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Resumen

FtsZ y ZipA son proteinas que forman parte del divisoma de Escherichia coli,
complejo proteico que se forma en el sitio de la divisién celular. La maduracién
del divisoma requiere del ensamblaje del proto-anillo, compuesto por el anillo Z,
ZipA y FtsA, seguido del reclutamiento de al menos 9 proteinas, la mayoria de
ellas relacionadas con la sintesis de mureina. Se piensa que el anillo Z esta
compuesto por varios polimeros de EcFtsZ y que se ancla a la membrana
citoplasmatica por ZipA. In vitro, EcFtsZ, en presencia de GTP, polimeriza en
protofilamentos y filamentos dobles que se estabilizan por interacciones
longitudinales y laterales. Se postulan dos modelos para explicar como ocurririan
las interacciones laterales. Primero, la superficie del dominio amino de dos
protofilamentos interactuaria paralelamente para formar los filamentos dobles, y
estos, a su vez, se asociarian en forma antiparalela a través de las superficie del
dominio carboxilo para formar las laminas. Segundo, la prediccién in silico
plantea una interaccion paralela entre las superficies del dominio amino de un
protofilamento y la del dominio carboxilo de otro, para formar las laminas. La
ausencia de un unico 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 formacion y la dinamica del! anillo Z. En esta
tesis se utilizé EcFtsZ con las mutaciones puntuales E83Q y R85Q localizadas

en la hélice H3 de la superficie lateral del dominio amino, como herramienta para
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comprender la formacion y la funcién del anillo Z. La complementacion de
EcFtsZ con sustituciones del glutamato 83 por glutamina o la arginina 85 por
glutamina en cepa de E. coli que no contiene el gen de ftsZ cromosomal redujo
la viabilidad celular. /n vivo, la EcFtsZ tipo silvestre y las mutantes E83Q y R85Q
fusionadas a la proteina fluorescente EYFP no complementaron a una cepa
carente de ftsZ. Por lo tanto, la visualizacién de EcFtsZ tipo silvestre y las
mutantes sin EYFP se hizo por inmunofluorescencia. La localizacion de EcFtsZ
en la mitad de la célula no se afecté por las nﬁdtaciones E83Q o R85Q. Tanto
EcFtsZ tipo silvestre como las mutantes reclutaron a ZipA con un patrén de
localizacién similar a su propio patrén. En proteoliposomas de ZipA la interaccién
con EcFtsZ tipo silvestre y con las mutantes EB3Q o R85Q no se afectd. Estos
resultados confirman que EcFtsZ interactia con ZipA in vivo y los aminoacidos
E83 y R85 no son fundamentales para la localizacién de EcFtsZ en la mitad de
las células. /n vitro, la mutacién E83Q incrementé en dos veces la estabilidad de
los polimeros con respecto a los de tipo silvestre, y la mutacién R85Q anulé la
capacidad de polimerizar. La actividad GTPasica de la mutante E83Q y R85Q se
redujo en 41 % y en 83 % con respecto a la de tipo silvestre, respectivamente.
Estos resultados sugieren que las mutaciones E83Q y R85Q disminuyen la
dinamica de polimerizacién de EcFtsZ. La adicién de calcio y de ZipA aumenté la
polimerizacion de EcFtsZ tipo silvestre en 400 % y 10 %, respectivamente, y de
la proteina mutante E83Q en 730 % y 100 %, respectivamente. Sin embargo, no
se indujo la polimerizacion de la mutante R85Q con calcio y con ZipA se duplicé.

Estos resultados sugieren que la arginina 85 participa en las interacciones
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laterales y que estas podrian estar reguladas por repulsién de cargas. Por esto,
al eliminar la carga negativa del glutamato 83 (i.e.,, mutacion E83Q) se
estabilizan los polimeros de EcFtsZ afectando la dinamica necesaria para el

correcto funcionamiento del anillo Z.
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Abstract

FtsZ and ZipA are proteins that form part of the divisome of Escherichia coli, the
protein complex that forms at the site of cellular division. Divisome maturation
requires assembly of the proto-ring 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. It is believed that the Z lrilng is composed of multiple EcFtsZ
polymers, anchored to the cytoplasmic membrane b'y ZipA. In vitro, and in the
presence of GTP, EcFtsZ polymerizes into protofilaments and double filaments
that are stabilized by longitudinal and lateral interactions. Two models were
advanced to explain how the lateral interactions occur. The first states that the
surfaces of the amino domain of two protofilaments interact in parallel to form
double filaments, which are known as “the thick filament”. In 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 available evidence for their role in assembly of the Z
ring, have kept hidden the formation mechanism and dynamics of the Z ring. In
this dissertation, EcFtsZ with point mutations E83Q and R85Q localized in the H3

helix of the amino 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. /In vivo the expression of wild type and mutated EcFtsZ
fused to the fluorescent protein EYFP blocked the cellular division and did not
complement a strain lacking ftsZ. 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. Wild
type and mutated EcFtsZ recruited ZipA in a localization pattern similar to their
”own. The interaction between ZipA and wild type and the mutants was not
affected at the ZipA proteoliposomes. These results 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. In vilro EB3Q mutation
increased the stability of the polymers twofold with respect to wild type, while the
R85Q mutation inhibited polymerization. In 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 wild type by 400 and 10 %, respectively, and that of the
E83Q mutant by 700 and 100 %, respectively. However, polymerization of R85Q
mutant was not induced by calcium, while it was increased two times with ZipA.
These results suggest that arginine 85 takes part in the lateral interactions, which
could be regulated by charge repulsion. Therefore, when the negative charge of

the glutamate 83 is eliminated (i.e., mutation E83Q), the EcFtsZ polymers
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stabilize, affecting, in turns, the dynamics needed for the correct functioning of

the Z ring.

Xix



Introduccion

La division celular es un proceso esencial para la perpetuaciéon de todos
los organismos vivos. La divisién de E. coli, se produce por la formacién de un
complejo proteico, llamado divisoma en la mitad de la célula, constituyendo el
sitio donde ocurrird la septacién celular. EI ensamblaje del divisoma se inicia
con la formacién del anillo Z (polimero de EcFtsZ), que se ancla a la cara
interna de la membrana citoplasmatica por medio de las proteinas 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
proteinas del divisoma relacionadas con la sintesis Qe la mureina (figura 1 A, B
y C) (Addinall et al., 1997, Hale y de Boer, 2002; Weiss et al., 1999).

EcFtsZ (FtsZ de E. coli) es homdloga 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 divisién celular y es
la més abundante entré Ia_s_ proteinas que componen el divisoma (Rueda ef al.,
2003). In vitro a través- de interacciones longitudinales polimeriza en
protofilamentos (polimero compuesto por un solo filamento de EcFtsZ) de
manera dependiente de GTP. La polimerizacion de EcFtsZ en protofilamentos

activa la hidrélisis del GTP y el intercambio con GTP mantiene los polimeros
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Figura 1. Esquema de la interacciéon de los componentes del divisoma y
estructura modelada de EcFtsZ. A, modelo secuencial y B, concertado de
reclutamiento de las proteinas del divisoma. C, “proto-ring” formado por FtsZ (2),
FtsA (A) y ZipA (Zip). FtsK (K) permite el ensamble del “periplasmic connector”
formado por FtsQ (Q), FtsB (B) y FtsL (L) y “peptidoglycan factory” dada por
FtsW (W) y Ftsl (1), segun Vicente, M. y Rico, A (2006). D, vista frontal de un
monomero de EcFtsZ modelada por (Garcés, 2007). Hélice alfa (naranjo), hebra
beta (azul) y lazo (amarillo). Se destacan los aminoacidos E83 (rojo) y R85
(azul) ubicados en la hélice H3. La cadena lateral del resto de los aminoacidos
que componen la H3 se muestra en lila. Las flechas indican la direccion de las
interacciones.



estables, hasta que se consuma el GTP y ocurre la despolimerizacion (figura 2).
Los protofilamentos a su vez por interacciones laterales inducidos por calcio,
DEAE-dextrano, rutenio rojo, glutamato o ficoll se asocian en laminas (polimero
compuesto por varios protofilamentos) (Beuria et al., 2003; Gonzalez et al.,
2003; Lu et al., 1998; Marrington et al., 2004; Mukherjee y Lutkenhaus, 1999;
Santra et al., 2004) La superficie de contacto entre los monémeros para formar
los protofilamentos se ha estudiado con. detalle, lo que permitié la
caracterizacion del sitio de unién del GTP, su posible mecanismo de hidrolisis y
la importancia de los aminoacidos que se encuentran en esta interfase en la
formacién y funcién del anillo Z (Addinall et al., 1997; Mingorance et al., 2001;
Mukherjee y Lutkenhaus, 1994; Scheffers et al, 2001; Wang et al., 1997). La
superficie del dominio amino (lateral izquierda) de un protofilamento se asocia
lateralmente en paralelo con la misma superficie de otro protofilamento para
formar un filamento doble (polimero compuesto por dos protofilamentos). Estos
a su vez interactuan lateralmente de manera antiparalela por la superficie del
dominio carboxilo (lateral derecha) para producir las laminas (Figura 1 D y 2)
(Lowe y Amos, 1999). Esta interaccion puede ser inducida por cationes como el
calcio o ficoll y también médiante la proteina ZipA (Gonzalez et al., 2003; Hale
et al., 2000; RayChaudhuri, 1999). Ademas de esta descripcion de contactos
laterales, recientemente Beuria et al., (2006) presentaron un modelo donde la
interaccion lateral entre los monomeros de los protofilamentos seria en forma

paralela, entre la superficie del dominio amino de un protofilamento con la
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Figura 2. Modelo de polimerizacién y despolimerizacién de EcFtsZ. Los
monémeros de EcFtsZ-GTP (T) se polimerizan en protofilamentos por
interacciones longitudinales, reaccién 1. A estos protofilamentos se unen
monémeros de EcFtsZ en la superficie lateral (interaccion lateral 1) para formar
el nucleo de los dobles filamentos, los cuales crecen longitudinaimente de
manera cooperativa, reaccion 2. Los filamentos dobles se asocian por
interaccién laterales (interaccién lateral 2) para formar laminas, reaccion 3. En
todos los polimeros ocurre hidrélisis de GTP, lo que produce la
despolimerizacion para producir monémeros de EcFtsZ-GDP (D), reacciones 4
y 5. El GDP unido a EcFtsZ se intercambia por GTP, reaccién 6.



superficie del dominio carboxilo del otro (Beuria ef al., 20086). Estos resultados
en cierto modo contradictorios, no han permitido tener un Unico modelo para
comprender la importancia de los aminoacidos que se encuentran en esta
interfase de interaccion y su participaciéon en la funcionalidad del anillo Z. Se
piensa que la funcionalidad del anillo Z involucra varios pasos, como la
localizacién de EcFtsZ en el sitio de division celular (formacién del anillo Z), su
polimerizaciéon y la dinamica del anillo a través de la hidrélisis de GTP y el
reclutamiento de las proteinas FtsA y ZipA. Se plantea que ZipA mantendria la
integridad del anillo Z anclandola a la membrana y estabilizando los polimeros
de EcFtsZ que componen el anillo (RayChaudhuri, 1999). ZipA es la primera
proteina que interactua con el anillo Z in vivo y tiene la capacidad de inducir la
formacién de laminas de EcFtsZ in vitro. ZipA es una proteina compuesta por
tres dominios, un primer dominio amino que contiene una secuencia de anclaje
a membrana, uno intermedio rico en prolina y glutamina y uno carboxilo que
contiene el dominio FZB (FtsZ “binding”’) de interaccion con el carboxilo
terminal de EcFtsZ (Hale y de Boer, 1997; Hale et al., 2000; Mosyak et al.,
2000). El dominio FZB por si solo puede inducir la formacién de laminas a partir
de polimeros de EcFisZ.

Para demostrar la importancia de las interacciones laterales de EcFtsZ
para la formacion de filamentos dobles, basado en el modelo de Lowe y Amos
(1999), en la formaciéon y funcionamiento del anillo Z, hemos construido y
caracterizado las mutantes de EcFtsZ E83Q y R85Q. Estos aminoacidos se

encuentran en la hélice H3 de la superficie lateral izquierda de EcFtsZ (figura 1



D) que es la interfase de interaccién para formar los filamentos dobles segun el
modelo de formacion de ldaminas de Lowe y Amos (1999). La complementacion
con las mutantes E83Q y R85Q a una cepa mutante en ftsZ, redujo la viabilidad
celular a 0,9 y a 0,1 %, respectivamente. La caracterizacién in vitro de estas
mutantes mostré que R85Q afecta la polimerizacién y la actividad GTPasica, y
la mutante E83Q lo hace en menor grado (Shin, 2003). Las propiedades de las
. mutantes E83Q y R85Q mencionadas permitieron postular la siguiente hipdtesis,
“La interaccion lateral responsable de la formaci;’:n de los filamentos dobles de
EcFtsZ en la célula de E. coli estd mediada por la hélice H3, donde participan
los aminoacidos E83 y R85. Las interacciones laterales de EcFtsZ son

responsables de la formacion del anillo Z e influyen en su interaccion con ZipA®.

Objetivo General

Evaluar el efecto de las mutaciones E83Q y R85Q, en la H3 de EcFtsZ sobre la

formacién de los filamentos dobles, su interaccién con la membrana y con ZipA.

Objetivos Especificos

1. Determinar el efecto de las mutaciones E83Q y R85Q de EcFtsZ sobre
la formacién de laminas mediante polimerizacion y actividad GTPasica, en
presencia de calcio.

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

con el de las mutantes mediante inmunolocalizacion.



3. Evaluar el efecto de las mutaciones E83Q y R85Q de EcFtsZ sobre la

interaccion con la ZipA en vesiculas de lipidos de E. coli, mediante polarizacion

de fluorescencia.

4. Comparar en la célula bacteriana la localizacién de ZipA en ceélulas

que expresan EcFtsZ silvestre y las mutantes.



MATERIALES

Reactivos:

Sigma (USA): BSA, SDS, APS, imidazol, azida, fosfato di-acido 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 % H20z, etanol,
carbonato acido de potasio, metanol, acido acético, acido perclérico y verde

oxalato de malaquita.
Pharmacia (Sweden): Sephadex G-25.

Winkler (Chile): cloruro de sodio, agar, cloruro de magnesio, GdmCl, Tris,
glicina, glicerol, EDTA, fosfato acido 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): acido acético, etanol, metanol y acetona.
Difco (USA): triptone; y extracto de levadura.
Gibco (USA): bisacrilamida.

Calbiochem (USA): anticuerpo Ig-G de conejo conjugado con peroxidasa

y MOPS.

Roche (Alemania): coctel de inhibidor de proteasa Free EDTA.



Applichem (Alemania): MOPS.

Invitrogen: (USA): anti-conejo conjugado con Alexa 488.



METODOS

Ensayo de complementacion. La cepa de E. coli VIP2/pLAR9 se
transformé con los plasmidos que expresan los genes de ftsZ tipo silvestre y
mutantes E83Q y R85Q fusionados a la EYFP. Las células se crecieron a 30 °C
en medio LB liquido con agitacion hasta un ODggo aproximadamente de 0,5 y se
realizaron diluciones seriadas hasta 10° con medio LB. Se inocularon 10 pl 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 a30°Cy a
42 °C, respectivamente. Las células VIP2/pLARS sin complementar
(considerado como control negativo) se inocularon en LB-agar/kan/clor y en LB-
agar/kan para ser incubado a 30 °C y a 42 °C, respectivamente.

Pﬁriﬁcacién de EcFtsZ por precipitacion con sulfato de amonio. Este
meétodo de purificacion consiste basicamente en tres etapas (Mukherjee y
Lutkenhaus, 1998). Lisis de células bacterianas y fraccionamiento de extracto
celular. El pellet bacteriano se resuspendié en 25 ml de amortiguador AZ (Tris-
HCI 50 mM pH 7.9, KCI 50 mM, EDTA 1 mM, glicerol 10 %) por litro de cultivo y
se sonicd con 5 ciclos de .-20 s con un output 6 y pausa de un minuto, en un
sonicador con sonda de 1 cm (Sonicator™ 3000 Misonic). El lisado se centrifugd
a 28.000 rpm, a 4 °C durante 90 min (Beckman L5-75B Ultracentrifuge, rotor
type 30). El sobrenandante se transfirié en un vaso precipitado pequeno

colocado previamente en hielo. Por cada 100 ml de sobrenadante se agrego
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4,16 g de sulfato de amonio (30 % de sal por volumen de sobrenadante) en frio
agitando con una barra magnética. La solucién se centrifugé a 10.000 rpm a 4
°C durante 30 min. El sobrenadante se eliminé y el precipitado se suspendié en
3 ml de amortiguador AZ. El suspendido se dializé contra 100 volumenes de
amortiguador AZ al menos 4 h (o toda la noche) con 2 cambios a 4 °C.

Cromatografia en Q-Sepharosa. La muestra dializada se inyecté a la columna

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

‘loop". La elucion se llevd a cabo con un gradiente de una mezcla de
amortiguador AZ y BZ (Tris-HCI 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 °C,
colectando 4 ml cada fraccién. La elucion de la proteina se monitoreé mediante
SDS-PAGE y espectrofotométricamente a 280 nm. La fraccion correspondiente
a la EcFtsZ (que eluye alrededor de 200-250 mM de KCI) se colect6 para la

siguiente cromatografia. Cromatografia en Sephacryl S-300. La EcFtsZ

obtenida de la cromatografia en Q-Sepharosa se inyecté a la columna sephacryl
S-300 y se eluyé con amortiguador AZ a 1 ml/min, 4 °C. Las fracciones
colectadas fueron de- 3 ml y el monitoreo se hizo por SDS-PAGE y
espectrofotométricamente 'a 280 nm. La EcFtsZ colectada se concentrd
utilizando Centriprep (4.000 rpm a 4°C) hasta un volumen final en que la
concentracion final de proteina fuera aproximadamente 30 mg/ml. La EcFtsZ se
alicuoté y se congelé inmediatamente por inmersién en etanol (-80 °C) y

posteriormente se conservod a —80 °C hasta su uso.
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Purificacion de la ZipA. Para la purificacién de la His6-ZipA (ZipA) se
sobre-expreso6 y purifico a partir del plasmido pET-15ZIP (gentilmente donado
por RayChaudhuri de la Universidad Tufts, USA) mediante un protocolo descrito
por la misma autora (RayChaudhuri, 1999). Esta purificacién bdasicamente
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 sonicacion breve de tres ciclos de 20 s con un “output” 3 a
intervalos de 1 min (Sonicator™ 3000 Misonic). Para la separacién de las
proteinas hidrosolubles y de membranas se centrifugé el lisado a 200,000 xg por
30 min. La fraccion precipitada que corresponde a la fraccion de membranas que
contiene la ZipA, se suspendié en el amortiguador AP (tris-HCI 25 mM pH 7,5,
NaCl 100 mM, EDTA 2 mM, glicerol 5 % y céctel de inhibidor de proteasa libre de
EDTA). Para extraer y solubilizar la ZipA de la membrana, se adicion6 tween-20
a una concentracion final de 1,2 % y se incubd en hielo con agitaciéon durante 2h.
La ZipA solubilizada se centrifugd a 200,000 xg durante 30 min y se dializ6
contra el amortiguador BP (MOPS 25 mM pH 6,5, NaCl 500 mM, glicerol 5 % vy
Tween 20 0,36 %) durante toda la noche. La solucion dializada se cargé a una
columna que contiene la résina ProBond de Niquel (Invitrogen) y para eliminar
las proteinas de union inespecifica se lavé con el amortiguador BP
suplementado con imidazol a una concentracién final de 1, 50 y 150 mM. La ZipA
se eluyd con amortiguador BP que contiene 500 mM de Imidazol y las fracciones
que contienen la proteina ZipA se dializaron contra el amortiguador CP (MOPS

25 mM pH 6,5, NaCl 50 mM, glicerol 5 % y Tween-20 0,36 %). La solucion
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dializada se concentré mediante Centricon C-10 (Millipore) y se calculé su
concentracion espectroscopicamente utilizando coeficiente de extincién molar de
ZipAy se almacend a -80 °C hasta su uso.

Dicroismo circular. Los espectros de dicroismo circular de las proteinas
se registraron con un espectropolarimetro (Jasco J-600) en el UV lejano. A
partir de estos espectros se obtuvieron los porcentajes de estructura secundaria
de las proteinas mediante el programa CDPro.

Electroforesis en SDS-PAGE. El gel acri!amida:bisacrilamida separador y
concentrador se preparé al 10 % y 4 %, respectivamente en condiciones
desnaturantes. Las muestras se suspendieron en amortiguador de muestra
(Tris-HCI 0,5 M pH 6,8, SDS, p-mercaptoetanol, azul de bromofenol y glicerol,) y
se calentaron por 15 min a 85 °C. Una vez cargadas las muestras a los pocillos,
se corrieron en amortiguador de corrida (SDS10 %, glicina y Tris-base) a 120 V
hasta la caida del frente de corrida. El gel se tind con azul de Coomassie (0,25
g de azul de Coomassie brillante en una solucién de 90 % de metanol:agua (1:1
viv) y 10 % de acido acético) durante media hora con agitacién y se destifié con
la solucién de destefido (45 % de metanol y 10 % de acido aceético).

Inmunotransferencia. Las reacciones de inmunoblot se describen en dos
pasos, uno, la transferencia de las bandas de proteinas desde el gel SDS-
PAGE a la membrana de nitrocelulosa y las inmunoreacciones, y dos, el
revelado. Para la transferencia se incubé la membrana de nitrocelulosa (tamafio

de poro 0,2 um, Protran Schleicher & Schuell, BioScience, Cassel, Germany) y
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los papeles de filtro en amortiguador semi-seco (Tris-HCI 25 mM pH 8,3, glicina
150 mM y metanol 10 %). Luego de armar el “sandwich” se colocé sobre la
placa de transferencia y se aplicé 140 mA durante 1 h. La membrana se lavo
con TTBS (Tris-HCI 0,1 M pH 7,5, NaCl 0,9 %, Tween-20 0,2 %) y los sitios
inespecificos se bloquearon con amortiguador de bloqueo (5 % de leche
descremada en amortiguador TTBS) a temperatura ambiente. Al cabo de una
hora se incub6 con el prifﬁer anticuerpo policlonal (anti-EcFtsZ de conejo o anti-
ZipA de conejo) y se lavé con TTBS antes de ser incubado con el segundo
anticuerpo (anti-conejo conjugado con peroxidasa). Para la reacciéon del
revelado, la membrana se lavé en amortiguador TTBS seguido de dos lavados
con Tris-HCI 0,1 M pH 7,4 y se incubd en 24 mL de Tris-HCI 0,1 M pH 7.4, 4-
choloro-1-naphthol 0,5 mg/mly H>0; 0,015 % (perhydrol 30 % H,0,). Una vez
que aparecieron las bandas de proteinas, se detuvo la reaccion con agua.

Dispersion de luz a 350 nm. Las cinéticas de polimerizacion de EcFtsZ
se midieron en amortiguador de polimerizacion (Mes 50 mM pH 6.5, KCI 50 mM
y MgCl, 10 mM) a 30 °C. Las concentraciones de EcFtsZ, del GTP y de ZipA
utilizados se detallan EI:I Iag leyendas de los graficos. La dispersién de luz a 90°
se registré mediante un espectrofluorimetro (Luminescence Spectrometer LS 50,
Perkin Elmer), a 350 nm de excitacidén y de emision, con un atenuador de 6 % o
de 2 % y con 2,5 nm de ancho de banda de exitacion y de emision.

Microscopia electrénica. Para la visualizacién de los polimeros de las
proteinas mediante un microscopio electronico se realizé tincién negativa de las

muestras de proteinas adheridas a las grillas. Para ello, 50 ul de la muestra se
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colocaron sobre una grilla (cubierta con formvar y tratada con carbén) durante
20 s. Una vez adherida la muestra a la grilla, se lavd 4 veces y se tifié durante 2
min con una solucién de acetato de uranilo al 1,5 %.

Determinacion de la actividad GTPasica. La hidrolisis del GTP de la
EcFtsZ se determiné mediante el protocolo de verde malaquita, que consiste en
la cuantificacién del fosfato libre en solucién. Para la reaccion de hidrdlisis, el
GTP se incub6 a una concentracién final de 1 mM, en el amortiguador de
polimerizacién (Mes 50 mM pH 6,5, KCI 50 mM y MgCl; 10 mM) y se tomé
como tiempo cero la adicién de de EcFtsZ a una concentracién final de 12 pM.
Para detener la reaccién se adicion6é acido perclérico y se neutralizé con
carbonato de potasio. Para separar la fraccion soluble del precipitado, que
contiene la proteina, se centrifugé y 70 ul del sobrenadante se mezclé con 800
pl de la solucién VM-MA-TX (verde. malaquita 0,03375 %, molibdato de amonio
1,06 % (la solucién madre se prepara 4,2 % en 4 N de HCI) y Triton X-100
0,0004 %). Una vez agitada esta mezcla se adicioné 100 ul del amortiguador
que contiene 34 % de citrato y al cabo de 20 min de incubacién en hielo se
midi6 la absorbancia a 630 nm en un espectrofotémetro (Hewlett-Packard 8452).
Para calcular la cantidacj de fosfato libre a partir de los valores de la
absorbancia se utilizé como estandar, una curva de calibracion construida con
soluciones de varias concentraciones de KH,PO,.

Tincién por inmunofiuorescencia. Para la observacion de la EcFtsZ y la

ZipA in situ, las células se trataron segun el protocolo de Rueda, 2003, que

15



consta basicamente de tres etapas, fijacion, permeabilizacion y revelado con los
anticuerpos. Fijacién, a partir de un cultivo de células, VIP2/pLARS
complementadas con EcFtsZ WT y mutantes E83Q y R85Q, crecidas hasta la
fase exponencial temprana en medio liquido LB con los antibiéticos kan, clor y
amp, se hicieron dos diluciones 1:50 en paralelo, en un medio LB fresco

previamente temperado, uno a 30 °C (medio de cultivo con kan, clor y amp) y el

otro a 42 °C (kan y amp). Como control negativo se incluyé la cepa VIP2/pLARS |

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 celulas se fijaron con 0,75 % formaldehido 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). Permeabilizacién, a 30 ul de las células

fijadas se afadieron lisozima a una concentracién final de 8 pg/ml y se
colocaron sobre un portaobjeto pre-tratado con poli-L-lisina. La permeabilizacién

se continud entre 2 o 3 min y se lavo con PBS. Revelado con_anticuerpos, los

sitios inespecificos para la reaccion con los anticuerpos se bloquearon durante
15 min a temperatura ambiente y la solucién de bloqueo (BSA 3 % en PBS) se
reemplazé por una misma solucion pero que contiene el primer anticuerpo
policlonal anti-conejo (anti-FtsZ o anti-ZipA, con una dilucion de 1:200.000).
Luego de una incubacién durante toda la noche a 4 °C, se lavé con PBS y se

incubd con el anticuerpo secundario (anti-conejo conjugado con Alexa 488,
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Invitrogen) durante 2 h en la obscuridad y a temperatura ambiente. Luego de
varios lavados con PBS, se afnadio una gota de “antifading” (Vectors Lab) y se
coloco 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 0 a — 20 °C
durante afos; 2, durante todo el procedimiento de la tincién de
inmunofluorescencia es crucial mantener la humedad de las muestras y 3, las
celulas fijadas y suspendidas en GTE pueden ser guardadas a 4 °C durante
semanas.

Procesamiento de las imagenes. Las imagenes obtenidas del
microscopio electrénico y del confocal se procesaron mediante el programa
ImageJ (http://rsb.info.nih.gov/ij/download.html). Este programa se utiliz6 para
varios propositos generales como ajustar brillo y contraste de las fotos, cambiar
los colores e incluir la barra de tamafio. También se tomaron mediciones del
ancho de los polimeros y del largo de las células, que consiste en trazar un
vector entre dos o mas puntos y determinar su longitud en la unidad de medida
correspondiente. Para-la obtencion del patrén de distribucién de la sefal de
inmunofluorescencia en las células, que corresponde a la localizacién de la
EcFtsZ o de la ZipA, se trazé un vector desde un extremo al otro de la célula.
Sobre este vector se registran, en el eje de la ordenada, la intensidad de la
sefial, 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

W, n

pares de columnas (ejes “x" e “y”") que por motivos de comparacién, el largo

oI



celular se normalizé entre los valores cero y uno (eje x) y la intensidad se
representd en porcentaje de serial (eje y).

Formacién de proteoliposomas de ZipA. La incorporacién de ZipA dentro
de los liposomas se llevéd a cabo mediante la estrategia de reconstitucion paso a
paso (Rigaud y Levy, 2003). Esta consiste en dos etapas, una de formacién de
liposomas y una segunda, incorporacién de la proteina dentro de los liposomas.

Formacién de liposomas. Los liposomas se formaron siguiendo el protocolo

descrito por Jung, H. (Jung et al, 1998). A partir de una solucién de
almacenamiento de lipidos totales de E. coli (Avanti Polar Lipids, Inc.) disuelto
en cloroformo, se calculé el volumen necesario para obtener una concentracién
final de 50 pM de lipidos para 1 ml de solucién de liposomas. Este volumen se
transfirié a un vial ambar (para evitar la oxidacién de los lipidos es importante
mantenerlos en viales ambar y con tapas recubiertas internamente con teflon) y
se evaporo el cloroformo con nitrégeno gaseoso para que los lipidos queden
adheridos al fondo y a la pared el vial (en cada uno de los pasos es
recomendable tratar de disminuir el contacto de los lipidos con el aire). Se
disolvieron los lipidos con 1 ml de amortiguador suplementado con 3 mg/ml de
Triton X-100 mediante sonicacién en un bafio de agua a 30 °C durante 40 min.
A esta solucidn de lipidos se agregan perlas de poliestireno (Bio-Beads SM-2,
Bio-Rad), previamente tratados segun indicaciones del fabricante, y se incuba a
4 °C toda la noche con agitacién mediante una barra magnética. Formacién de

protecliposomas (incorporacion de proteinas dentro de los liposomas). Para la
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insercién de ZipA dentro de los liposomas, estos se desestabilizaron con la
adicion de Triton X-100 a una concentracion final de 0,12 % y se agitaron
mediante inversion durante 20 min a 0 °C. A estos liposomas desestabilizados
se agreg6 ZipA a una concentracion final de 5 uM (proporcion lipido:proteina
equivalente a 10:1) y perlas de poliestireno y se agitdé mediante inversion
durante una hora a 0 °C. Finalmente, se adicioné una cantidad extra de perlas

de poliestireno y se agité con una barra magnética durante toda la noche a4 °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 interacciones longitudinales y laminas por
interacciones laterales. Con el fin de determinar la importancia del glutamato 83
y la arginina 83 de EcFtsZ en las interacciones laterales para la formacién de
flamentos dobles o laminas, se caracterizaron‘ in vitro las mutantes EcFtsZ
E83Q y R85Q mediante experimentos de polimerizacion y actividad GTPasica
en presencia de calcio, que es un inductor de las interacciones laterales entre

protofilamentos para la formacion de laminas de polimeros.

I.1. Efecto de las mutaciones E83Q y R85Q sobre la formacion de las
laminas de polimeros de EcFtsZ. En la estructura tridimensional del modelo de
EcFtsZ, los aminoacidos E83 y R85 se encuentran en un quiebre de la hélice
H3, ubicada en la superficie lateral del dominio amino (figura 1 D). Durante la
polimerizacion, esta superficie interactuaria lateralmente para formar los dobles
filamentos, que son precursores de las laminas. Para explicar en donde
ocurriria esta interaccién, se manejan dos modelos de formacién de laminas. Un
modelo de laminas de EcFtsZ inducidas por calcio determinado mediante
difraccion electronica a partir de una micrografia electrénica. Segun este

modelo, las ldminas de polimeros de EcFtsZ estarian formadas por unidades
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basicas, llamadas filamentos dobles, que serian asociaciones paralelas entre
dos protofilamentos que interactian por una superficie del dominio amino. La
interaccion, a través de una superficie del dominio carboxilo, entre los
filamentos dobles en forma antiparalela daria origen a las laminas (Lowe y
Amos, 1999). El otro modelo de interacciones laterales se propuso a partir de
resultados de “docking” molecular. Segun este modelo, una superficie lateral del
dominio carboxilo de un protofilamento interactia en forma paralela con una
superficie del dominio amino de otro protofilamento. Asi las laminas se
formarian por adicién consecutiva de protofilamentos (Beuria et al., 20086).
Proponemos que en ambos modelos, los aminoacidos E83 y R85 de la H3 se
encontrarian en la superficie de interaccion 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 evalud
el efecto del calcio sobre la formacién de laminas. Con este propdsito se
purificaron las proteinas EcFtsZ tipo silvestre y las mutantes E83Q y R85Q y se
caracterizaron in vitro mediante dispersion de luz, microscopia electrénica y
actividad GTPasica.

Purificacién. En la figura 3 (carril 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 nitrocelulosa se reconocieron con el anticuerpo

anti-EcFtsZ en una reaccién de inmunoblot (figura 2 carril 4, 5 y 6). Se observo
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Figura 3. Analisis de la pureza de EcFtsZ tipo silvestre y las mutantes E83Q y
R85Q. SDS-PAGE, carriles 1, 2 y 3 e inmunobilot, carriles 4, 5 y 6, para cada
caso corresponden a EcFtsZ tipo silvestre, mutante E83Q y R85Q,
respectivamente. Las proteinas se purificaron y las bandas se tifieron con azul
de Coomasie. Las bandas del gel de poliacrilamida transferidas a una
membrana de nitrocelulosa se detectaron mediante la reaccion de
“inmunoblotting” con el uso de un anticuerpo policlonal anti-EcFtsZ. Mr,

estandar de masa relativa.
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una banda mayoritaria que correspondié a EcFtsZ y varias bandas de menor
intensidad con una masa molecular relativa menor y mayor a la de EcFtsZ. La
estabilidad e integridad estructural de EcFtsZ tipo silvestre y las mutantes se
determind por dicroismo 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
proteinas. Esto indica que las mutaciones no introdujeron alteraciones mayores
a la estructura secundaria de EcFtsZ.

Polimerizacion. La influencia de las mutaciones sobre la interaccién
lateral se evalué mediante la formacién de laminas inducidas por calcio. La
polimerizacion inducida por GTP incrementa la dispersiéon de luz debida a la
formacién de una mezcla de polimeros compuestos por protofilamentos,
filamentos dobles y a asociaciones de ellos. Esta a su vez vuelve a incrementar
con la adicién de calcio debido a la formacion de laminas. En la figura 4 A se
observa que al agregar EcFtsZ tipo silvestre a una solucion que contiene GTP,
la dispersion de luz aumentd y se mantuvo hasta aproximadamente 17 min y
luego disminuyo producto de la despolimerizacion inducida por la hidrolisis del
GTP. La figura 4 A también muestra que al agregar la proteina a una solucién
que contiene GTP y calcio, la dispersién de luz aumentd aproximadamente
cinco veces mas respecto a la polimerizacién en ausencia de calcio y se
mantuvo al menos hasta los 30 min. La figura 4 B muestra el mismo 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®.

Proteinas Adicion Helice alfa Hebra beta Vuelta Azar
WT - 0,79 0,02 0,07 0,16
E83Q - 0,78 0,03 0,07 0,16
R85Q - 0,79 0,02 0,07 0,16
WT GTP 0,79 0,02 0,07 0,15
E83Q GTP P 0,02 0,07 0,15
R85Q ~GTP 0,79 0,02 0,07 0,18
WT GTP ZipA 0,79 0,02 0,07 0,15
E83Q GTP ZipA 0,79 0,02 0,07 0,16
R85Q GTP ZipA 0,79 0,02 0,07 0,15
ZipA - 0,42 0,14 0,19 0,25

375 uM de EcFtsZ WT, E83Q y R85Q, se incubaron en amortiguador de
polimerizacién con o sin GTP (1 mM) o con GTP mas ZipA 7,5 pM. Los
espectros de dicroismo circular se obtuvieron en las condiciones descritas en
Materiales y Métodos. El contenido de estructura secundaria se calculd a partir
de estos espectros con el programa Selcon 3 del conjunto de programas
CDPro.
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Figura 4. Influencia del calcio sobre la polimerizacién de EcFisZ tipo silvestre y Ias
mutantes E83Q y R85Q. Se registrd la dispersién de luz a 350 nm de una solucién a
30 °C que contenia amortiguador de polimerizacién y GTP 1 mM (azul) y de otra
idéntica con calcio 10 mM (negro). La reaccién se inicié con la adicion de EcFtsZ tipo
silvestre (A) y las mutantes E83Q (B) y R85Q (C). Con una flecha se indica la adicion
de la proteina, cuyo color corresponde a las condiciones de polimerizacion.
Concentracion final de proteina, 12 uM.
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indica que la mutacién del glutamato 83 por glutamina aumentd la estabilidad de
los polimeros y favorecio la polimerizacién inducida por calcio. Las figuras 4 C y
5 muestran que la mutante R85Q no polimerizé en presencia de GTP, resultado
que indica que esta mutacion impidid la interacciéon longitudinal y lateral. Al
comparar el efecto del calcio sobre la polimerizacién de EcFtsZ tipo silvestre y
las mutantes se observa que la mutacion E83Q favorecid la polimerizacién con
respecto a la del tipo silvestre (figuras 4 A, By 5).

En la figura 6 se muestra el efecto de la concentracién de calcio sobre el
maximo de polimerizacion de EcFtsZ tipo silvestre y las mutantes E83Q y R85Q.
Se observa que la dispersion de luz de EcFtsZ tipo silvestre y la mutante E83Q
aumento con el incremento de la concentracién de calcio, fendmeno que no se
observa para la mutante R85Q. La mutante E83Q mostré una mayor
susceptibilidad al calcio que EcFtsZ tipo silvestre entre 3 y 10 mM de calcio.

La morfologia de los polimeros inducidos por calcio de EcFtsZ tipo
silvestre y de las mutantes se determiné por microscopia electrénica, como se
muestra en la figura 7. Se observa que en ausencia de calcio EcFtsZ tipo
silvestre y la mutante E83Q formaron polimeros largos y curvos compuestos por
varios protofilamentos (figura 7 A y C). La mutante R85Q polimerizé en
flamentos cortos, curvos y sin bordes bien definidos (figura 7 F), cabe destacar
que se observaron escasos polimeros, por lo que la figura 7F no representa su
abundancia. En presencia de calcio (figura 5 B y D) se observa que EcFtsZ tipo

silvestre y la mutante E83Q formaron laminas compuestas por protofilamentos
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Figura 5. Efecto del calcio y de ZipA sobre la polimerizacién de EcFtsZ tipo
silvestre y las mutantes E83Q y R85Q. Los maximos de dispersién de luz de
EcFtsZ tipo silvestre (WT) y las mutantes E83Q y R85Q en el amortiguador de
polimerizacién (EcFtsZ) en:presencia de calcio 10 mM (EcFtsZ + calcio 10 mM)
o de ZipA (EcFtsZ + ZipA 12 pM) se obtuvieron a partir de las curvas de la
figura 4 EcFtsZ y calcio y de la figura 21 para ZipA. Los valores graficados

corresponden a la dispersion de luz a los 5 min después agregar EcFtsZ.
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Figura 6. Influencia de la concentracién del calcio sobre la polimerizacion de
EcFtsZ tipo silvestre y las mutantes E83Q y R85Q. Se registré la dispersion de
luz a 350 nm de una solucién a 30 °C que contenia amortiguador de
polimerizacién, GTP 1 .mIVI_y proteina 12 pM. Al cabo de 4 min, la reaccién se
inicié con la adicion de concentraciones variables de calcio. La resta entre los
valores de la dispersion de luz de la linea base (antes de agregar el calcio) y del
maximo luego de agregar el calcio, corresponde a la diferencia de dispersién de

luz (eje y)

28



1 ‘ e WT

16 | wzzz WT Calcio |
Q
o 12 {
=
@
. §
$ 8
&
(¥

7 %l
4 g £
o L bl Bfa v e . 5
YA B 42 4B 70 24 9% 31 AR, A0
R
Ancho de polimeros, nm
=31 E83Q

1% wzzzz EB3Q Calcio
hiry
g 12 L
@ 7
3 7
b 8 /|
o /g

4 7

v
a7
0 i é,.?}.nw_@w,w, s e

20 o6 8 A a0 a0
‘,'nﬁd“

Ancho de polimeros, nm

Figura 7. Microscopia electronica e histograma del ancho de los polimeros de
EcFtsZ tipo silvestre y la mutante E83Q. La polimerizacién de EcFtsZ tipo
silvestre (A y B) y las mutante E83Q (C y D) y R85Q (F) 5 uM, se hizo en
amortiguador de polimerizacién a 30 °C en ausencia (A, C y E) y presencia de
calcio 10 mM (B y D). 50 uL de muestra se pusieron sobre una grilla después
de 5 min de inducir la reacciéon con GTP 1 mM (ver Materiales y Métodos).
Barra, 50 nm. Los graficos de la derecha muestran el ancho de los polimeros en
ausencia (barra vacia) y en presencia (barra achurada) de calcio que se
determiné mediante el programa ImagedJ. El promedio de estos valores se

representaron en histogramas.
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mas rectos. No se observaron laminas de la mutante R85Q (no se muestra). La
medida del ancho de los polimeros EcFtsZ tipo silvestre indicd que los
filamentos compuestos por dos protofilemantos (8 nm) poseen una mayor
frencuencia y los compuestos por 3 y 4 protofilamentos (12 y 16 nm) mostraron
una frecuencia menor. Una distribucién similar se observé para la mutante
E83Q, en donde el polimero mas frecuente correspondié al compuesto por 3
protofilamentos (12 nm), seguido de polimeros compuestos 2 protofilamentos (8
nm). El bajo nimero de polimeros formados a partir de la mutante R85Q y la
reducida nitidez de sus bordes no permitieron hacer un analisis poblacional de
la frecuencia del ancho de los polimeros.

Los resultados de dispersion de luz y de microscopia electronica
sugieren que la mutacién E83Q favorece y estabiliza las interacciones entre los
protofilamentos tanto en ausencia como en presencia de calcio. Por el contracio,
la mutacion R85Q impide la formacion de protofilamentos largos y calcio no

induce la formacidn de laminas a partir de los protofilamentos cortos.

1.2. Efecto del calcio sobre la actividad GTPésica de EcFtsZ tipo silvestre
y las mutantes E83Q y RBSQ. Como se mostré en la figura 4 los polimeros de
EcFtsZ tipo silvestre y la mutante E83Q se estabilizaron en presencia de calcio.
Se sabe que la despolimerizacion depende de la hidrélisis de GTP. En la figura
8 se observa que el calcio inhibio la hidrélisis de GTP de EcFtsZ tipo silvestre y

de E83Q. También se observa que la mutacion R85Q por si sola disminuyé la
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Figura 8. Efecto del calcio sobre la actividad GTPasica de EcFtsZ tipo silvestre
y las mutantes E83Q y R85Q. La actividad GTPasica se determind en
amortiguador de polimerizacién a 30 °C con GTP 1 mM, en presencia (circulo
cerrado) y ausencia (circulo abierto) de calcio 10 mM. El contenido de fosfato

libre se cuantificd con verde malaquita (Materiales y Métodos). La reaccion se
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inicié con la adicién de 12 uM de proteina.
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hidrélisis del GTP, por lo que no hay una diferencia mayor en presencia de
calcio. En la figura © se observa que la velocidad de hidrélisis de la mutante
E83Q y R85Q disminuyd aproximadamente a 60 % y a 17 %, respectivamente,
con respecto a la de tipo silvestre. Al comparar estos resultados con los de la
polimerizacion por dispersion de luz y microscopia electrénica se sugiere que la
mutacion E83Q reduce la actividad GTPasica debido a la estabilidad de sus
polimeros. Y la mutacién R85Q la reduce, pues forma polimeros cortos

disminuyendo la formacién de los sitios activos para la hidrolisis del GTP.
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'ura 9. Influencia de calcio y de ZipA sobre la actividad GTPasica de EcFtsZ
tipo silvestre y las mutantes E83Q y R83Q. La velocidad de hidrolisis del GTP
de EcFtsZ tipo silvestre (WT) y las mutantes E83Q y R85Q se obtuvo de la
figura 21. Los datos del efecto de calcio (EcFtsZ + calcio 10 mM) y de ZipA

(EcFtsZ + ZipA 12 uM) sobre esta actividad se obtuvieron de la figura 8 y 21,

respectivamente.
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II. Influencia de glutamato 83 y la arginina 85 de EcFtsZ

en la formaciéon del anillo Z. In vivo, se desconoce la participacion de

las interacciones laterales de EcFtsZ para formar el anillo Z. En el capitulo
anterior se establecié que el glutamato 83 participa en las interacciones
laterales de EcFtsZ responsables de la formacion de las ldminas y la arginina
85 participa en las interacciones longitudinales para la formacién de los
protofilamentos largos. Para determinar la relacion entre las propiedades in vitro
de las mutantes y su importancia en la formacién del anillo Z, se determin6 la
localizacién de E83Q y R85Q en las células. Con este propdsito se expresaron
y caracterizaron EcFtsZ tipo silvestre y las mutantes como proteinas de fusidn

con EYFP.

iI.1. Caracterizacion in vitro de la proteina de fusién EcFtsZ-EYFP. La

proteina EcFtsZ fusionada a la proteina fluorescente EYFP (enhanced yellow
fluorescent protein) y a la proteina GFP (green fluorescent protein) se han

izado para determinar la localizacién de la EcFtsZ in vivo (Chen y Beckwith,
2061). La GFP y la EY-FP son proteinas con una alta similitud en la secuencia
primaria y casi idénticas; a nivel de estructura terciaria, con diferentes
propiedades espectroscopicas. La GFP fusionada a EcFtsZ (EcFtsZ-GFP)
purificada es capaz de polimerizar in vitro en presencia de GTP y calcio induce
la formacion de laminas y manojos (Yu y Margolin, 1997). En esta tesis se

utilizé la EcFtsZ-EYFP, por lo que se evalud si en esta proteina de fusion se
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alteraban las propiedades espectroscopicas de EYFP o la capacidad de
polimerizacion de la EcFtsZ.

Furificacion. El gel SDS-PAGE de la 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 identifico 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 proteina de fusion (EcFtsZ-EYFP) y de
EcFtsZ del carrili 2 de la figura 10. La presencia de la banda inferior
corresponderia a la expresién basal de la EcFtsZ cromosomal, que co-purifica
con la proteina de fusion. La EcFtsZ-EYFP parcialmente purificada mostré un
pico maximo de absorbancia a 514 nm y un hombro aproximadamente a 475
nm (figura 11 A). Al ser excitada a 514 nm mostré un pico maximo en 524 nm
en el espectro de emision (figura 11 B). Estos espectros corresponden al
espectro caracteristico de la EYFP (Patterson, Day, y Piston, 2001).

Polimerizacién. La polimerizacién in vifro de EcFtsZWT-EYFP mostré
.~ al agregar GTP, la dispersién de luz aumenté hasta alcanzar un maximo
que disminuy6 al despolimerizar (figura 12 A). Este proceso se pudo repetir al
adicionar nuevamente GTP. Este resultado indica que la polimerizacién es
reversible y depende de la presencia de GTP. Como se menciond

anteriormente, EcFtsZ forma laminas en presencia de calcio, en donde la
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Figura 10. SDS-PAGE e “inmunoblot” de EcFtsZ-EYFP purificada. La proteina
purificada se separé 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 proteinas provenientes de la preparacion de EcFtsZ-EYFP. En el

tercer carril se muestra el “inmunoblot”, con un anticuerpo policlonal anti-EcFtsZ.
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Figura 11. Espectros de absorcion y de emisién de fluorescencia de EcFtsZ-
EYFP. La muestra de EcFtsZ-EYFP en amortiguador de polimerizacién se
registré el espectro de absorbancia (A), con una excitacién a 514 nm, se
registré el espectro de emisidn (B) en un espectrofluorimetro con un ancho de

banda de excitacién y de emisién de 5 nm.
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Figura 12. Cinéticas de polimerizacién y despolimerizacion de EcFtsZWT-EYFP.
‘A) dispersion de luz'a 350 nm de una muestra que contiene 12 uM de
EcFtsZWT-EYFP en amof’tiguador de polimerizacion. Las flechas indican el
tiempo en que se agregd GTP para alcanzar 1 mM. (B) polimerizaciéon de
EcFtsZWT-EYFP (5 uM) en amortiguador de polimerizacion inducida con GTP 1
mM final (flecha 1). En el tiempo indicado por la flecha 2 se adicioné cloruro de

calcio 10 mM final.
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superficie lateral del extremo carboxilo terminal de los filamentos dobles se
asocia. Por lo tanto, para determinar si la fusién de la proteina EYFP al
carboxilo terminal de EcFtsZ tipo silvestre alteré su capacidad de formar
laminas se evalud el efecto de calcio sobre la polimerizacion de la EcFtsZWT-
EYFP. En la figura 12 B se observa que la EcFtsZWT-EYFP polimerizada por la
adicion de GTP, al agregar calcio aumenta su dispersién de luz en al menos 10
veces. Este aumento en la dispersion de luz es caracteristico de la formacién de
laminas. Por lo tanto, estos resultados indican que en la proteina de fusion
(ECFtsZWT-EYFP) no alteran las caracteristicas funcionales de polimerizacion
de EcFtsZ in vitro.

Las proteinas fusionadas con la proteina fluorescente EYFP se
expresaron en una cepa que contenia ftsZ cromosomal y el anillo Z se visualizo
por microscopia confocal. Sin embargo chando se expresaron las proteinas de
fusién para complementar una cepa mutante en ftsZ, la viabilidad celular
disminuy6, a pesar que in vitro las proteinas de fusién polimerizaron. Por esta
razon en la cepa mutante en fisZ la localizacion de la EcFtsZ tipo silvestre y las
mutantes E83Q y R85Q (sin la proteina de fusion EYFP) se hicieron mediante

inmunofluorescencia.

I1.2. Caracterizacion in vivo de EcFtsZ tipo silvestre y las mutantes E83Q

y R85Q fusionada a la proteina fluorescente EYFP. Para determinar el efecto de
las mutaciones E83Q y R85Q sobre la formaciéon del anillo Z, se construyeron

plasmidos que sobre-expresan estas proteinas mutantes fusionadas con la
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proteina EYFP. Cabe hacer notar que hubo expresién de EcFtsZ cromosomal
endoégena como es habitual en la mayoria de los trabajos de este tipo. La
expresion, tanto de la EcFtsZ WT-EYFP como de las mutantes EcFtsZ E83Q-
EYFP y R85Q-EYFP produjo células filamentosas (figura 13). Este resultado
indica que la division celular esta afectada y sugiere que la proteina de fusion
EYFP-EcFtsZ bloquea la divisién celular. Para comprobar, en ausencia de
EcFtsZ cromosomal, si EYFP-EcFtsZ es funcional, se evalud su capacidad de
complementar a una cepa mutante en ftsZ. Con este propésito, se expreso las
proteinas de fusion en células VIP2/pLARS que es una cepa que carece de
EcFtsZ cromosomal (Pla et al., 1991). El gen de la ftsZ cromosomal de estas
ceélulas se reemplazé por el gen que confiere resistencia a kanamicina. Debido
a que esta mutacion es letal, la expresidn de la EcFtsZ se encuentra
complementada mediante un plasmido termo-sensible, pLARS. La expresién de
la EcFtsZ a partir de este plasmido es termosensible, con una temperatura
permisiva a 30 °C (se expresa la EcFtsZ desde pLARS y la célula sobrevive) y
con una temperatura restrictiva a 42 °C (el plasmido no se propaga, EcFtsZ no
se expresa y la ‘viabilidad celular disminuye). Los resultados de
éomplementacién muestran que a 30 °C, la cepa VIP2/pLAR9 formé colonias
hasta una dilucién de 10°, en tanto que a 42 °C lo hizo hasta una dilucién de 102
(figura 14), indicando que no hay complementacion. Los resultados de
complementacion con las mutantes E83Q y R85Q fusionadas con la proteina

EYFP, muestran resultados similares a los resultados con la proteina silvestre
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Figura 13. Microscopia confocal de células que expresan la EYFP fusionada
con EcFtsZ tipo silvestre y las mutantes E83Q y R85Q. Células que sobre-
expresan EcFtsZWT-EYFP, rojo (A), EcFtsZE83Q-EYFP, azul (B) vy
EcFtsZR85Q-EYFP, azul (C) se crecieron hasta la fase exponencial temprana.

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

fluorescencia mediante un microscopio confocal. Barra 5 pm.
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Figura 14. Viabilidad de las células VIP2/pLAR9 complementadas con EcFtsZ
tipo silvestre y las mutantes E83Q y R85Q fusionadas con la proteina EYFP.
Células transformadas con los plasmidos que sobre-expresan EcFtsZWT-EYFP
(WT), EcFtsZEB3Q-EYFP (E83Q) y EcFtsZR85Q-EYFP (R85Q) y el control sin
plasmido (-), crecidos en medio liquido hasta la fase exponencial temprana a
30°C se diluyeron en serie desde 10° hasta 10° (izquierda a derecha) y se
sembraron 10 ul sobre dos placas LB en paralelo con los antibidticos

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 disminuyé al mismo orden
que el de la cepa que no expresa la EcFtsZ, control (-). El control de esta cepa,
VIP2/pLARS, 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 proteina EYFP no complementaron la carencia de
EcFtsZ de la cepa VIP2/pLAR9 a 42 °C.

La filamentacién observada en la figura 13 indica que cuando se
encuentran ambas proteinas, la proteina de fusion y EcFtsZ de origen
cromosomal, estas se incorporan en el anillo Z. La velocidad de septacion se
hace mas lenta que la velocidad de elongacion de la célula por lo que se
observan células filamentosas. A 42 °C, en ausencia de la EcFtsZ cromosomal,
las proteinas de fusién no formarian un anillo Z funcional e impediria la division
celular bajando la viabilidad celular (figura 14). Se concluyé que la estrategia de
utilizar las EcFtsZ fusionadas a la proteina EYFP (la sonda) no permite
determinar la localizacion de EcFtsZ en las células. Por lo tanto, este objetivo se
abordd con una estrategia alternativa y la localizacion de EcFtsZ se visualizo
irectamente por inmunofluorescencia de la proteina sin fusién. La localizacién
.por inmunofluorescencia de EcFtsZ tipo silvestre y las mutantes E83Q y R85Q
se hizo en células VIP2/pLARS mediante microscopia confocal. Con este
proposito esta cepa se transformé con un segundo plasmido que contenia ya
sea el gen de EcFtsZ tipo silvestre o el de las mutantes E83Q o R85Q. Para
comprobar que a 42 °C, la mayoria de la EcFtsZ expresada en las células

correspondia a la proteina introducida por el segundo plasmido, se identifico
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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 VIP2/pLAR9 (que se muestra como VIP2/(-) en
la figura 15) expresa la EcFtsZ a 30 °C y en muy poca cantidad a 42 °C,
resultado esperado para una cepa que contiene solamente el plasmido termo-
sensible pLAR9. Esto indica que en células crecidas a 42 °C, se expresa
mayoritariamente las EcFtsZ a partir del segundo plasmido, lo que permite
evaluar el efecto de la EcFtsZ tipo silvestre o de las mutantes E83Q y R85Q
sobre la longitud celular y la localizacién de la proteina 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 VIP2/pLARS sin complementar crecidas a 42 °C prod'ujo
células filamentosas producto de la carencia de EcFtsZ.

En la figura 16 se muestra la localizacion de EcFtsZ tipo silvestre y las mutantes
£83Q y R85Q en las células VIP2/pLARS a 30 °C y 42 °C. Se observa que
;(odas estas proteinas se localizan como una banda en la mitad de la
célula a ambas temperaturas (figura 16 a, a', ¢, ¢, d y d'). Las células
VIP2/pLARS carentes del segundo plasmido (control negativo), a 30 °C también
mostraron una banda de proteina en la mitad de la célula (figura 16 b), mientras

que a 42 °C, la proteina se encontr¢ dispersa (figura 16 b').
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Figura 15. Efecto de la complementacién con EcFtsZ tipo silvestre y las
mutantes en células VIP2/pLARS sobre la expresién de EcFtsZ a 30 °C y 42°C.
Inmunoblot de las proteinas totales, separadas por SDS-PAGE, provenientes de
las cepas crecidas a 30 °C y a 42 °C. Las cepas se indican 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
VIP2/pLARS; Vip2/(-), cepa VIP2/pLARS que contiene el plasmino, pLARS,
termo-sensible a 42 °C; Vip2/WT, Vip2/EQ y Vip2/RQ, corresponden a la cepa
VIP2/pLARS complementada con la EcFtsZ tipo silvestre y las mutantes E83Q y

R85Q), respectivamente.
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Tabla 2. Longitud de las células de E. coli VIP2/pLAR9 que expresan EcFtsZ

tipo silvestre y las mutantes E83Q y R85Q a 30 °C y 42 °C.

30°C 42°C
“prom. de long. #prom. long.
Cepa celular, mm | ?media | °n° cel | celular, mm | *media | ®n° cel
(DS) (DS)
VIP2] WT 4.4 (4,3) 3.6 182 3,5 (1,8) 3.1 356
VIP2/ - 3,5(1,1) 3.4 264 30,6 (20,4) 25,7 195
VIP2/E83Q 4,5 (2,6) 3,7 239 4.6 (3.6) 3,4 271
VIP2/R85Q 4,1 (2,6) 3,6 248 3,4 (2,4) 21 397
MC1061 2,9 (0,6) 2,9 316 2,4 (0,4) 2.4 211

Se determind 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 ImagedJ. A

partir de estas mediciones se calculé el promedio y su desviacién estandar (DS)

y la media mediante el programa Excel.

"Numero de células analizadas.

WT, EcFtsZ tipo silvestre y MC1061, cepa parental de VIP2/pLARS.
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Figura 16. Localizacién de EcFtsZ tipo silvestre y las mutantes E83Q y R85Q
en las células VIP2/pLAR9 crecidas a 30 °C y 42 °C. Localizacién de EcFtsZ en
las células VIP2/pLAR9 complementadas con EcFtsZ tipo silvestre (ay a') y las
mutantes E83Q (c y ¢’) 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 proteinas se
visualizaron por inmunofluorescencia (verde) con el anticuerpo policlonal anti-

EcFtsZ y el DNA se tifi6 con DAPI (rojo), ver Materiales y Métodos. Barra, 5 um.
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En una poblacién de células de crecimiento no sincronizado, estas se
encuentran en distintas etapas de division celular, por lo que no todas las
celulas poseen el anillo Z al mismo tiempo. Para analizar la distribucion
cuantitativa de EcFtsZ tipo silvestre y las mutantes en una poblaciéon de las
celulas, a partir de las imagenes de inmunofluorescencia se hicieron dos
tratamientos. En primer término, la cuantificaciéon de la localizacion de la banda
de EcFtsZ en la mitad de la célula y en segundo lugar, el patrén de distribucién
de las proteinas a lo largo del eje longitudinal de la célula. Para cuantificar la
localizacion de EcFtsZ tipo silvestre y las mutantes en la mitad de la célula, se
calculd la razén del nimero de bacterias que poseen una banda en la mitad de
la célula a 30 °C, dividido por el nimero de bacterias que lo presentan a 42 °C
(tabla 3). Este valor se defini6 como un parametro que representa la eficiencia
de la incorporacion de estas proteinas en el anillo Z y se denominé localizacion '
relativa. En la tabla 3 se observa que las células que expresaron EcFtsZ tipo
silvestre y las mutantes E83Q y R85Q mostraron una localizacién relativa
similar entre ellas. Esto indica que para la localizacion del anillo Z, tanto el
7lutamato 83 como la arginina 85 no son determinantes.
| En la figura 17 se muestra la distribucién de EcFtsZ a 30 °C y a 42 °C de
la célula VIP2/pLAR9 complementadas con EcFtsZ tipo silvestre y las mutantes
E83Q y R85Q. A 30 °C, todas las células presentaron una distribucion similar
mayoritariamente alrededor de la mitad de la célula. A 42 °C, el control sin

complementar no mostr6 un maximo de intensidad de fluorescencia,

48



Tabla 3. Localizacién relativa de EcFtsZ y ZipA en células VIP2/pLAR9

complementadas con EcFtsZ tipo silvestre y las mutantes E83Q y R85Q.

FtsZ ZipA FtsZ ZipA

Cepas |230°C, % | ®42°C, % | ?30°C, % | ®42°C, % | °©LR °LR

VIP2/neg 68 ND 50 ND ND ND
VIP2/WT 81 67 62 45 0,83 0,73
VIP2/E83Q 68 62 43 31 0,91 0,72
VIP2/R85Q 73 57 58 19 0,78 0,33

Y bporcentaje de EcFtsZ localizada en la mitad de la célula. Este valor se
obtuvo dividiendo el numero de células que poseen senal de fluorescencia en la
mitad de la célula crecidas a 30 °C(*) 0 42 °C(®), por el numero total de células
que presenta alguna sefial en la célula.

‘LR (localizacién relativa) de incorporacién de EcFtsZ o ZipA en la mitad de la

_élula. Se obtuvo dividiéndo el porcentaje a 42 °C por el porcentaje a 30 °C.
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Figura 17. Distribucién de EcFtsZ tipo silvestre y las mutantes E83Q y R85Q a
lo largo del eje longitudinal de la célula. En las imagenes de las células que se
muestran en la figura 13 se trazd un vector entre los polos de la célula y se
registré la intensidad de sefal de fluorescencia en el vector mediante el
programa ImageJ. El largo celular se normalizé entre los valores 0 y 1 mediante
un programa desarrollado en nuestro laboratorio. La intensidad normalizada

para cada una de las cepas se graficd versus el largo celular normalizado.
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producto de la pequena cantidad de EcFtsZ presente y formaciéon de células
filamentosas. La complementacién con la proteina tipo silvestre mostré que esta
se localizé principalmente en la mitad de la célula a diferencia de las mutantes.
La mutante E83Q mostré una distribucion similar a su control a 30 °C y la
mutante R85Q una distribucién mas expandida con un maximo en la mitad de la
célula. Si comparamos este patrdn de distribucién con la viabilidad celular para
cada uno de los casos ensayados, observamos que la carencia (no se localiza
porque no hay) de EcFtsZ, resulta a células no viables. Aunque la distribucién
de la proteina tipo silvestre fue diferente de su control a 30 °C, no influy6 sobre
la viabilidad de las células. Sin embargo, la mutante E83Q presenté un patrén
de distribucion similar a 30 °C y a 42 °C, pero su viabilidad celular fue menor
(0,9 %). La mutante R85Q con un patrén de localizacién mas expandido mostro

una viabilidad menor (0,1 %).
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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 formacién del proto-anillo en la cara
citoplasmatica de la membrana interna y el reclutamiento secuencial de las
proteinas de membrana que formaran en el espacio periplasmico la maquinaria
responsable de la sintesis de la mureina y la septacion celular. El proto-anillo es
el anillo Z, polimero de EcFtsZ, anclado a la membrana por FtsA y ZipA. El
objetivo de este capitulo es determinar la importancia de los aminoacidos E83 y
R85 de EcFtsZ en la interaccion con ZipA en solucién y en proteoliposomas y
observar la dependencia de estos aminoacidos para la localizacion de ZipA en

las células.

Il.1. Efecto de ZipA sobre la formacién in vitro de laminas de EcFtsZ tipo

silvestre y las mutantes E83Q y R85Q. En el capitulo 1l se demostro in vivo que
EcFtsZ tipo silvestre y las mutantes se localizan en la mitad de la célula y en el
capitulo | que la mutacién E83Q favorece las interacciones laterales para la
«30ciacién de los protbﬂlamentos en laminas y la R85Q anula la interaccion
para la formacion de los pr.otoﬁlamentos largos en presencia de calcio. Se sabe
que in vitro, ZipA induce la formacion de laminas de EcFtsZ tipo silvestre a
través de la interaccion de los Ultimos 17 aminoacidos del extremo carboxilo
terminal de EcFtsZ con el dominio FBP de ZipA (Mosyak 2000). Con el objeto

de comparar las interacciones laterales de las mutantes con las de la proteina

52



silvestre en los polimeros de EcFtsZ, se determino el efecto de ZipA en la
formacion de laminas de estas tres proteinas.

Purificacién. Para purificar la proteina ZipA se utilizé esta proteina
fusionada en el extremo amino terminal con un péptido de poli-histidina (6His).
Para eliminar un posible efecto de este péptido sobre la funcionalidad de ZipA
se tratd con la proteasa trombina, que es especifica para cortar este péptido
desde ZipA. En la figura 18 (carril 1) se observa que la proteina ZipA purificada
mostré una banda correspondiente al tamafio m‘olecular de 51 kDa, pues esta
posee una migracién anémala, que no equivale a su peso molecular, pero
concuerda con el valor descrito por (RayChaudhuri, 1999). La banda de
proteina se reconocid por “inmuno blot" con el anticuerpo anti-ZipA (figura 18,
carril 2). En la figura 19 se muestra el cromatograma de los productos de
digestion de His6-ZipA con trombina. Se observan dos picos, el primero
correspondiente a ZipA sin el péptido 6His y el segundo a la proteina no
digerida. Los espectros de dicroismo circular en el UV lejano (figura 20)
mostraron que la proteina sin poli-histidina tenia un contenido menor de
sstructura secundaria que la proteina no digerida. Por esta razén, se decidid
continuar con los experimentos sin eliminar la poli-histidina.

Efecto de ZipA sobre la polimerizacién y actividad GTPasica de EcFtsZ
silvestre y las mutantes E83Q y R85Q. Con este proposito se hicieron dos
experimentos en paralelo, en uno se siguio la polimerizacion por dispersion de

luz y en el otro la actividad GTPasica. La figura 21 muestra que al agregar
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Figura 18. SDS-PAGE e “inmuno blot” de ZipA. SDS-PAGE de la proteina de la
ultima etapa de la purificacién, tefiida con azul de Coomassie, carril 1. “Inmuno

blot” con anticuerpo policlonal anti-ZipA, carril 2. Mr, estandar de masa relativa.
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Figura 19. Cromatograma de la elusién de His6-ZipA digerida con trombina
‘esde una columna de afinidad de niquel. HisB-ZipA digerida con trombina se
eluyd 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 registrd la intensidad de emision a 475 nm.
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Figura 20. Dicroismo circular en el UV lejano de HisB-ZipA y digerida con
trombina. Espectros de His6-ZipA 12 uM en amortiguador MOPS (circulo lieno)

de la proteina digerida con trombina en su medio de reaccién (circulo vacio).
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Figura 21. Efecto de ZipA sobre la polimerizacion y actividad GTPasica de
EcFtsZ tipo silvestre y las mutantes E83Q y R85Q. Se registré la dispersion de
luz a 350 nm (A, B y C) de una solucién a 30 °C que contenia amortiguador de
polimerizacién y GTP 1 mM (azul) y de otra idéntica con ZipA 12 uM (rojo) y se
cuantificé el contenido de Pi con verde malquita (A’, B’ y C'). La reaccion se
inicié con la adicién de EcFtsZ tipo silvestre (A y A') y mutantes EB3Q (By B') y
R85Q (C y C’). La flecha indica la adicién de la proteina, 12 uM.
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EcFtsZ tipo silvestre a una solucién que contenia ZipA y GTP, la dispersion de
luz aumenté hasta alcanzar un maximo igual que su control sin ZipA. Una vez
alcanzado el maximo, la dispersion de luz aumentd lentamente con una
extension mayor y la despolimerizacion se redujo hasta alcanzar una linea base
mayor que tendidé a incrementar respecto al control sin ZipA. El aumento del
valor de la linea base indicaria la presencia de polimeros de ZipA-EcFtsZ-GDP.
Esto se sustenta en que la actividad GTPasica es practicamente nuta después
de 30 minutos (figura 21 A’). Se observa que la velocidad inicial de hidrélisis de
GTP en presencia de ZipA practicamente no se altera (figura 9). Estos
resultados indican que ZipA estabiliza los polimeros de EcFtsZ tipo silvestre de
manera independiente a la actividad GTPasica y es responsable del aumento
de la extension de la polimerizacién.

En la figura 21 B se observa que la dispersion de luz dé una solucion que
contenfa ZipA y GTP, al agregar la mutante E83Q, aumentd dos veces respecto
al valor del control sin ZipA. Con ZipA, se observé un aumento en la dispersion
de luz, la extensién de la polimerizaciéon se hizo menor y disminuy6 hasta
alcanzar un valor mayor que la linea base de su control sin ZipA y continué
.decayendo lentamente. Ai comparar el maximo de la polimerizacion de la
mutante E83Q con la de la tipo silvestre, se observa que la mutante mostro un
mayor aumento en la dispersién de luz en presencia de ZipA (figura 5), lo que
indica que la mutante E83Q favorece la polimerizacion en presencia de ZipA.
Ademas, la extensién de polimerizacion con y sin ZipA es mayor que la de tipo

silvestre, lo que sugiere que los polimeros de la mutante E83Q son mas
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estables que la de tipo silvestre. La figura 21 B' muestra que la actividad
GTPésica no se afecta en presencia de ZipA (figura 9). Al comparar las
velocidades de hidrélisis de la mutante E83Q con la de la tipo silvestre se
observa una disminucion aproximadamente a la mitad. Esto explica la mayor
extension en el estado polimerizado de la mutante. La figura 21 C muestra que
la pequefia dispersion de luz de la mutante R85Q incrementd en dos veces en
presencia de ZipA con respecto a su control. Este, luego de alcanzar un
maximo, disminuyo lentamente tendiendo a llegar al valor del control sin ZipA.
La figura 21 C' muestra que ZipA incrementd 2,1 veces la velocidad inicial de
hidrolisis del GTP de la mutante, con respecto a su control sin ZipA (figura 9).
Cabe hacer notar que la actividad de esta ultima mutante es 5,4 veces menor
que la de la tipo silvestre en ausencia de ZipA. Estos resultados indican que la
polimerizacién en protofilamentos cortos de la mutante R85Q (figura 7 F) es;
responsable de una reducida actividad GTPasica y que ZipA induce la
interacciéon longitudinal (formacion de sitio de hidrdlisis del GTP), pues en su
presencia se incrementa la reducida actividad GTPasica (figura 9) y de
polimerizacion (figura 5).

| En la figura 22 se muestra la sedimentacion de ZipA en presencia de
polimeros de EcFtsZ tipo silvestre y las mutantes E83Q y R85Q. Se observa
que ZipA se distribuye tanto en la fraccién soluble y precipitada. Pero en
presencia de EcFtsZ tipo silvestre o las mutantes, ZipA co-sedimenta con ellas

y se encuentra mayoritariamente en la fraccion precipitada. Este resultado
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Figura 22. Co-sedimentacion de ZipA inducida por EcFtsZ tipo silvestre y las
mutantes E83Q y R85Q. El ensayo de polimerizacién a 30 °C en amortiguador
de polimerizacién a 30 °C con GTP 1 mM, se incubd 5 minutos con EcFtsZ tipo
silvestre (WT) y las mutantes E83Q (E83Q) y R85Q (R85Q) 12 uM. La reaccion
se inicid con ZipA 12 uM, 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 proteinas EcFtsZ tipo silvestre y las mutantes se reconocieron con

anticuerpos policlonales para las respectivas proteinas (Materiales y Métodos).
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sugiere que la ZipA interactla tanto con EcFtsZ tipo silvestre como con las
mutantes.

La morfologia de los polimeros de EcFtsZ tipo silvestre y de las mutantes
E83Q y R85Q inducidos con ZipA se determind por microscopia electrénica. En
la figura 23 C y a mayor aumento en la figura 23 D, se observa que ZipA indujo
la formacién de una mezcla de filamentos y [aminas a partir de los polimeros de
EcFtsZ tipo silvestre inducidos por GTP. El control sin GTP (figura 23 B)
muestra mas bien agregados amorfos y ZipA con GTP no forma polimeros
(figura 23 A). En las muestras tomadas a tiempos mas largos de
despolimerizacién, una vez estabilizada la dispersién de luz, se observaron
agregados amorfos similares al de la figura 23 B. Las laminas de EB83Q
inducidas con ZipA son mas anchas y menos definidas (figura 23 E). La
mutante R85Q no formd laminas en presencia de ZipA (figura 23 F).

Estos resultados en su conjunto indican que ZipA solo induce la
formacion de manojos de polimeros que contienen GTP y que la mutante E83Q
forma laminas mas anchas y estables que los de la proteina silvestre. La
ausencia de polimeros de la mutante R85Q no favorece la formacion de laminas
.y solo produce un peqdeﬁo aumento de protofilamento responsable del

aumento de la actividad GTPasica.
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Figura 23. Microscopia electrénica de los polimeros de EcFtsZ tipo silvestre y
las mutantes E83Q y R85Q en presencia de ZipA. La polimerizacion a 30 °C de
EcFtsZ tipo silvestre (C y D) y las mutantes E83Q (E) y R85Q (F), se hizo en
amortiguador de polimerizacién que contenia GTP 1 mM. (B) control EcFtsZ
silvestre sin GTP. Concentracion de proteina 5 uM. Después de 5 minutos de
agregar ZipA 5 uM, se tomaron las muestras (Materiales y Métodos). Barra de

las figuras A, By C, 100 nm. Barra de las figuras D, Ey F, 50 nm.
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I1l.2. Efecto de las mutaciones E83Q y R85Q de EcFisZ sobre su
interaccion con ZipA unida a liposomas. La ZipA es una proteina que se une a
la membrana citoplasmatica de E. coli por su extremo amino terminal y co-
localiza en la mitad de las celulas con el anillo Z. Esto indica que EcFtsZ
interactia con ZipA en la membrana, lo que no ha sido demostrado. En lll.1 se
demostré que ZipA libre en solucién induce las interacciones laterales de
EcFtsZ en soluciéon. Para determinar el efecto de ZipA anclada en una
membrana de lipidos, sobre la interaccion con EcFtsZ tipo silvestre y las
mutantes E83Q y R85Q en presencia de GTP se hizo experimento de
sedimentacion y de dispersion de luz en proteoliposomas (ZipA unida a
liposomas).

Con el fin de determinar la interaccién de ZipA en los proteoliposomas
con EcFtsZ tipo silvestre y las mutantes E83Q y R85Q, se sedimentaron los
proteoliposomas en presencia de estas proteinas. Como control se utilizdé una
solucién con liposomas que se traté de la misma manera. En la figura 24 se
muestra el contenido de ZipA y de EcFtsZ tipo silvestre y las mutantes en los
protecliposomas (precipitado) y en solucibn en una condicion de no
-polimerizacién al separar Iés proteinas por SDS-PAGE. Se observa solo EcFtsZ
tipo silvestre en la solucién en presencia de liposomas. En los proteoliposomas,
EcFtsZ tipo silvestre y las mutantes E83Q y R85Q se distribuyeron en el
sobrenadante y en el precipitado. También se observa que ZipA en presencia

de EcFtsZ tipo silvestre y la mutante E83Q solo se encontré en el precipitado,

63



Liposomas Proteoliposomas

il WT — WT  E83Q R85Q
s P8 P g p -5 P 3 P § P

e ZipA
~eaf—- EcFisd

Figura 24. Interaccion de EcFtsZ tipo silvestre y las mutantes E83Q y R85Q en
proteoliposomas de ZipA y en una solucién de liposomas en una condicion de
no polimerizacién. EcFtsZ tipo silvestre (WT) o la mutante E83Q (E83Q) o
R85Q (R85Q) o sin EcFtsZ (-) en amortiguador fosfato pH 7,0 sin GTP se
incubd a 30 °C con liposomas o protecliposomas de ZipA. Las muestras se
centrifugaron y las proteinas del sobrenadante (S) y del precipitado (P) se

separaron por SDS-PAGE y las bandas se tifieron con plata.
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sin embargo, en presencia de la mutante R85Q se distribuyé en el
sobrenadante y en el precipitado. Los resultados indican que EcFtsZ tipo
silvestre y las mutantes E83Q y R85Q interacttan con ZipA de los
protecliposomas en una condicién en donde la interaccion entre EcFtsZ se
encuentra desfavorecida. En la figura 25 A se observa que en amortiguador de
polimerizacién con y sin GTP en presencia de liposomas, EcFtsZ tipo silvestre
solo se encuentra en el sobrenadante. Sin embargo, en presencia de los
proteoliposomas, con y sin GTP, EcFtsZ tipo silvestre se distribuye tanto en el
sobrenadante como en el precipitado (figura 25 B). La distribucion 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 fréccic’m 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. Ademas, se observa que
para las tres proteinas ensayadas la presencia o ausencia de GTP no altera la
co-sedimentacion de EcFtsZ con los proteoliposomas. Como control de la
| presencia de ZipA en los p}oteoliposomas se observa la banda de esta proteina
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 interactlia con EcFtsZ tipo silvestre y las mutantes
E83Q y R85Q y que esta union es independiente del estado de polimerizacion

de EcFtsZ.
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A Liposomas
WT E83Q RE5Q
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B Protecliposomas
T B .. Res5q

C WT E83Q R85Q
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Figura 25. Interaccion de EcFtsZ tipo silvestre y las mutantes E83Q y R85Q en
protecliposomas de ZipA y en una solucion de liposomas. EcFtsZ tipo silvestre
(WT) o la mutante E83Q (E83Q) o R85Q (R85Q) en el amortiguador de
polimerizacion a pH 6,5 se incubd a 30 °C con liposomas (A) o protecliposomas
de ZipA (B y C). Las muestras (SP) se centrifugaron y las proteinas del
sobrenadante (S) y del precipitado (P) se separaron por SDS-PAGE y las
bandas se tineron con plata (A y B) o se detectaron por inmunoblot con
anticuerpo policlonal anti-ZipA (C). Los signos “+" 0 “-" a la derecha de SP, Sy

P, indican la presencia o ausencia de GTP 2 mM, respectivamente.
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Se demostré que ZipA interactla con cada una de las tres EcFtsZ en
solucién y en protecliposomas. En solucién el efecto de ZipA sobre el
incremento de la polimerizacién de EcFtsZ mutantes E83Q y R85Q se hizo
mayor que el de tipo silvestre (figura 5). Con el propésito de determinar el efecto
de ZipA de los protecliposomas sobre la polimerizacion de EcFtsZ tipo silvestre
y las mutantes E83Q y R85Q se hicieron ensayos de dispersion de luz. En la
tabla 4 se observa que para EcFtsZ tipo silvestre y las mutantes, el incremento
de la dispersién de luz en presencia de los proteoliposomas es menor que el
incremento de dispersion de luz en presencia de los liposomas. Esto indica que
la cantidad de los polimeros libres en solucion (no adheridas sobre los
proteoliposomas) disminuye en presencia de proteoliposomas. Al comparar los
incrementos de dispersion de luz entre liposomas y solucion (Aliposomas), la
razén entre ambos.son menores que la unidad para las tres proteinas. Por esta
razon se utilizd estos valores (Aliposomas) como control para evaluar el efecto
de ZipA de los proteoliposomas. El incremento de dispersion de luz de las
mutantes en presencia de los proteoliposomas es menor que el de la EcFtsZ
tipo silvestre, lo que' indica que la interaccion de las mutantes en los
.proteoliposomas es mas ;.favorable que la de EcFtsZ tipo silvestre. Este

resultado sugiere que las mutantes polimerizan adheridas a los proteoliposomas.
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Tabla 4. Influencia de los protecliposomas y liposomas sobre la dispersion de
luz de polimeros en solucion de EcFtsZ tipo silvestre y las mutantes E83Q y
R85Q inducidos por ZipA.

Incremento de dispersién de luz de la polimerizacién
EcFtsZ A Proteoliposomas A Liposomas
WT 146 (0,6 230 (0,8
E83Q 58 (0,2°% 286 (0,59
R85Q 22 (0,2%) 130 (0,69

Diferencia entre la linea base y el maximo de dispersion de luz al agregar
EcFtsZ tipo silvestre o las mutantes E83Q o R85Q a una solucion que contiene
GTP 1 mM y protecliposomas o liposomas.

bAproteoliposomas/Aliposomas.

Aliposomas/Asolucion, no se incluye el valor de A solucién.
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l11.3. Efecto de las mutaciones E83Q y R85Q de EcFtsZ sobre la
localizacién de ZipA en la célula. La localizacion de ZipA en el sitio de la division
celular depende de la presencia del anillo Z y se piensa que la interaccion 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 interaccién con la ZipA, por lo
cual es poco probable que se interfieran. Se demostré que in vitro la mutante
E83Q forma laminas inducidas por la ZipA mientras que la mutante R85Q no las
forma debido a la baja cantidad de protofilamentos y dobles filamentos. /In vivo
ambas mutantes se localizan en la mitad de la célula con un patrén de
distribucién diferente (capitulo 1l). Estos resultados indican que ZipA se
reclutaria en forma proporcional a la cantidad de EcFtsZ E;ue se encuentra en la
mitad de la célula, asi una mutacién que altera la formacién del anillo debiera
disminuir la cantidad de ZipA reclutada en la mitad de la célula. Para demostrar
esta hipotesis se determiné la localizacién de ZipA en células VIP2/pLARS
complementadas con EcFtsZ tipo silvestre y las mutantes E83Q y R85Q.

En la figura 26 se observa que ZipA cromosomal se expresa en todas las
cepas ensayadas. En la figura 27 a, b ¢ y d, se observa que a 30 °C, en las
células que expresan EcFtsZ tipo silvestre, las mutantes E83Q y R85Q vy el
control sin complementar, ZipA se localizo en la mitad de la célula. A 42 °C, las

células VIP2/pLARS sin complementar muestran que ZipA se localizé en varios
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42°C

b &5 28

Figura 26. Efecto de la complementacion con EcFtsZ tipo silvestre y las
mutantes sobre la expresién de ZipA en células VIP2/pLARY crecidas a 30 °C y
a 42°C. “Inmuno blot’ de las proteinas totales, separadas por SDS-PAGE,
provenientes de las cepas crecidas a 30 °C y a 42 °C. Las cepas se indican en
la parte superior de la figura. Carril M, marcador de masa molecular relativa
cuyos valores se indican a la izquierda. MC1061, cepa parental de
VIP2/pLARY; Vip2/(-), cepa VIP2/pLARS que contiene el plasmido, pLARS,
termo-sensible a 42 °C; Vip2/WT, Vip2/EQ y Vip2/RQ, corresponden a la cepa
VIP2/pLARS complementada con la EcFtsZ tipo silvestre y las mutantes E83Q y

R85Q, respectivamente.
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WT

E83Q

R85Q

Figura 27. Localizacién de ZipA en las células VIP2/pLAR9 que expresan
EcFtsZ tipo silvestre o las mutantes E83Q o R85Q. Localizacién de ZipA en las
células VIP2/pLARS 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 células se crecieron a 30 °C (columna izquierda) o a 42 °C (columna
derecha) y la proteina ZipA se visualizé 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 f). La expresion de EcFtsZ tipo silvestre, localizé a ZipA en la

mitad de la célula, de manera similar a lo observado a 30 °C. Este resultado

confirmo que la localizacién de ZipA es dependiente de la presencia de EcFtsZ.

Las celulas complementadas con la mutante E83Q a 42 °C, mostraron que ZipA

se localiza en la mitad de manera similar a las células que expresan la proteina

tipo silvestre (figura 27 g). Sin embargo, la complementacién con la mutanter
R85Q a 42°C, disminuyo el numero de células con ZipA localizada en la mitad

de las células, figura 27 h.

En la tabla 3 se muestran los valores de la localizacion relativa de ZipA
en la mitad de la célula que expresan EcFtsZ tipo silvestre y las mutantes E83Q
y R85Q. Las células que expresan EcFtsZ tipo silvestre mostraron un valor de
0,73 (100 %), las células que expresan la mutante E83Q un valorr 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 localizar la ZipA en la
mitad de la célula, lugar de septacion celular.

En la figura 28 se muestra el patron de distribucién de ZipAa 30 °Cy a
42 °C, cuando las células se complementan con EcFtsZ tipo silvestre y las
‘mutantes E83Q y R85Q. A 30 °C, en todos los casos se observé una
distribucién similar en la mitad de la célula que aumentd cerca de los extremos
en el control (-) y en las mutantes. A 42 °C, en el control sin complementar, no
se observd una localizacion preferencial de ZipA. Estas células al ser

complementadas con la EcFtsZ tipo silvestre mostraron una localizacién
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'Figura 28. Distribucién de ZipA a lo largo del eje longitudinal de la célula. En las
imagenes de las células que se muestran en la figura 21 se trazé un vector
entre los polos de la célula y se registr6 la intensidad de sefal de fluorescencia
en el vector mediante el programa ImageJ. El largo celular se normalizé entre
los valores 0 y 1 mediante un programa desarrollado en nuestro laboratorio. La
intensidad normalizada para cada una de las cepas se grafico versus el largo

celular normalizado.
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preferente de la ZipA en la mitad de la célula. La expresién de la mutante E83Q,

no modificd el patrén de localizacién observado a 30 °C. En células que
expresan la mutante R85Q, la ZipA se localizé en la mitad de la célula y decayd
hacia ambos extremos. En células crecidas a 42 °C al comparar la distribucion
de ZipA con la de EcFtsZ tipo silvestre y la de las mutantes E83Q y R85Q se
observa un patrdn similar (figura 17 y 28). Esto indica que la ubicacion de ZipA
depende de la localizacion de EcFtsZ tipo silvestre y de las mutantes, lo que

sugiere una interaccion entre ambas proteinas in vivo.
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DISCUSION

En esta tesis se utilizd EcFtsZ con las mutaciones puntuales, E83Q y
R85Q en la hélice H3 de la superficie lateral, para determinar la importancia de
esta superficie sobre la localizacién de EcFtsZ en la mitad de la célula, la
formacion y la funcién del anillo Z. Se demostré que la localizacién de EcFtsZ
en la mitad de la célula no se afecta por las mutaciones laterales E83Q y R85Q
(figura 3) aunque in vitro, su polimerizacion se encuentra desfavorecida (figura
5). La interaccion de ZipA con la mutante E83Q o con la R85Q produjo un
aumento de la polimerizacién de las proteinas mutantes mayor que el producido
en EcFtsZ tipo silvestre por ZipA (figura 5). En presencia de ZipA o calcio, se
observé una mayor polimerizacion y estabilidad de los polimeros de la mutante
E83Q respecto a los de tipo silvestre y tuvo un efecto mucho menor sobre la
polimerizacién de R85Q (figura 4 y figura 21 A, B y C). In vivo, EcFtsZ tipo
silvestre y las mutantes E83Q y R85Q mostraron un patréon de distribucion
celuar diferente entre ellas y ZipA siguid el mismo patron de distribucion de
ada proteina (figura 1? y 28). Estos resultados sugieren que la estabilizacion
de los polimeros de la mut:ante E83Q y la escasa polimerizacion de la mutante

R85Q afectan la dinamica de polimerizacién propia de la funcion del anillo Z.

Efecto de las mutaciones E83Q y R85Q de EcFtsZ sobre la

polimerizacion en laminas. La figura 29 muestra que una molécula de EcFtsZ en
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Figura 29. Modelo para explicar el efecto de las mutaciones E83Q y R85Q de
EcFtsZ sobre la formacién de laminas. Monémeros de EcFtsZ-GTP (T) se
polimerizan en protofilamentos cortos por interacciones longitudinales, reaccion
1. A estos protofilamentos se unen monémeros de EcFtsZ en la superficie
lateral (interaccion lateral 1) pata formar el nucleo de los dobles filamentos, los
wuales crecen longitudinalmente de manera cooperativa, reacciéon 2. Los
filamentos dobles se asocién por interaccién laterales (interaccion lateral 2) para
formar laminas, que se favorecen con ZipA o calcio, reaccién 3. En todos los
polimeros ocurre hidrélisis de GTP, lo que induce la despolimerizacion para
producir monémeros de EcFtsZ-GDP (D), reaccion 4. La interaccion entre
EcFtsZ-GDP (D) y ZipA produce agregados, reaccion 5. El GDP unido a EcFtsZ
se intercambia por GTP, reaccion 6. La mutacion R85Q inhibe y la E83Q

favorece la reaccion 2.
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presencia de GTP interactia longitudinalmente para producir los
protofilamentos. A estos protofilamentos se unen mondémeros de EcFtsZ en la
superficie lateral (interaccion N-N) para formar el nlcleo de los dobles
filamentos, los cuales crecen longitudinalmente de manera cooperativa. Los
filamentos dobles se asocian por interaccion laterales (interaccion C-C) para
formar laminas. Esta interacciéon se favorece en presencia de calcio o ZipA
(Gonzalez y et al.,, 2003). En este proceso de formacidén de laminas existen
varias etapas en donde la polimerizacién de las laminas se podria afectar. Las
mutaciones E83Q y R85Q tendrian un efecto en la interaccion lateral N-N. La
mutacién E83Q favoreceria esta interaccién lo cual hace que la reaccion se
desvie hacia la formacién de los filamentos dobles (pues forma polimeros
compuestos por 2 o mas protofilamentos mas estables, figura 4 y 7), esto a su
vez favoreceria la formacién de las laminas en presencia de ZipA o calcio
(figura 5). Al contrario, la mutacion R85Q desfavoreceria la formacion de
filamentos dobles, acumulandose los protofilamentos cortos (pues presenta una
actividad GTPasica pero reducida, figura 9, y forma escasos polimeros cortos,
figura 5 y 7) Por esto,” ZipA o calcio no tendria efecto sobre la induccidn de

" laminas a través de la interaccion lateral C-C.

Modelo molecular de las interacciones laterales entre mondmeros de
EcFtsZ para la formacion de los filamentos dobles. Con el propésito de explicar
las interacciones laterales a nivel molecular, se discutira cémo las mutaciones

en las superficies laterales se ajustan a los modelos disponibles de formacién
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de filamentos dobles (Beuria et al., 2006; Lowe y Amos, 1999). En la tabla 5 se
observa que las mutaciones de aminoacidos cargados, D86K, E238A y E250A,
afectan la capacidad para formar las laminas y resultados experimentales de
polimerizacion de EcFtsZ en presencia sales, sugieren que esta interaccion
seria de caracter hidrofébico (Beuria et al, 2003; Yu y Margolin, 1998).
Predicciones in silico, de las interacciones laterales (interacciones NC o
interacciones entre las superficies izquierda y derecha) de EcFtsZ, para la
interaccion entre dos protofilamentos, muestran zonas hidrofébicas y cargadas,
donde los aminoacidos R78, R85, D82 y R89 de la superficie izquierda y el
aminoacido E152 de la superficie derecha son importantes para la interaccion
lateral de EcFtsZ (Garcés, 2007). Para explicar el efecto de las mutaciones
EB3Q y R85Q describiremos las interacciones laterales de acuerdo a los dos
modelos antes mencionados.

Los dobles filamentos, “thick filament’, postulados por Lowe y Amos
(1999), se estabilizan por la interaccién lateral entre las superficies del dominio
amino de dos protofilmentos paralelos (interaccién NN). En los protofilamentos
dobles de Beuria, T. y et al. (2006), la interaccién lateral se produce entre la
" superficie del dominio amino y la del carboxilo entre protofilamentos paralelos
(interaccion N-C). En la superficie lateral derecha (dominio carboxilo), la
sustitucion de aminoacidos acidos, E238 y E250, por la alanina, induce solo
protofilamentos (tabla 5), lo que indica que estos aminodcidos estabilizan la

interaccion lateral entre protofilamentos. En el modelo de formacion de laminas
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Tabla 5. Resumen de las propiedades de EcFtsZ con mutaciones puntuales

localizadas en la superficie lateral del dominio carboxilo o amino.

Mutacién | Ubicac. | °Polim. |°Comp. | “Local. | °Referencia
WT ) = " + (Redick of al., 2005; Rueda et
al., 2003) Esta tesis
D86K H3 2 PF - ND (Lu et al., 2001)
E83Q H3 P - + Esta tesis
R85Q H3 PFy 2PF - + Esta tesis
E238A H9 PF - ND (Lu et al., 2001)""
E250A HO9-S9 PF - ‘ND (Lu et al., 2001)

2Ubicacion de la mutacion sobre la estructura secundaria de EcFtsZ.

®Tipo de polimeros que forma EcFtsZ en amortiguador de polimerizacion. P,
polimero de varios protofilamentos asociados y PF, protofilamento.
°Funcionalidad in vivo de las EcFtsZ, (+) complementa y (-) no complementa a
una cepa mutante en f{sZ. |

9 ocalizacién en la mitad de la célula. (+) localiza y ND, no determinado.
*Referencia bibliografica.
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de Lowe y Amos (1999) estos aminoacidos participarian en la interaccion lateral
entre los filamentos dobles que ocurre a través de la superficie del dominio
carboxilo de EcFtsZ. Sin embargo, esto no explica la ausencia de los dobles
filamentos, pues las mutaciones E238A y E250A no afectan la superficie lateral
izquierda, importante para la formacién de dobles filamentos. Este analisis de la
informacién existente en su conjunto no favorece ninguno de los dos modelos
de formacién de laminas mencionados (Beuria et al., 2006; Lowe y Amos, 1999).
Por lo que usaremos ambos modelos para explicar como participarian los
aminoacidos E83 y R85, en la interaccion lateral para la formacién de los dobles
filamentos.

Consideremos primero el modelo de Lowe y Amos (Lowe y Amos, 1999).
En la figura 30 se muestran los aminoacidos de la hélice H3 localizados en la
interfase de la interaccion lateral del dimero de EcFtsZ planteado por Lowe y
Amos. En esta interfase, el glutamato 83 y la arginina 85 de un mondmero, se
encuentran enfrentados con otros amino&cidos cargados a una distancia menor
a 5 A del siguiente monémero con los que interactuarian lateralmente. Asi, se
enfrentan E83 con E118 y R85 con E118 y E152. Esto hace pensar que en
- EcFtsZ tipo silvestre, se p'iroduciria una repulsién entre E83 y E118, que al
eliminar la carga negativa del E83, favoreceria la interaccién lateral para formar

los dobles filamentos. De manera opuesta, la arginina 85 podria formar un
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Figura 30. Aminoacidos de la hélice H3 en la interfase de interaccién lateral de
dos monémeros de EcFtsZ. Interfase de interaccion lateral a través de las
hélices H3 entre las superficies del dominic amino del modelo de formacion de
filamentos dobles (Lowe y Amos, 1999). En verde se muestra la H3 de un
monémero de EcFtsZ de un protofilamento y en azul del monémero ubicado en
el protofilamento adyacente. Los aminoacidos mutados en esta tesis, E83 y R85
se muestran en rojo y en azul, respectivamente. Los aminoacidos que se
encuentran a 5 A de distancia de la cadena lateral de E83 y R85 se sefialan con

flechas y nomenclatura correspondiente (Garcés, A., 2007)
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puente salino con el glutamato 118 o el glutamato 152 en la proteina tipo
silvestre, que se anularia con la mutacién R85Q y debilitaria la interaccidn
lateral para formar los filamentos dobles. El segundo modelo planteado por
prediccién in silico de la interaccion lateral de EcFtsZ seria una asociacion
paralela entre la superficie del dominio amino (izquierda) de un protofilamento
con la superficie del dominio carboxilo (derecha) del otro (Beuria et al., 2008;
Garcés, 2007). En este modelo se observa que entre los aminoacidos de la
superficie izquierda que participarian esta la arginina 85, lo que hace suponer
que la sustitucion de este aminoacido por glutamina, desfavoreceria la
interaccion entre las superficies del carboxilo de un protofilamento y del amino
de otro profofilamento. El modelo también muestra que el glutamato 83 no
participaria en una unién de tipo electrostatica, por lo tanto, dependiendo del
aminoacido que enfrenta podria producir una repulsién si el aminoacido es de
carga negativa o se inocuo si es neutra. Los resultados de polimerizacién
indican que podria haber una repulsién, pues al eliminar la carga negativa se

favorece la interaccion lateral.

Efecto de la localizacién de las mutantes sobre la viabilidad celular. La
localizacion de EcFtsZ en la mitad de la célula se afecta con mutaciones en la
interfase de interaccién longitudinal de EcFtsZ, que alteran la formaciéon de
protofilamentos y la hidrélisis de GTP, e inducen la filamentacién de las células
reduciendo la viabilidad celular (Addinall et al., 1996; Addinall et al., 1997;

Michie et al., 2006; Redick et al., 2005; Stricker y Erickson, 2003). Esto remarca
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la importancia de los protofilamentos en la funcién del anillo Z. La interfase de
interaccion lateral se encuentra pobremente caracterizada, por lo que se
desconoce la importancia de la superficie lateral de EcFtsZ en la formacion y la
funcion del anillo Z. Sin embargo, al hacer un calculo para determinar cuantos
anillos de protofilamentos podrian formarse con la concentracién de la proteina
intracelular, considerando el perimetro transversal de la célula y que el nimero
de moléculas de EcFtsZ (entre 4000 (Rueda et al., 2003) y 15000 (Stricker, L.y
Erickson, H., 1998)), resulta que el anillo Z estaria formado por al menos seis
anillos de protofilamentos, con 6000 moléculas (Gonzalez et al., 2003). También
se ha planteado la posibilidad que el anillo Z esté formado por decenas de
pequefios protofilamentos (Gonzalez et al., 2003; Stricker et al., 2002). Si se
considera cualquiera de estos modelos y la formacion de laminas de EcFtsZ in
vitro, se deduce que el anillo Z estaria formado de polimeros estabilizados
mediante interacciones longitudinales y laterales. Otras mutantes laterales en
EcFtsZ (tabla 5), al igual que E83Q y R85Q, afectan la formacién de laminas in
vitro y no complementan a una cepa de E. coli que contiene una mutacién en
EcFtsZ. Aunque solo en esta tesis se observo que la mutante E83Q y la R85Q
se localizaron en la mitad de la célula (figura 17 y tabla 3), podemos deducir
que las interacciones laterales son importantes.

Con el propdsito de determinar una relacion entre la formacion del anillo
Z y las propiedades funcionales in vitro de EcFtsZ, se caracterizé EcFtsZ
fusionada a la proteina fluorescente EYFP. EcFtsZ fusionada a la proteina

fluorescente EYFP mostré una viabilidad celular similar a las células carentes
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de EcFtsZ (figura 14), e in vitro mostré una inestabilidad de los polimeros
inducidos con GTP (figura 12). Por lo tanto, estos resultados no son suficientes
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 localizacién
de EcFtsZ en la célula en conjunto con las propiedades funcionales in vitro.

Al analizar los resultados in vitro e in vivo de las mutantes se sugiere que
en el caso.de la mutante E83Q, el patrén de distribucidon concentrado en la
mitad de la célula y sus propiedades funcionales in vitro, indicarian que esta
mutante se recluta como polimeros en la mitad de la célula, en cuyo caso se
forma el anillo Z. El patrén de distribucion mas bien expandido de la mutante
R85Q y sus propiedades funcionales in vitro, indicaria que no se forma un
polimero en la mitad de la célula. De acuerdo con los resultados in vitro de
polimerizacién en solucién y en proteoliposomas, postulamos que la mutante
E83Q se recluta en la mitad de la célula como polimeros, pues polimeriza en
presencia de GTP y ZipA induce la formacién de |laminas. De manera contraria,
la mutante R85Q podria reclutarse principalmente por el sistema MinCDE, pues
in vitro su polimerizacion esta desfavorecida y aumenta levemente en presencia

de ZipA. Estos planteamientos se sustentan por lo siguiente.

Polimerizaciéon de EcFtsZ en laminas. In vitro, en presencia de GTP, a
diferencia de la mutante R85Q, solo la mutante E83Q polimerizé (figura 4). La
disminucién en la dispersion de luz de la mutante E83Q con respecto a la tipo

silvestre sugiere que la interaccion entre ellas se encuentra debilitada por lo que
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su concentracion critica de formacién de polimeros es mayor a la de tipo
silvestre (Shin, 2003), pero que estos polimeros son mas estables que los de
tipo silvestre (figura 4). Al inducir la polimerizacién con calcio, la mutacidon E83Q
favorecio la formacion y la estabilidad de laminas con respecto las de tipo
silvestre y la mutacion R85Q inhibi6 la polimerizacion (figura 6). ZipA aumenté
aproximadamente en 30 % la polimerizacién de la mutante E83Q y disminuyb6
en 200 % la.polimerizacién de la mutante R85Q, respecto a la tipo silvestre

(figura 5, ECFtsZ + ZipA 12 uM).

Formacién del anillo Z. Los resultados de interaccion entre EcFtsZ y ZipA
en solucidén se complementaron con los ensayos de interaccion entre ambas
proteinas en proteoliposomas y la localizacion de ZipA en las células. Las
mutaéiones E83Q y R85Q de EcFtsZ no impidieron la interaccion con ZipA en
proteoliposomas (figura 24) y la similitud de patrén de distribucién entre ZipA 'y
EcFtsZ en las células sugieren que ambas proteinas interacttan in vivo (figura
17 y 28). Aunque las mutaciones E83Q y R85Q no afectaron la localizacién de
estas proteinas en la mitad de la célula (figura 3), los resultados del patron de
distribucién de las mutantes en la célula (figura 17) en conjunto con los
resultados in vitro de polimerizacién y actividad GTPasica (figura 5 y 9) hacen
suponer que la banda de la mutante E83Q podria estar compuesta por
polimeros y la de la mutante R85Q por polimeros mas pequefios 0 mas bien

oligémeros.
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Funcionalidad del anillo Z. Para la funcionalidad del anillo Z es necesaria
una dinamica rapida de recambio de subunidades de EcFtsZ, del citoplasma y
del anillo Z, que estd determinada por la actividad GTPasica de la proteina y el
intercambio de GD.P y GTP de los polimeros. Una disminucién al 10 % de la
actividad GTPasica reduce en nueve veces (0,1 %) el recambio de subunidades
de EcFtsZ, (Stricker et al, 2002). Si se supone una relacién lineal entre la
actividad GTPasica y el recambio de subunidades de EcFtsZ y considerando
que la mutante E83Q polimeriza in vivo, el recambio se reduciria en dos veces,
teniendo en cuenta que posee el 59 % de actividad GTPasica con respecto a la
tipo silvestre (se deduce de la figura 9). De alli que los polimeros de la mutante
E83Q que se localizan en la mitad de las células serian dos veces mas estables
que los de la tipo silvestre, hecho que se confirma por los resultados de
estabilidad in vitro de los polimeros de esta mutante (figura 4) que muestran un
periodo de estabilidad dos veces el de la tipo silvestre. La estabilidad de la
mutante E83Q no se alteraria en presencia de ZipA, pues esta proteina no
afectd la actividad GTPasica de EcFtsZ tipo silvestre y la mutante E83Q. El
aumento en 2,1 veces de la actividad GTPasica de la mutante R85Q (figura 9),
en presencia de ZipA, indicé un incremento en la interaccion longitudinal, lo que
hace suponer que R85Q forma pequefios polimeros u oligobmeros en su lugar
de localizacion (figura 17).

Una inhibicién de la actividad GTPasica, debido a la induccién de
interacciones laterales para formar polimeros estables o a la formacion de

protofilamentos inestables, inducen la muerte celular (Margalit et al., 2004). Lo
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que sugiere que la dinamica de polimerizacién de EcFtsZ es fundamental para
el funcionamiento del anillo Z. La dindmica de polimerizacion de la mutante
E83Q favorece la estabilidad de los polimeros, pues la actividad GTPasica es
un 41 % menor que la de tipo silvestre, disminuyendo el recambio de
subunidades del polimero. La polimerizacion de la mutante R85Q esta
desfavorecida, por lo que disminuye el nimero de interacciones longitudinales,
responsables de la actividad GTPasica (figura 9), asi la formacién de polimeros
funcionales dentro de las células esta desfavorecida.

En la mayoria de los casos la alteracién en alguna de las proteinas del
divisoma origina células filamentosas, lo que indica que la septacion celular se
encuentra impedida pero la bacteria sigue sintetizando mureina y asi la célula
sigue elongando (de Pedro et al, 1997; de Pedro et al, 2002; Pichoff vy
Lutkenhaus, 2002). La expresién de las mutantes E83Q o R85Q no formo
células filamentosas (tabla 2), por lo que deberia haber una menor velocidad de
elongacidn con respecto a la de septacion. Esto se explica por una alteracion en
el reclutamiento de las proteinas de sintesis de mureina, que la etapa tardia de
formacion del divisoma que depende de la formacién del protoanillo (Rico,
2006). Por esta razon seria interesante explorar la localizacién de una proteina
de la fabrica de peptidoglicanos como Ftsl. También seria interesante conocer
el efecto de las mutantes laterales de la tabla 5 sobre la morfologia celular, su
localizacién y reclutamiento de otras proteinas 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 complementaria con los
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resultados de esta tesis para comprender mejor la dindmica de polimerizacion

de EcFtsZ con la funcién del anillo Z y su consecuencia en la divisién celular.
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Conclusiones

La sustitucion de la arginina 85 por la glutamina impide las interacciones

longitudinales y laterales de EcFtsZ.

La sustitucion del glutamato 83 por la glutamina favorece las

interacciones laterales de EcFtsZ.

La localizacién de EcFtsZ no se afecta por la estabilidad de los polimeros

de EcFtsZ.

Una disminucién en la polimerizacion de EcFtsZ disminuye el

reclutamiento de ZipA en la mitad de la célula.

Un aumento o disminucién de la estabilidad de los polimeros de EcFtsZ

afecta la funcionalidad del anillo Z, lo cual disminuye la viabilidad celular.
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