E152. Esto hace pensar que en

EcFtsZ tipo silvestre, se produciria una repulsión entre EB3 y E1 18, que al

eliminar Ia carga negativa del E83, favorecerÍa la interacción lateral para formar

los dobles filamentos. De manera opuesta, la arginina 85 podría formar un
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Figura 30. Aminoácidos de la hélice H3 en la interfase de interacción lateral de

dos monómeros de EcFtsZ. lnterfase de interacción lateral a través de las

hélices H3 entre las superficies del dominio amino del modelo de formación de

filamentos dobles (Lowe y Amos, 1999). En verde se muestra la H3 de un

monómero de EcFtsZ de un protofilamento y en azul del monómero ubicado en

el protofilamento adyacente. Los aminoácidos mutados en esta tes¡s, E83 y R85

se muestran en rojo y en azul, respectivamente. Los aminoácidos que se

encuentran a 5 A de distancia de la cadena lateral de E83 y R85 se señalan con

flechas y nomenclatura correspondiente (Garcés, A., 2007)
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puente salino con el glutamato 1 18 o el glutamato 152 en la proteína tipo

silvestre, que se anularía con la mutación RBSQ y debilltaría la interacción

lateral para formar los filamentos dobles. El segundo modeto planteado por

predicción ¡n s¡l¡co de la interacción lateral de EcFtsZ sería una asociación

paralela entre la superficie del dominio amino (izquierda) de un protofilamento

con la superflcie del dominio carboxilo (derecha) del otro (Beuria ef al.,20OQ

Garcés, 2007). En este modelo se observa que entre los aminoácidos de la

superficie izquierda que participarían está la arginina 85, lo que hace suponer

que la sustituc¡ón de este aminoácido por g¡utam¡na, desfavorecería la

interacción entre las superficies del carboxilo de un protofilamento y del amino

de otro profofilamento. El modelo también muestra que el glutamato 83 no

participaría en una unión de tipo electrostática, por lo tanto, dependlendo del

aminoácido que enfrenta podría producir una repulsión si el aminoácido es de

carga negativa o se inocuo si es neutra. Los resultados de polimerización

indican que podría haber una repulsión, pues al eliminar la carga negativa se

favorece la interacc¡ón lateral.

Efecto de la localización de las mutantes soáre /a viabilidad celular. La

localización de EcFtsZ en la mitad de la célula se afecta con mutac¡ones en la

interfase de interacción longitudinal de EcFtsZ, que alteran la formación de

protofilamentos y la hidrólisis de GTP, e inducen la filamentación de las células

reduc¡endo la viabilidad celular (Addinall et al., 1996; Addinall et al., 1997:

Michie el al., 2006; Redick el a/., 2005; Str¡cker y Er¡ckson, 2003). Esto remarca
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la importancia de los protofilamentos en la función del anillo Z. La interfase de

interacción lateral se encuentra pobremente caracterizada, por lo que se

desconoce la importancia de la superficie lateral de EcFtsZ en la formaciÓn y la

función del anillo Z. Sin embargo, al hacer un cálculo para determinar cuantos

anillos de protofilamentos podrian formarse con la concentración de la proteína

intracelular, considerando el perlmetro transversal de la célula y que el número

de moléculas de EcFtsZ (entre 4000 (Rueda e¿ a/., 2003) y 15000 (Stricker, L. y

Erickson, H., 1998)), resulta que el anillo Z estaría formado por al menos seis

anillos de protof¡lamentos, con 6000 moléculas (Gonzalez et al., 2003). Tamblén

se ha planteado la posibilidad que el anillo Z esté formado por decenas de

pequeños protofilamentos (Gonzalez et al., 20Q3; Str¡cker ef a¿, 2002). Si se

considera cualquiera de estos modelos y la formación de láminas de EcFtsZ rn

v¡tro, se deduce que el anillo Z estaría formado de polímeros estabilizados

mediante Interacciones longitudinales y laterales. Otras mutantes laterales en

EcFtsZ (tabla 5), al igual que EB3Q y R85Q, afectan la formación de láminas rn

vitro y no complementan a una cepa de E. coli que contiene una mutación en

EcFtsZ. Aunque solo en esta tesis se observó que la mutante E83Q y la R85Q

se localizaron en la mitad'de la célula (figura '17 y tabla 3), podemos deducir

que las interacc¡ones laterales son importantes.

Con el propósito de determinar una relación entre la formación del an¡¡lo

Z y las propiedades funcionales in vitro de EcFtsZ, se caracterizó EcFtsZ

fus¡onada a la proteína fluorescente EYFP. EcFtsZ fusionada a la proteína

fluorescente EYFP mostró una viabilidad celular similar a las células carentes
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de EcFtsZ (figura 14), e in vitro mostró una inestabilidad de los polímeros

inducidos con GTP (figura l2). Por lo tanto, estos resultados no son suf¡cientes

para explicar su efecto sobre la viabilidad celular al igual que las otras mutantes

laterales de la tabla 5. Por esto consideramos necesario conocer la localización

de EcFtsZ en la célula en conjunto con las propiedades funcionales rn vffro.

Al analizar los resultados in vitro e in vivo de las mutantes se sugiere que

en el caso.de la mutante E83Q, el patrón de distribución concentrado en la

mitad de la célula y sus propiedades func¡onales in vitro, indicarían que esta

mutante se recluta como polímeros en la mitad de la célula, en cuyo caso se

forma el anillo Z. El patrón de distribución más b¡en expandido de la mutante

R85Q y sus propiedades funcionales in vitro, indicaría que no se forma un

polímero en la mitad de la célula. De acuerdo con los resultados rn vdro de

polimerización en solución y en proteoliposomas, postulamos que la mutante

E83Q se recluta en la mitad de la célula como polímeros, pues polimeriza en

presencia de GTP y ZipA induce la formación de láminas. De manera contrar¡a,

la mutante R85Q podrÍa reclutarse principalmente por e¡ sistema MinCDE, pues

in vitro su polimerización está desfavorecida y aumenta levemente en presencia

de ZipA. Estos planteamieritos se sustentan por lo sigu¡ente

Polimerización de EcFtsZ en láminas. ln v¡tro, en presencia de GTP, a

diferencia de la mutante R85Q, solo la mutante E83Q polimerizó (figura 4). La

disminución en la dispersión de luz de la mutante E83Q con respecto a la tipo

silvestre sugiere que la interacción entre e¡las se encuentra debilitada por lo que
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su concentración crítica de formación de polímeros es mayor a la de tipo

silvestre (Shin, 2OO3), pero que estos polímeros son más estables que los de

tipo silvestre (figura 4). Al inducir la polimerización con calcio, la mutación E83Q

favoreció la formación y la estabilidad de láminas con respecto las de tipo

s¡lvestre y la mutación R85Q inhibió la polimerización (figura 6). ZipA aumentó

aproximadamente en 30 % la polimerización de la mutante E83Q y disminuyó

en 2OO Yo la. polimerización de la mutante R85Q, respecto a la tipo silvestre

(figura 5, EcFtsZ + ZipA 12 ¡rM).

Formación det anillo Z. Los resultados de interacción entre EcFtsZ y ZipA

en soluc¡ón se complementaron con los ensayos de interacción entre ambas

proteínas en proteoliposomas y la localización de ZipA en las células. Las

mutaciones Effia y R85a de EcFtsZ no impidieron la interacción con ZipA en

proteoliposomas (figura 24) y la similitud de patrón de distribución entre ZipA y

EcFtsZ en las células sugieren que ambas proteínas interactúan in vivo (figura

17 y 28). Aunque las mutaciones E83Q y R85Q no afectaron la localización de

estas proteínas en la mitad de la célula (flgura 3), los resultados del patrÓn de

d¡stribución de las mutanies en la célula (f¡gura 17) en conjunto con los

resultados in vitro de polimerización y actividad GTPásica (figura 5 y 9) hacen

suponer que la banda de la mutante E83Q podría estar compuesta por

polímeros y la de la mutante R85Q por polímeros más pequeños o más bien

oligómeros.



Funcionalidad del anillo Z. Para la funcionalidad del anillo Z es necesaria

una dinámica rápida de recambio de subunidades de EcFtsZ, del citoplasma y

del anillo Z, que está determinada por la actividad GTPásica de la proieÍna y el

intercambio de GDP y GTP de los polímeros. Una disminución al 10 % de la

actividad GTPásica reduce en nueve veces (0,1 %) el recambio de subunidades

de EcFtsZ, (Stricker et al., 2002). Si se supone una relación lineal entre la

actividad GTPásica y el recambio de subunidades de EcFtsZ y considerando

que la mutante E83Q polimeriz a in vivo, el recambio se reduciría en dos veces,

teniendo en cuenta que posee el 59 % de actividad GTPásica con respecto a la

t¡po silvestre (se deduce de la figura 9). De allí que los polímeros de la mutante

E83Q que se localizan en la mitad de las células serÍan dos veces más estables

que los de la tipo silvestre, hecho que se confirma por los resultados de

estabilidad ¡n v¡tro de los polímeros de esia mutante (figura 4) que muestran un

periodo de estabilidad dos veces el de la t¡po silvestre. La estab¡lidad de la

mutante E83Q no se alteraría en presencia de ZipA, pues esta proteína no

afectó la actividad GTPásica de EcFtsZ tipo silvestre y la mutante E83O. El

aumento en 2,1 veces de la actividad GTPásica de la mutante RBSQ (figura 9)'

en presencia de ZipA, indica un incremento en la ¡nteracc¡ón longitudinal, lo que

hace suponer que R85Q forma pequeños polímeros u oligómeros en su lugar

de localización (figura 17).

Una inhibición de la actividad GTPásica, debido a la inducción de

interacciones laterales para formar polímeros estables o a la formación de

protof¡lamentos inestables, inducen la muerte celular (Margalit et al., 2004). Lo
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que sugiere que la dinámica de polimerización de EcFtsZ es fundamental para

el funcionamiento del anillo Z. La dinámica de polimerización de la mutante

E83Q favorece la estabilidad de los polímeros, pues la actividad GTPásica es

un 41 % menor que la de tipo silvestre, disminuyendo el recambio de

subunidades del polímero. La polimerización de la mutante R85Q está

desfavorecida, por lo que disminuye el número de interacciones longitudinales,

responsables de la actividad GTPásica (figura 9), así la formación de polÍmeros

funcionales dentro de las células está desfavorecida.

En la mayoría de los casos la alteración en alguna de las proteínas del

divisoma origina células filamentosas, lo que indica que la septación celular se

encuentra impedida pero la bacteria sigue sintetizando mureína y así la célula

sigue elongando (de Pedro et al., 1997; de Pedro et al., 2002: Pichoff y

Lutkenhaus, 2OO2). La expresión de las mutantes E83Q o R85Q no formó

células filamentosas (tabla 2), por lo que debería haber una menor velocidad de

elongación con respecto a la de septación. Esto se explica por una alteración en

el reclutamiento de las proteÍnas de síntesis de mureína, que la etapa tardía de

formación del divisoma que depende de la formación del protoanillo (Rico,

2006). Por esta razón seríá interesante explorar la localización de una proteína

de la fábrica de peptidoglicanos como Ftsl. También serÍa interesante conocer

el efecto de las mutantes laterates de la tabla 5 sobre la morfología celular, su

localización y reclutamiento de otras proteínas del divisoma, ya que dos de las

mutantes laterales se localizan en la superficie contraria (derecha) a las

mutaciones E83Q y R85Q (izquierda). Lo que complementarÍa con los
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resultados de esta tesis para comprender mejor la dinámica de polimerización

de EcFtsZ con la función del anillo Z y su consecuencia en la división celular.
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Conclusiones

La sustitución de la arginina 85 por la glutamina impide las interacciones

longitudinales y laterales de EcFtsZ.

La sustitución del glutamato 83 por la glutamina favorece las

interacciones laterales de EcFtsZ.

La localización de EcFtsZ no se afecta por la estabilidad de los polÍmeros

de EcFtsZ.

Una d¡sm¡nuc¡ón en la polimerización de EcFtsZ disminuye el

reclutamiento de ZipA en la mitad de la célula,

Un aumento o disminución de la estabilidad de los polímeros de EcFtsZ

afecta la funcionalidad del anillo Z, lo cual disminuye la viabilidad celular.
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