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RESUMEN

El  denominado  divisoma  bacteriano  es  un  compl.ejo  multiprot6ico  compuesto

por al menos 15   proteinas en E.  co//., que se localizan en el punto divisi6n celular.  Este

complejo  permite  la  separaci6n  de  las  c6lulas  hijas  y  la  segregaci6n  del  cromosoma

bacteriano, mediante los procesos de septaci6n  y partici6n, respectivamente.

E]  primer componente del  divisoma en  rec]utarse al  si{io  de divisi6n  ce[ular,  es

la  Ftsz,  una  GTpasa  citos6lica  considerada  el  hom6Iogo  procarionte  de  la  tubulina.

Esta  proteina  polimeriza  para formar el  llamado  ani]lo Z,  una estructura dinamica que

se  contrae durante el  proceso  de septaci6n,  y se desehsambla  una vez que se  han

separado las c6Iulas  hijas.  Las  primeras proteinas que se unen  al anillo Z son  FtsA y

ZipA,  para formar el  protoanillo,  el  cual  recluta el  resto  de  las  proternas del  divisoma,

que participan en la sintesis del peptidoglicano septal.  Dado que FtsA es una ATpasa,

cabe preguntarse:  6Cual es el  papel que cumple la actividad ATpasica de FtsA en la

septaci6n? Se postula en este trabajo que la actividad ATpasica de F{sA participa en

forma activa en ]a constricci6n del ani[Io Z.

Se estudi6 la poljmerizaci6n de FtsA siguiendo la dispersj6n de luz a 350 nm,  Ia

proteina exhibi6 una importante tendencia a agregarse,  Ia cual se favoreci6 a una alta

concentraci6n  de  proteina  y  a  un  pH  acido;  y  se  inhibi6  con  sacarosa  (cosolvente

estabilizador),  fuerza  i6nica,  y  pH  alcalino.  Se  estudi6  el  efecto  del  ATP  sobre  la

cin6tica   de   polimerizaci6n   de   FtsA,    a   pH   7,4   se   observ6   un   estimulo   en   la

polimerizaci6n,  el  que  se  hiz6  menor  a  una  mayor  concentraci6n  de  protefna,  esto

indica  que  el  ATP  solo  tiene  efecto  sobre  el  estado  de  agregaci6n  de  la  proteina



cuando  esta  como  mon6mero  u  olig6meros,  no  asi  cuando  esta  agregada  formando

polimeros.  EI ATP  no tuvo efecto en  la polimerizaci6n de FtsA a pH acido.  Resultados

de microscopia electr6nica indican que a pH 8,0 FtsA forma manojos de polimeros en

presencia  de  ATP  (Gallardo,  2006),  y  que  en  cambio,  a  pH  entre  5  y  6  solo  forma

agregados  amorfos  (Marcin  Krupka  y  Dr.  Miguel Vicente,  CNB,  Madrid,  Espafia).  Por

experimentos  de  entrecruzamiento  quimico  se  determin6  que  la  h6Iice  C-terminal  de

FtsA es importante para la polimerizaci6n de la proteina,  pero no esencial. Se observ6

un dimero en el caso de FtsAA27, que ha sido propuesto como la unic]ad funcional de

la protefna por experimentos gen6ticos de complementaci6n.

Por anisotropia de la fluorescencia intrfnseca de FtsA se determin6 que Ftsz se

une  a  FtsA,  con  constantes  del  orden  micromoiar,  y  que  esta  interacci6n  es  mss

favorable a mayor concentraci6n de FtsA,  lo que sugiere que la afinidad del polimero

de   FtsA  por  Ftsz'es   mayor  que   la   del   mon6mero   u   olig6mero.   Lo   que  se  ha

corroborado   por   experimentos   /.n   v/.vo   de   complementaci6n   gen6tica   (Shiomi   y

Margolin, 2007).   Se determin6 ademas que la uni6n de Ftsz a FtsA inhibi6 su actividad

ATpasica, pues disminuy6 Ia  VrriA*,  Ia uni6n no afect6 la Krri.

En  conjunto  estos  resultados  indican  que  la  polimerizaci6n  de  FtsA,  que  es

dependiente  de  su  concentraci6n  y  de  ATP,  favorece  la  interacci6n  con  Ftsz.  Esto

sumado a la reciente determinaci6n de que la polimerizaci6n de FtsA favorece su uni6n

a la membrana (Shiomi y Margolin,  2008),`  permite estab[ecer que la po[imerizaci6n de

FtsA favoreceria la uni6n de la Ftsz a la membrana, permitiendo asi la formaci6n de un

anillo Z funcional.
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SUMMARY

The so-called bacterial divisome is a multiprotein complex composed of at least

15 different proteins  in  E.  co//.,  that are  located  in the  middle of the longitudinal axis of

the  cell,  during  the  process  of  cell  division.  This  complex  allows  the  separation  of

daughter cells and the segregation of the bacterial chromosome, through the processes

of septation and partition, respectively.,

The first component of the divisome to be recruited at 1:he site of cell division,  is

Ftsz, a 6iF'ase cytosoiic located protein, that ,is considered the prokaryotic homoiogue

of eukaryotic tubulin. This  protein  polymerizes  to form the  so-called Z ring,  a dynamic

structure  that  constricts  during  the  process  of septation,  and  disassembles  once  the

daughter cells are formed. The first proteins that binds to the Z ring are FtsA and ZipA,

forming  the  proto-ring,  which  function  as  a  scaffold  and  recruits  the  late  divisome

components that are responsible  of the septal  peptidoglycan  synthesis. As  FtsA is an

ATpasic protein,  a question arises: Which  is the role of the ATpase activity of FtsA in

the  septation  process?  We  postulate  that  the  ATpase  activity  of  FtsA  participates

actively in the constriction of the ring Z.

FtsA's  polymerization  activity  was  studied  following  the  light  scattering  at  350

nm, where the protein showed a high tendency to form  high molecular weight clusters,

these were enhanced at a high protein concentration and with an acidic pH;  and were

inhibited  with  sucrose  (stabilizing  cosolvent),  ionic  strength  and  a  a[ka]ine  pH.  ATP

enhanced the  polimerization  of FtsA at pH  7,4 the  polimerization was enhanced,  and

this efect was reduced at higher FtsA concentration. The results indicate that ATP has
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an effect only upon the aggregation of FtsA's monomers or oligomers,  and not on the

polymers.   These   effects  were   abolished   at   acid   pH.   Electron   microscopy   results

indicates  that  bunches  of  FtsA's  polymers  are formed  at  pH  8,0 with  ATP  (Gallardo,

2006),  but  in  contrast,  at  pH  5-6  only amorphous  protein  clusters  are formed  (Marcin

Krupka,  Ph.D.  Miguel  Vicente,  CNB,  Madrid,  Spain).  It  was  determined  by  chemical

cross-linking   experiments,   that  the   C-terminal   helix   of  FtsA   is   important,   but   not

esential, for it's polimerization. Moreover, a dimer of FtsAA27 was found, wich has been

indicated by genetic complementation experiments, as the funtional unit of FtsA.

Measuring  the anisotropy of the  intrinsic fluorescence  of FtsA,  was found that

Ftsz binds to  FtsA with  constant values  in the micromolar range. This  interaction was

enhanced  at  a   higher  concentration   of  FtsA,   suggesting  that  the  affinity  of  FtsA

polymers for  Ftsz  is  stronger than  the  affinity  of monomers  or oligomers,  which  was

confirmed  recently  by  genetic  complementation  assays  (Shiomi  and  Margolin,  2007).

The ATP  hydrolysis  assays  indicate that the  binding  of Ftsz inhibited  FtsA's ATpasic

activity.

According  to this findings,  and  our results,  we  propose  a  model for FtsA-Ftsz

interaction  in  E.  co//..  AI  high  concentration  of  FtsA,  and  in  presence  of  ATP,  FtsA

polymers  are  formed,  wich  have  higher  affinity  for  Ftsz  than  the  monomers.  FtsA

polymers  have  higher  affinity  for  the  membrane  than  the  monomers  (Shiomi  and

Margolin,  2008),  indicating that the polymerization  of FtsA increases the binding of the

Ftsz polymers to the membrane, forming a functional Z-ring.
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INTRODUCC16N

En las primeras etapas de la divisi6n ce[ular en E.  co//.,  se origina e[ septo,  una

invaginaci6n de la membrana citoplasmatica y de la pared celular,  que se forma en  la

mitad   del  eje  longitudinal  de  la  c6Iula.   En  el  se  localiza  el  denominado  divisoma

bacteriano,  un complejo multiprot6ico que constituye la maquinaria para la sintesis del

peptidoglicano,  que  permite  la  separaci6n  de  las  c6lulas  hijas  y  la  segregaci6n  del

cromosoma bacteriano ovicente y col., 2006).

Se han identificado en E.  co//., varias mutantes termosensibles para genes, que

bloquean la divisi6n celular en alguna etapa. A una temperatura restrictiva,  Ias celulas

crecen,  pero  se  interrumpe  la  septaci6n,  originando  largos  filamentos  celulares,  que

finalmente se lisan,  por esta raz6n solo se han  obtenido mutantes condicionales  para

estos  genes.  De  ahi  que  muchos  de  estos  genes  se  denominen  #s  "filamentous

temperature-sensitive" (Donachie,1993).

Varios de estos  genes se  encuentran  agrupados en  el  genoma  de E.  co//..  El

"cluster" mss numeroso denominado c/cw "division and cell wall"  ovicente y col.,1998),

contiene  genes  como  #s/,  #sL,  #sW,  #sQ,  #sA  y  #sZ (figura  1).  Tambi6n  contiene

genes  que  codifican  para  proteinas  que  participan  en  la  sintesis  de  precursores  del

peptidoglicano en el citoplasma, y que los translocan al periplasma.

La  primera  proteina  que  se  localiza  en  el  septo  es  la  Ftsz  (figura  2),  que

polimeriza  para formar un  anillo  en  el  citoplasma,  alrededor de  la  membrana  interna,

llamado  anillo  Z  (Bi  y  Lutkenhaus,   1991),   una  estructura  dinamica  que  se  contrae

durante el proceso de septaci6n,  y se desensambla  una vez que la c6lula se separa

(Addinall y Lutkenhaus,1996; Stricker y col., 2002;  Li y col., 2007; Osawa y col., 2008).
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Figura 1. Organizaci6n genetica del cluster dew, ubicado en el minuto 2 del genoma

de E. co/f. K12. Se observan 16 genes: #sL, ffsQ, #sA y #sZ son parte de la maquinaria

de division  celular;  #s/ y  #sW participan  en  la  sintesis de  peptidoglicano en  el  septo;

inurE,   murF,   mraY,   murD,   murG,   murc  y   ddlB  parti\ctpan  en  la  s[ritestis  de  los

precursores  del  Peptidoglicano;  a  mraz,  mfaw y  /pro  /envtA/  no  se  les  conoce  su
funci6n. Imagen tomada de la base de datos Eco Gene (Rudd, 2000).

La Ftsz es considerada el hom6logo procarionte de la tubulina (Ericsson,1997;

van  den  Ent y  col.,  2001).  Si  bien  Ftsz y tubulina,  comparten  una  baja  identidad  de

secuencia (~17%),  poseen una alta similitud estructural (L6we y Amos,1998;  Nogales

y   col.,   1998),   ademas   ambas   proteinas   son   capaces   de   unir  e   hidrolizar   GTP

(Raychaudhuri y Park 1992; de Boer y col.,1992) y de formar polimeros, que luego se

desensamblan al  hidrolizar el nucle6tido (Bramhill y Thompson,1994;  Romberg y col.,

2001).

Ftsz es considerada una de las proteinas mas conservadas en los procariontes

ovaughan y col.,  2004),  se han  identificado hom6logos en  la mayoria de los genomas

secuenciados  de  bacterias,  a  excepci6n  de  bacterias  pafasitos  como  Ureap/asma

urealyfi.cwm y miembros de la familia Chlamydiaceae; y de archaeas (solo en el phylum

Euryarchaeota)  (Erickson,  2000).  Se ha identificado tambien  Ftsz en mitocondrias de

alga  (Beech  y  col.,  2000)  y  en  cloroplastos  de  plantas  como  Arab/.dapsi.s  ffra/;.ana
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(Osteryoung  y col.,1998;  Osteryoung  y  MCAndrew,  2001;  Vitha y col.s,  2001),  donde

forman anillos. Se piensa que en las mitocondrias de organismos superiores, Ia funci6n

de la Ftsz ha sido reemplazada por proteihas semejantes a dinamina (Ericsson, 2000).

Hasta la fecha no se han encontrado hom6logos de Ftsz en hongos ni en animales. Se

han identificado recientemente tubulinas bacterianas,  nombradas BtubA y BtubB, en la

bacteria Prosfhecobacfer de/.ongef.t. (Jenkins y col., 2002),  estas proteinas poseen una

mayor   identidad   de   secuencia   (~35°/a)   y   similitud   estructural   con   las   tubu[inas

eucariontes que con Ftsz.  (BtubAVB y Ftsz solo comparten un 8 a 11% de identidad de

secuencia).  Se  ha  planteado  que  Pnostf7ecobacfer adquiri6  BtubAVB  por transferencia

horizontal de genes (Pilhofer y col., 2007). Si bien en P.  c/e/.onge/./.  no se ha encontrado

un  hom6logo  de  Ftsz,  dentro  de  este  genero,  si  se  han  encontrado  especies  que

poseen hom6logos de Ftsz, BtuA/B y FtsA.

Se ha determinado que en  el divisoma de E.  co//. participan  15  proteinas,  que

son reclutadas en forma secuencial (Buddelmeijer y Beckwjth, 2002; Chen y  Beckwith,

2001), cuyo orden se muestra a continuaci6n:

Ftsz > (FtsA, ZapA, ZipA) > [FtsEX] > FtsK > FtsQ > [FtsBL] > Ftsw > Ftsl > FtsN> Amic > Envc

Donde  las  proteinas  entre  pafentesis  se  ensamblan  en  forma  independiente

entre  si,  pero  dependiente  de  Ftsz;  y  las  proteinas  entre  corchetes,  se  ensamblan

aparentemente en forma simultanea ovicente y col., 2006).

La formaci6n del anillo Z es necesaria  para reclutar al resto de las proteinas

del divisoma (figura 3), estas, de acuerdo a su tiempo de  ensamblaje y a su orden de

dependencia,  se  han  dividido  en  dos  grupos  (Aarsman  y  col.,  2005;  Vicente  y  col.,
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2006): de ensamblaje temprano (FtsA, ZipA) y de ensamblaje tardio (FtsE,  Ftsx,  .FtsK,

FtsQ, FtsB, FtsL, Ftsw, Ftsl, FtsN, Amic  y Envc).

Las primeras proteinas que se unen al anillo Z son  FtsA y ZipA,  para formar el

denominado  protoanillo  (figura  3  A).  ZipA  es  una  proterna  periferica  de  membrana,

posee una  helice  N-terminal  que  [a  une a  la  membrana,  y un  dominio  C-terminal  que

interactda con Ftsz (Hale y de Boer,1997; Raychaudhuri,1999;  Hale y col., 2000), su

estructura tridimensional ha sido resuelta por cristalografia de rayos X, como complejo

formado  con  un  p6ptido  C-terminal  de  Ftsz  (Moy y  col.,  2000),  posee  homologia  con

proteinas asociadas a microtdbulos MAPs (Raychaudhuri,  1999). Se ha determinado /.n

v/.fro  que  la  uni6n  de  ZipA  a  Ftsz  favorece  la  formaci6n   de  polfmeros  de  Ftsz,

estabilizando las interacciones laterales entre estos (Raychaudhuri,1999; Shin, 2007).

FtsA es una proteina citop[asmatica que se asocia a membrana (Sanchez y col.,1994),

posee  una  h6Iice  C-terminal  de  cafacter  amfipatico,  muy  conservada,  que  ha  sido

descrita como una MTS "membrane targeting secuence" (Pichoff y Lutkenhaus, 2005).

Para formar el anillo Z se requiere solo ZipA o FtsA, pero este solo es funcional cuando

ambas proteinas estan presentes,  pues la formaci6n del protoanillo es necesaria para

reclutar el resto de los componentes del divisoma  (Pichoff and  Lutkenhaus,  2002).  En

una  cepa  mutante  para  ambos  genes  no  se forma  el  anillo  Z,  lo  que  indica  que se

necesita  al  menos  una  de  ellas  para  fijar  el  anillo  a  la  membrana,  y  que  ambas

proteinas  son  capaces  de  comp[ementar su  funci6n  entre  si  (Pichoff y  Lutkenhaus,

2005;   Rueda y col., 2003; Ma y col.,1996).

Si bien ambas proteinas pueden unir al anillo Z a la membrana, se ha planteado

que  FtsA  es  mas  importante,   por  tres  razones:   1)   porque  FtsA  es  mucho   mas

conservada que ZipA.  De las  proteinas del divisoma,  Ia mss distribuida en el dominio

bacteria,   despu6s  de   Ftsz,   es   FtsA;   en   cambio  ZipA  esta   presente  solo   en  y-

S
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proteobacterias  (Rothfield  y col„  1999;  Margolin,  2000).  2)  Se  ha  determinado  que  la

mutante puntual FtsA R286W complementa la ausencia de ZipA en E. co//. sin un costo

significativo  para  la  c6lula  (Geissler  y  col.,  2003).  3)  Estudios  de  colocalizaci6n  de

proteinas fluorescentes (Goehring y col., 2005; Bernard y col., 2007) y analisis de doble

hibrido   (Di   Lallo  y  col.   2003;   Karimova  y  col.,   2005),   indican  que  FtsA  interactaa

directamente con FtsN y Ftsl;  por otro lado,  no se ha descrito que ZipA interactue con

otra proteina ademas de Ftsz.  FtsN y Ftsl son profeinas bit6picas, ambas interactdan

en` el perip]asma 0/Vissel y Weiss,  2004).  Fts[ es una transpeptidasa necesaria para [a

sintesis   de   peptidoglicano   en   el   septo      (Weiss   y   col.,   1999),   FtsN      se   une   al

peptidoglicano, pero su func`i6n se desconoce (Ursinus y col., 2004).

Para que la celula se divida correctamente, es necesario que exista un balance

entre la cantidad de moleculas de F{sA y de ZipA,  respecto de Ftsz. Se estima que la

cantidad de moleculas por celula de Ftsz es de 4000 a 15000 (Lu y col.,1998; Rueda y

col.,  2003);  para FtsA es de 50 a 700 (\/\/ang y Gayda,1992) y para ZipA es de 100 a

1500 (Hale y de Boer,1997; Rueda y col., 2003).  La estequiometria relativa entre Ftsz

: ZipA :  FtsA es de  150:10:1 ;  en Bac/.//I/s st/b£/.//.s,  bacteria que no  posee hom6Iogo de

ZipA,  FtsA  es  mucho  mss  abundante,  la  proporci6n  de  Ftsz  :  FtsA  es  de  5:1,.  La

sobreexpresi6n  de  FtsA  o  de  ZipA  bloquea  la  septaci6n,  este  efecto  inhibitorio  es

suprimido  a]  sobreexpresar la  Ftsz.  (Dai  y  Lutkenhaus,  1992;  Hale y de  Boer,1997;

Begg y col.,1998).
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Figura  2.  Inmunolocalizaci6n  de  FtsA,  FtsA  y  ZipA  en  E.  co//.  (modificada  de

Vicente y col., 2006).  Las celulas se tifieron con suero polic,lonal para cada antigeno, y

con   un   anticuerpo   secundario   de   conejo   conjugado   con   alexa   594.    La   barra

corresponde a 0,5 Hm.  En la fila superior se observa la localizaci6n de las proteinas en

una  c6lula,  a  traves  de  su  eje  longitudinal,  en  la  fila  inferior  se  observa  un  corte

transversal en el punto medio de la misma c6lula.
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FtsA es una proteina citoplasmatica de 45 kDa,  posee dos doniinios, y un sitio

de uni6n a ATP, su estructura tridimensional ha sido resuelta por crista[ograffa de rayos

X     (van     den     Ent     y     L6we,     2000).      Estructuralmente     pertenece     a     una

familia de ATpasas que incluye a actina,  HSP70,  y hexoquinasa; todas las protefnas

estudiadas de esta familia  poseen  actividad ATpasica  (Hurley,1996).  Si' FtsA es  una

ATpasa,  entonces  cabe  preguntarse:   icual  es  el  papel  que  cumple  la  actividad

ATpasica de FtsA en la septaci6n?

En  la  literatura  no  existe  publicaci6n  cientifica  alguna  a  la  fecha,  sobre  una

6aFacteFizaei6n  bioqdiffii6a de Ft§A de E.  e6/i..  S6laffiehte existe iiji tFaba].6  FefeFente a

FtsA de  la  bacteria  esporuladora  Gram  (+)  Baa/.//us subfl.//.s,  una  donde se  purific6  Ia

proteina   recombinante,   se  determin6   que  esta  se  encontraba  formando  dimeros

mayoritariamente  y olig6meros en una menor proporci6n; tambien se detect6 que une

e  hidroliza ATP  (Feucht y col.,  2001).  No  esta claro si  la  actividad ATpasica  de  FtsA

esta relacionada a el ensamblaje y desensamblaje de polimeros,  como en el caso de

de actina y ParM, ambas proteinas hom6logas de FtsA (M¢ller-Jensen y col„ 2002).

Hip6tesis:

"La  actividad ATpasica  de FtsA participa en  la formaci6n  de polfmeros,  y a trav6s de

ellos en la constricci6n del anillo Z".

Objetivos:

1.-Determinar  si  Ftsz  interactua  como  olig6meros  pequefios,  con  los  polfmeros  de

FtsA de E. coil in vitro.

2.- Determinar como influye la presencia de Ftsz en la actividad ATpasica de FtsA de

E.  coli.
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IVIATERIALES Y METODOS

MATERIALES

Reactivos.  Reactivos utilizados en este trabajo:  BSA,  persulfato de amonio,  azida de

sodio, imidazol, fosfato di-acido de potasio, azul de coomassie R-250, azul brillante de

coomassie  P-250,   GTP  sal  s6dica,  ATP,  TEMED,   nitro  azul  de  tetrazolio   (NTB),

f]uorescamiha,   ioduro   de   sodjo   y   g[utaraldehido   de   Sigma   (St.   Louis,   Missouri,
I

EE.UU.). Azul de bromofenol, cloroformo, alcohol isoamilico, oxaloacetato de verde de

malaquita,  i§opropanol,  etanol,  cloruro de cesio,  acido  b6rico,  molibdato de amonio y

bicarbonato de sodio de Merck (Darmstadt, Alemania).  Cloruro de sodio,  agar,  cloruro
I

de magnesiQ hexahidratado,  dimetilformamida,  citrato de sodio dihidratado,  cloruro de
I

guanidinio,  Tris,  g]icina,  glicerol,   EDTA,  feno[,  fosfato  acido  de  sodio,  trit6n  x-100,

tween 20,  DIT, acrilamida y agarosa de Winkler (Santiago, Chile). Cloruro de potasio,

sulfato  de  magnesio  y  cloruro  de  ca[cio  de  Fluka  (Messerschmitstr,  Suiza).  Acido

acetico, etanql, metanol, etano] y acetona de TCL (Santiago, Chile). Triptona y extracto

de levadura ;  e  Difco  Laboratories (Detroit,  Michigan,  EE.UU).  Bisacrilamida de Gibco

New  York,   EE.UU).   Hidr6xido  de  sodio  de  J.T.   Baker  (Estado  de(Grand   lslan

Mexico, Mexico). BCIP,  NBT, DAPI y SDS de Applichem (Damstadt, Alemania). Hepes

e  lpTG  de  JSBiological  (Swampscott,  Masachusett,  EE.UU.).  Anticuerpo  de  cabra

contra  lg-G  de  rat6n  conjugado  con  fosfa{asa  a[calina  de  Pierce  (Rockford,  l[Ijnois,
I

EE.UU.).  Reactivo de Bradford,  cubetas de electroporaci6n,  camaras de SDS-PAGE y

resina   ProBbnd   de   BioRad   (Hercules,   California,   EE.UU.).   Bolsas   de   dialisis   de
(

celulosa  de  I"cut-off'  12  a  14  kDa  de  Spectrum  Laboratories  (Rancho  Dominguez,

California,  EE.UU.).  Filtro GyroDisc de acetato de celulosa de Orahge Sientific (AIIeud,

Belgica).  C6qtel de inhibidores de proteasas sin  EDTA Roche (Mannheim, Alemania).
1

.a
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1 0-d-camfor

empleadas

sulfonato  de  amonio  de  Katabama  Chem  (Jap6n).  Todas  las  soluciones

en espectroscopia fueron filtradas con  un filtro de 0,2 nm. EI  agua  uti]izada

en todos los experimentos se ultrapurific6  (agua nanopura),  hasta  una resistencia de

18,3 MQ cmL`  a 25 °C.
]

Cepas  y  Plasmidos.  Para  la  expresi6n  de  proteinas  recombinantes  se  utiliz6  el
'

sistema  de{expresi6n  T7.     La  cepa  de  E.   co//.  C41   (Miroux  y  Walker,1996)   es

lisogenica pFra el  bacteri6fago ^DE3,  que contiene el  gen  de  la  RNA polimerasa del

bacteri6fago T7, bajo el control del promotor lpTG inducible /ao UV5. El gen de intefes
i

se clon6   bajo el control del promotor plo del fago T7,  que es reconocido por la RNA

polimerasa qe T7, y no por la bacteriana.  De esta manera,  la expresi6n de la proteina

se indujo en :presencia de IPTG, un analogo no hidrolizable de la lactosa.

La Ftsz de E.  co//. silvestre se expres6 en forma recombinante sin cola de histidinas,

esta,  de  acuerdo  a  la  secuencia  del  gen,  corresponderia  a  una  proteina  de  383
I

residuos, de una masa molecular de 40323,9 Da y de punto isoelectrico 4,65.  La FtsA

de E.  co//. s6 expres6  como  proteina  de fusi6n  unida  a  un  peptido  N-terminal  con  6
i

I

residuos  histidina,  de  acuerdo  a  la  secuencia  del  gen,  esta  corresponderia  a  una

proteina  de 440   residuos,   de  una  masa   molecular  de  47493,2   Da  y  de   punto

isoelectrico  de  6,21.   La   FtsAA27  corresponde  a   una  deleci6n   de  ]os  dltimos  27

residuos  de,la  FtsA  de  E.  co//.  (MTS),  al  igual  que  esta  t]ltima,  se  expres6  como

proteina de fusi6n unida a un peptido N-terminal con 6 residuos histidina, de acuerdo a

la  secuencia  del  gen,  esta  corresponderia  a  una  proteina  de 420  residuos,  de  una

masa molecular de 44291,6 Da, y de punto isoelectrico 6,05.
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Los vectores pMFV12,  pMFV56, pPNV1, pSRV2,  pLYV40, pARV12,  pARV35 y PPNVI

se  obtuvieron  por  gentileza  del  Dr.  Miguel  Vicente  y  del  Dr.  Paolo  Natale  (Centro

Nacional de Biotecnologia, Madrid, Espafia).

fiori      T-TTk#
i`                        £.a.L_               orfu.

co'E1 ®

hisiag
676ibp             OJae `| p.T7

Figura 4. Esquema del vector de expresi6n pMFV12. Se destacan el genes de #sA

fusionado a una cola de histidinas, el promotor ap70 del fago T7 (P-T7), el operador /ac

/O-/ac/,  el terminador T7 rr-T7); el  represor /ac/,. el gen de resistencia a kanamincina

(kan/;   el   origen   de   replicaci6n   bidireccional   co/E7;   y   el   origen   de   replicaci6n

unidireccional ft art..

Tabla I. Plasmidos utilizados en este trabajo (todo derivados del pET28a).

Plasmido                       Caracteristica                   Resjstencia               Fuente
pET28a
pMrv56
pMrv57
pMrvl2
PPNVI
pSRV2
pLYV40
pARV12

vector de expresi6n
expresa Ftsz silvestre
expresa Ftsz silvestre

expresa his-FtsA
expresa FtsA silvestre
expresa his-FtsAA27
expresa his-FtsAA5

expresa his-FtsAII C
ARV3 5                ex resa his-FtsAAS12-13

Ka n                       N ovage n
Kan                Diaz y col., 2007
Amp               Diaz y col., 2007
Kan                tim y col., 2000
Kan                        Natale p.
Kan                 Yim y col., 2000
Kan                Rico y col., 2004
Kan                Rico y col., 2004
Kan                Rico col., 2004
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MEDIOS DE CULTIVO

Medio  LB  (Luria-Bertani):  Contiene  bactotriptona  10  g  L-1,  extracto  de  levadura  5

g L-I, NacI 10 g/L. Se prepar6 con agua destilada, se aj.ust6 el pH a 7,0 con NaoH 5 N

y   se  esteriliz6   en   un   autoclave.   Cuando   se   necesit6   se   agregaron   antibi6ticos:

kanamicina  50  pug  mL-1  y  ampicilina  50  Lig  mL-1;  que  se  prepararon  de  acuerdo  a  lo

descrito  por Sambrook y  col.  (1989),  y se  esterilizaron  por filtraci6n  en filtros  de  0,2

LLm. Este media se us6 para cultivar las cepas bacterianas.

Medio  SOB:  Contiene  bactotriptona  20  g  L-1,  extracto  de  levadura  5  g  L-1,  .Nacl  0,5

g L-1 y KCI 0,18 g L-1. Se prepar6 con agua destilada, se ajust6 el pH a 7,0 con NaoH

5  N  y se esteriliz6  en  un  autoclave.  Este medio se  us6  en  la  preparaci6n  de  celulas

electrocompetentes.

Medio SOC: Se prepar6 suplementado el medio SOB con glucosa 20 mM, para ello se

mezclaron  9,8 mL de SOB fresco,  con  0,18  mL de glucosa 20  °/o  p/v esterilizada  por

filtraci6n  con  un  filtro  de  0,2  LLm.  Este  medio  se  us6  en  la  preparaci6n  de  celulas

electrocompetentes.

Agar LB: Se afiadi6 Agar 20 g L-1  a un medio LB, se esteriliz6 en un autoclave.  Para

sup[ementar con antibi6ticos se enfri6 a 55 °C y luego se afiadieron ]os antibi6ticos.

12`



METODOS

Aislamiento  de  DNA  p]asmidial  (Miniprep).  E]  DNA  p[asmidial  se  extrajo  con  el

metodo  de  lisis  alcalina   (Sambrook  y  col.,   1989).   Se  creci6   un   cultivo  de  E.   co/t.

transformado  con  el  plasmido,  por    12  a  16  hrs.  a  37 °C  con  agitaci6n,  en  5  mL  de

medio  LB  suplementado  con  el   antibi6tico   respectivo.  Se  colectaron  las  bacterias

centrifugando  a  15000  x  g  por 5  min.  Se  descart6  el  sobrenadante  y  se  suspendi6

perfectamente el precipitado bacteriano en 20.0 ILL de amortiguador de lisis (glucosa 50

mM, Tris-Hcl 25 mM pH 8,0,  EDTA 10 mM).  Se lncub6 a temperatura ambiente por 5

min,  Iuego  se  agreg6  400  prL  de  una  soluci6n  fresca  de  SDS/NaoH  (SDS  1%  p/v,

NaoH 0,2 N); se mezcl6 invirtiendo los tubos 10 veces y se incub6 en hielo por 5 min,

para  obtener  una  soluci6n  clara  y  viscosa.  Se  agreg6  300  lil  de  una  soluci6n  de

acetato  de  amonio  7,5  M  y  se  mezcl6  suavemente  por  inversi6n  de  los  tubos  (10

veces).  Se  incub6  a  -20  °C  por  10  min,  y se  centrifug6  a  15000 x g.  Se traspas6  el

sobrenadante  a  un  nuevo  tubo,  con  la  precauci6n  de  no  tomar  el  precipitado,  y  se

agreg6  250  prL  de  una  mezcla  fenol  :  cloroformo  :  alcohol  isoamilico  en  proporci6n

25:24:1,  se agito en6rgicamente el tubo con  un vortex por 10 s, y se centrifug6 por 5

min a 15000 x g. Se extrajo la fase acuosa (superior) y se coloc6 en un tubo nuevo, al

que se le agreg6 250 prL de una mezcla cloroformo / alcohol  isoamflico en proporci6n

24:1. Se agit6 en6rgicamente el tubo con un vortex por 10 s, Iuego se centrifug6 por 10

min a 15000 x g. Se extrajo la fase acuosa (superior) y se coloc6 eh un tubo nuevo, al

que  se  le agreg6  500  HL  de  isopropanol  frio,  se  agit6  en6rgicamente el  tubo  con  un

vortex por 10 s, y se incub6 a -20 °C por 10 min. Despues se centrifug6 a 15000 x g por

10 min en una microcentrifuga refrigerada a 4 °C, para precipjtar e] DNA. Se elimjn6 el

sobrenadante y se  lav6  el  DNA precipitado  con 200  prL  de  etanol  70%  v/v frio,   y se

centrifug6  durante  5  min  a  15000  x  g.  Se  removi6  el  etanol  mediante  aspiraci6n  al

.`£
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vacio  y se  dejaron  los  tubos  inver{idos  sobre  papel  limpio  por  15  min  a  temperatura

ambiente para evaporar los restos de etanol.  EI precipitado de DNA se disolvi6 en 50

prL de agua nanopura esteril.

Cuantificaci6n de DNA. Se determin6 la absorbancia a 260 y 280 nm, .de una diluci6n

1 :100 de la  muestra,  en  una  cubeta de cuarzo.  Una unidad  de A26o corresponde a 50

pug  mL-1  de  DNA en  la soluci6n.  Se  estim6  el  grado  de  pureza  del  DNA  mediante  la

relaci6n A26o/A28o  (Sambrook y col.,1989),  que siempre  result6  cercana  a  1,8,  lo  cual

indica una pureza superior al 95°/o.

Electroforesis  de  DNA  plasmidial  en  geles  de  agarosa.  EI  DNA  plasmidial  se

analiz6 mediante electroforesis en una camara horizontal.  Dependiendo del tamafio de

los  fragmentos  a  separar,  se  vari6  la  concentraci6n  de  agarosa  entre  1  y  2  °/o  p/v.

Como  amortiguador se  utiliz6  TAE  ITris-HCI  40  mM  pH  8,1,  acido  acetico  glacial  20

mM,  EDTA 2  mM).  La  muestra  se  prepar6  mezclando  el  DNA  con  amortiguador  de

carga  (glicerol  50%  v/v,  EDTA 5`0  mM,  xilen  cianol  1  mg  mL-1,  azul  de bromofenol  1,5

mg mL-1).  La electroforesis se llev6 a cabo bajo un potencial el6ctrico entre 70 y 100 V.

La  tinci6n  se  realiz6  con  una  soluci6n  de  bromuro  de  etidio  10  L[g  mL-1  en  TAE,  Ias

bandas  se  visualizaron  por  fluorescencia  en  un  transiluminador,  excitando  con  luz

u[travioleta,   y   se   fotografiaron   con   una   camara   digital   Olympus   Camedia   de   4

megapixeles   y  se   analizaron   con   el   programa   Labworks   4.5   de   UVP   (Upland,

California,  EE.  UU.)

Preparaci6n de c6Iulas de E. co//. electrocompefentes. Se inocul6 500 mL de medio

SOB con   5 mL de un cultivo en fase exponencial de un clon de una cepa de E.  co//.

a
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crecida en medio LB.  Las c6lulas se crecieron a 37 °C con agitaci6n moderada hasta

una   OD6oo   de   0,75   (3-6   x   108   UFC   mL-1),   y   se   colectaron   en   tubos  frios  y  se

centrifugaron  por  15  min  a  10000  x  g  a  4  °C.  Se  elimin6  el  sobrenadante,  y  se

suspendieron las c6Iulas con vortex en un mismo volumen de glicerol 100/o v/v esteril y

fri6.  Este  procedimiento  de  centrifugaci6n  y lavado  se  repiti6  dos  veces  mas,  con  la

precauci6n  de  no  contaminar  las  celulas.  Despues  se  elimin6  el  sobrenadante,  y

resuspendieron las celulas con las pocas gotas de sobrenadante que quedaron en el

tubo.  La suspensi6n  celular se ajust6 a  un volumen tal que al  medir la  OD6oo de  una

diluci6n 1 :100, se obtuviera un valor entre 2 a 2,5. Se reparti6 ]a suspensi6n ce]ular en

alicuotas de 60 prL,  se congelaron  en metanol  a   -80 °C,  y se almacenaron a -80 °C

hasta e] momento de su uso.

Electrotrasformaci6n de E. co/i.. Se mezcl6 40 prL de celulas electrocompetentes con

1-2  LiL  de  DNA  p]asmidia],  en  cubetas  de  electroporaci6n  de  2  mm.  Se  uti]iz6  un

electroporador  Genepulser  Xcell   (BioRad)   en  condiciones  de  voltaje  de  2,5   K\/,

capacitancia  de  25  prF  y  resistencia  de  200  ohm.  Inmediatamente  despues  de  la

electroporaci6n,  las  celulas  se  pasaron  a  1  mL de  medio  SOC  y se  incubaron  por  1

hora a 37 °C, y se sembraron en agar-LB suplementado con antibi6tico, y se incubaron

por 12-14 hrs. para obtener colonias, que se sometieron posteriormente a la prueba de

sobreexpresi6n.

Electroforesis de proteinas en condiciones denaturantes (SDS-PAGE). EI analisis

de  proteinas  por  electroforesis  en  geles  denaturantes  se  realiz6  segdn   Laemmli

(Laemmli,   1970).  Se  utiliz6  acrilamida  al  10%  en  el  gel  separador  y  4%  en  el  gel
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concentrador (proporcj6n acrilamida : bisacrilamida fue de 37,5:1), el grosor de] gel fue

de 1  mm.

Las  muestras  se  disolvieron  en  amortiguador  de  carga  ITris-Hcl  62,5  mM  pH  6,75,

SDS 20/o p/v, 2-mercaptoetanol 0,50/o, glicerol 10% p/v, azul de bromofenol 0,0010/a p/v).

La muestra se calent6 a 90 °C por 10 min, luego se centrifug6 por 15 min a 15000 x g.

Del  sobrenadante  se  tomaron    20  LIL  y  se  carg6  en  los  pocillos.  Se  utiliz6  como

amortiguador de corrida (Tris 25 mM pH 8,3, glicina 192 mM, SDS 0,1% p/v), se aplic6

un` potencial de 100 V, hasta la caida del frente de corrida.

El gel se tifi6 con azul brillante de coomassie R-250 0,3% p/v disuelto e,n metanol 50%

v/v, acido ac6tico 10% v/v, durante dos horas con agitaci6n constanfe, y se destifi6 con

metanol 50% v/v, acido acetico 10% v/v, hasta obtener un gel de fondo incoloro.

Cuando se necesit6,  Ias muestras se tifieron  con fluorescamina.  La fluorescamina es

un reactivo fluorescente que se une covalentemente a aminas primarias no protonadas.

Se  disolvi6  ~10  mg  de  fluorescamina  en  100  prL  de  DMSO,  se  agreg6  5  HL  a  la

muestra,  se mezcl6 y luego de  10 min  se agreg6 el  amortiguador de carga.  Una vez

finalizada la electroforesis,  se coloc6 el gel en  un transiluminador ultravioleta,  se tom6

una fotograffa digital con una camara olympus, y se analiz6 con el programa Labworks

4.5 (UVP).

Para  calcular  la  masa  molecular  relativa  de  una  proteina  partir  de  su   migraci6n

electrofofetica,   se  uso  el   estandar  de  masa   molecular  sigma  VllL,   que   contiene

proteinas de 66, 45, 36, 29, 24, 20 y 14,2 kDa. Excepto en el "western blot", donde se

uso  el  estandar  de  masa  molecular  pretefiido  NEB  de  rango  amplio,  que  contiene

proteinas de 175, 83, 62, 47,5 y 32,5 kDa.



Electrotransferencia.  Para  corroborar que  las  protefnas  purificadas  cprrespondian  a

FtsA y a sus mutantes, se realizaron ensayos de "western blot". Primero se retir6 el gel

de  SDS-PAGE  de  los  vidrios  e  inmediatamente  se  construy6  el  sandwich  para  la

transferencia   colocando   3   papeles   filtro,   seguidos   del   gel,   de   la   membrana   de

nitrocelu[osa y por dltimo de otros tres papeles fi[tro.  La membrana de nitrocelu]osa se

sumergi6 completamente en amortiguador de transferencia (Tris 25 mM pH 8,3,  glicina

192  mM,  metano[  20% v/v)  enfriado  previamente,  asi como  las  hojas  papel filtro y [as

esponjas  antes  de  montar  la  transferencia,  con  la  precauci6n  de  que  no  quedaran

burbujas. La transferencia se realiz6 por dos horas a 100 V (~250 rnA) y a -20 °C.

Desarrollo `inmunol6gico  de  la  membrana  de  nitrocelulosa.  Una  vez  realizada  la

transferencia,   se   procedi6   a   revelar   la   membrana   de   nitrocelulosa.   Primero   la

membrana se  bloque6  con  leche descremada en  polvo 3%  p/v en  PBS  (Na2HP0410

mM pH  7,4,  KH2P04 2  mM,  NacI  137 mM,  Kcl 2 mM)  por ~12 horas a 4 °C,  Iuego se

traspas6 a una soluci6n de leche 3°/o p/v en PBS que contenia el anticuerpo primario en

una  diluci6n  de  1:15000  y  se  incub6  durante  una  hora  con  agitaci6n  a  temperatura

ambiente. Luego de 3 Iavados con tween-20 0,1°/o v/v en PBS, Ia membrana se incub6

en leche 3% en PBS con el anticuerpo secundario en una diluci6n de 1:15000, durante

una hora con agitaci6n a temperatura ambiente. Como anticuerpo primario se us6 suero

de   rat6n,   inmunizado   contra   FtsA  extraida   de   una   banda   de   S.DS-PAGE;   como

anticuerpo secundario se us6 suero de cabra contra lgG de conejo (molecula completa

H+L), conjugado con fosfatasa alcalina (Pierce).

Para revelar, se coloc6 la membrana en 50 mL de amortiguador para fosfatasa alcalina

(Tris  100 mM  pH 9,5,  Nacl  100 mM,  Mgc12 5 mM),  complementado con 33 Hl de BCIP

(0,5  g  de  5-bromo  4-cloro  3-indolil  fosfato  disuelto  en  10  mL  de  dimetilformamida  al

E±
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100%  v/v)  y  66  Hl  de  NBT  (0,5  g  de  nitro  azul  de  tetrazolio  disuelto  en  10  mL  de

dimetilformamida al 70°/o v/v). Al cabo de una hora de agitaci6n aparecieron las bandas

y posteriormente la reacci6n se detuvo diluyendo con abundante agua destilada.

Prueba  de  sobreexpresi6n  de  [a  proteina  recombinante.  Despues  de  obtener

transformantes,  se  seleccionaron  5  colonias  individuales,  con  cada  una  de  ellas  se

inocul6 8 mL de medio LB suplementado con el antibi6tico respectivo.  Se incubo a 37

°C`  con  agitaci6n  hasta  alcanzar  una  OD6oo  de  0,5,  luego  se  tomaron  4  mL  y  se

colocaron en un nuevo tubo, a uno de estos tubos se agreg6 lpTG 0,5 mM, los cultivos

se  incubaron  por  3  horas  mss.  Las  c6lulas  fueron  colectadas  por  centrifugaci6n,  a

14000 x g por 5 min.  EI precipitado se lav6 dos veces en amortiguador TEN  ITris-Hcl

20 mM pH 8, NacI 100 mM y EDTA 1  mM) y luego se suspendi6 en 80 LiL de agua, se

agreg6 amortiguador de carga lx final, las muestras se calentaron a 90 °C por 10 min,

se centrifugaron a  14000 x g por 15 min, y finalmente se carg6 el sobrenadante al gel

de SDS-PAGE.

Purificaci6n de FtsA y FtsAA27. Un cultivo de 2 L de E. co//. C41  (^DE3) transformada

con  pMFV12  (para sobreexpresar FtsA),  o con  pSRV2  (para sobreexpresar FtsAA27)

se incub6 a 37 °C con agitaci6n hasta alcanzar una OD6oo de 0,5, y se indujo con lpTG

0,5 mM por 3 hrs.  Las celulas se colectaron por centrifugaci6n,  a 7000 x g por 40 min,

a 4 °C.  EI  precipitado se  lav6 con  amortiguador TN  ITris-Hcl 20 mM  pH  8,  Nacl  100

mM)  y  luego  se  almacen6  a  -80  °C.  Asi  se  obtuvieron  aproximadamente  1,5  g  de

precipitado bacteriano.

Para purificar se suspendi6 comp[etamente el precipitado en 40 mL de amortiguador A

(Hepes-NaoH  25  mM  pH  8,  NacI  500  mM,  Na205S210  mM)  suplementado  con  una
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pastilla de c6ctel de inhibidores de proteasas sin EDTA, y PMSF 0,1  mM. Para lisar las

c6lulas se utiliz6  un sonicador Misonix 3000,  con  una sonda de  1  cm de diametro,  se

aplicaron 5 pulsos de 20 seg con output 6 (45 Watts), con pausas de 1  min, en hielo.

EI extracto se centrifug6 en  una ultracentrifuga  Beckman  L5-75B refrigerada,  a 28000

RPM  por  90  min  (92000  x  g).  EI  sobrenadante  se  someti6  a  una  cromatografia  de

afinidad a Ni+2,  en una columna de resina ProBond. Se carg6 4 mL de resina ProBond

en una columna de vidrio (1,2 x 10 cm), se equilibr6 en amortiguador A, Iuego se tom6

la  resina  y  se  coloc6  en  un  vaso  de  precipitado  junto  con  el  extracto  crudo,  se

incubaron a 4 °C por 30 min con agitaci6n suave. Se carg6 Ia mezcla en la columna de

vidrio, y se lav6 con amortiguador A suplementado con concentraciones crecientes de

imidazol  (50,  100  y  200  mM),  utilizando  4  voldmenes  de  columna  para  cada  lavado

(aprox.  20 mL),  a  un flujo  de  1  mL min-1,  usando  una  bomba  peristaltica  Econopump

.(BioRad).

Se recolectaron fracciones de 1  volumen de columna, para determinar en cuales eluy6

FtsA,  las muestras se analizaron  por SDS-PAGE  utilizando tinci6n  con fluorescamina.

Se juntaron las fracciones que contenian la proteina y se dializaron por 12 hrs a 4 °C

en amortiguador Hepes-NaoH 50 mM pH 8,  Nacl 500 mM,  Na205S210 mM,  sacarosa

1  M,  DIT 2,5 mM, ATP 0,1  mM y Mgc12 2 mM;  para ello se uti[izaron bo[sas de dia[isis

de celulosa regenerada de un "cut-off' de 12-14 kDa, previamente tratadas de acuerdo

a [o descrito (Sambrook y cols,1989).

La  proteina  se  cuantific6  por  el  metodo  de  Bradford  (BioRad)  usando  BSA  como

estandar,  la pendiente de la  curva de calibraci6n para BSA y para  FtsA fue la misma,

de manera que las cuantificaciones realizadas con este ensayo son confiables.  No se

concentr6 la proteina para evitar su agregaci6n. La proteina se congel6 en metanol trio

a  -80 °C, y se almacen6 a Leo °C para su posterior uso.

H
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Purificaci6n de Ftsz. Un cultivo de 2 L de E. co//. C41  (^DE3) pMFV12, se incub6 a 37

°C con agitaci6n hasta alcanzar una OD6oo  de 0,7, y se indujo con  lpTG 0,2 mM por 3

hrs.

Las  c6lulas  se  colectaron   por  centrifugaci6n,   a  7000  x  g   por  40  min  a  4  °C.   EI

precipitado se lav6 con amortiguador PEM (Pipes-NaoH 50 mM pH 6,5, Mgc12 5 mM y

EDTA  1  mM)  y se  almacen6  a  -80  °C.  Asi  se  obtuvieron  aproximadamente  1,5  g  de

precipitado bacteriano.

Para  purificar se suspendi6  completamente el  precipitado  en 40  mL de amortiguador

PEM.  Para lisar las c6Iulas se utiliz6  un sonicador Misonix 3000,  con una sonda de  1

cm de diametro, se aplicaron 5 pulsos de 20 s con un output 6 (45 Watts), con pausas

de   1   minuto,   en   hielo,   y  se   centrifug6  en   una   ultracentrrfuga   Beckman   L5-75B

refn.gerada, a 28000 RPM por 90 min (92000 x g). Al extracto crudo se le agreg6 GTP 1

mM  y Cac12 20  mM,  y se incub6  a 30 °C  por 15  min  para  inducir la polimerizaci6n de

Ftsz.  Se centrifug6  a  10000 x g  por  15  min  a 4 °C,  se descart6 el sobrenadanfe,  el

precipitado se disolvi6 en 20 mL de PEM, se centrfug6 a 10000 x g por 15 minutos a 4

°C,  para eliminar material insoluble; el sobrenadante se someti6 a uh segundo ciclo de

polimerizaci6n/centrifugaci6n.

Para purificar Ftsz, se hizo una cromatograffa de intercambio ani6nico en un equipo de

HPLC  Beckman  Gold  equipado  con  dos  bombas  y  un  detector  de  absorbancia.  EI

cromatograma se registr6 siguiendo la absorbancia a 280 nm.  La muestra se filtr6 con

un  filtro  de  0,2  Lim,  para  inyectarla  a  una  columna  de  mono-Q  sefarosa  de  5  mL,

equilibrada  en  amortiguador Tris-HCI  50  mM  pH  8,0,  Mgc12  5  mM,  EDTA  0,1   mM  y

glicerol  10% v/v,  a un flujo constante de  1  mLJmin,  usando  un "loop" de 5 mL.  Para la

e[usi6n de  Ftsz se utiliz6  un  gradjente lineal  de KCI entre 0,1  y 0,7  M,  en  20  mL.  Se

recolectaron  fracciones  de  1   mL.  Las  fracciones  en  que  eluy6  Ftsz,  de  acuerdo  al

a
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cromatograma,  se colocaron en una bolsa de dialisis de celulosa de un "cut-off' de  12

al4  kDa,  previamente tratadas  de  acuerdo  a  lo  descrito  (Sambrook y  col„  1989).  La

muestra  se  dializ6  par  12  horas  a  4  °C,  contra  1,5  L  (aprox.   100  voldmenes)  de

amortiguador  Tris-Hcl  50  mM  pH  8,0,   Kcl  250  mM,  glicerol  10%  v/v.   La  protefna

purificada   se   concentr6   en   cetriprep,   hasta   20.  mg   mL-1   aproximadamente.   Se

determin6  su   concentraci6n  por  el  metodo  de  Bradford  (Biorad),     se  congel6  en

metanol frio a  -80 °C, y se almacen6 a -80 °C para su posterior uso.

Polimerizacj6n.  Se  determjn6  Ia  po]jmerizaci6n  de  Ftsz  y  de  FtsA,   siguiendo  la

dispersi6n de luz a 900 en el tiempo, en un espectrofluorimetro Perkin Elmer LS50.

La Ftsz se incub6 a diferentes concentraciones, en un amortiguador indicado en el pie

de la figura respectiva, a 30 °C en un bafio termoregulado.  La muestra en una cubeta

de 0,5 mL se excit6 a 350 nm, y se sigui6 Ia dispersi6n a 350 nm,  se utiliz6 un  ancho

de banda de lo`s monocromadores de 5 nm, se registraron los datos cada 2 s, se coloc6

un filtro en el  paso de emisi6n  que permite  pasar un  60/o  del  haz  luminico.  Luego  de
I

seguir  la   linea   base   por  5   min   aprox.,   se   agreg6   inmediatamente   GTP   a   una

concentracj6n final  de  1  mM,  la  cubeta se  agit6  por inversi6n  5 veces,  y se  contindo

midiendo   la   dispersi6n.   Se   calcul6   la  diferencia  entre  la   intensidad   maxima  y  la

intensidad  de  la  linea base,  que corresponde a  la diferencia  (delta)  de dispersi6n  de

luz.

Para  determinar  el  efecto  de  la  concentraci6n  de  FtsA  sobre  su  polimerizaci6n,  se

incub6  Ia  proteina  a  diferentes  concentraciones,  en  amortiguador Mes-NaoH  50  mM

pH  6,5,   Kcl  50  mM,  Mgc12  10  mM,  DTT  2,5  mM,  se  midi6  a  30  °C  en  un  bafio

termoregulado. La dispersi6n se midi6 inmediatamente despues de agregar la proteina

al amortiguador en la cubeta.

`6
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Para determinar el efecto del ATP en la polimerizaci6n de FtsA, se incub6 Ia proteina a

diferentes  concentraciones,  en  amortiguador  Hepes-NaoH  pH  8,0  50  mM,  Kcl  100

mM,   DIT  2,5   mM,   EDTA   1   mM,   Mgc12   3   mM,   a   30   °C   en   un   bafio   de   agua

termoregulado.    Luego   de   seguir   ]a   linea   base   por   5   min   aprox.,   se   agreg6

inmediatamente  ATP  a  una  concentraci6n  final  de  1   mM,   Ia  cubeta  se  agit6  por

inversi6n 5 veces, y se contindo midiendo la dispersi6n. Se ca[cul6 [a diferencia entre la

intensidad  maxima  y  la  intensidad  de  la  linea  base,  que  corresponde  a  la  diferencia

(delta) de dispersi6n de luz.

En todos los experimentos  con  FtsA se excit6 a 350  nm,  y se sigui6 Ia dispersi6n a

350 nm. Se utiliz6 un ancho de banda de los monocromadores de 5 nm, y los datos se

registraron cada 2 s. La adici6n de ATP o GTP no modific6 el pH de la soluci6n.

Determinaci6n  de  la  actividad  ATpasica  una  preparaci6n  de  FtsA.  Se  utiliz6  el

metodo de verde de malaquita, por ser fapido y sensible (Lanzeta,  1979). EI m6todo de

verde de malaquita permite la detecci6n  colorimetrica de fosfato inorganico,  de  1  a  13

nmoles.   Se   utilizaron   las   soluciones   VM   (verde   de   malaqui{a   0,045%   p/v),   AM

(molibdato  de amonio 4,20/a  p/v,  disuelto  en  Hcl 4  N),  TX  ITrit6n X-100  0,05%  p/v)  y

citrato de sodio 34% p/v. Se mezcl6 VM:AM en proporci6n 3:1, luego de 20 min se filtr6

por decantaci6n con papel filtro (Millipore), y se agreg6 80 uL de TX.  Para la detecci6n

de fosfato, a 800 uL de mezcla se agreg6 30 HL de la mezcla de +.eacci6n, se mezcl6

rapidamente en un vortex,  Ia reacci6n se detuvo por el bajo pH de esta mezcla (pH ~

0),  luego de 1  mjn se agreg6100  LIL de amortiguador cjtrato. Se midi6 la absorbancia

de  las  muestras  a  630  nm,  en  un  espectrofot6metro  de  arreglo  de  diodos  Hewlett

Packard  8452A,  entre  30  min  a  3  hrs  de  realizada  la  mezcla  con  el  fosfato.  Para
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confeccionar la  curva  de  calibraci6n  se  utiliz6  KH2P04  secado  por 2  horas  a  100 °C,

como estandar.

La actividad ATpasica de  FtsA se determin6 en  amortiguador Tris-HCI  50 mM  pH  8,0

KCI  100 mM,  EDTA 1  mM,  DIT 2,5 mM y Mgc12 2 mM  por sobre la concentraci6n de

ATP,  a  una temperatura  de 30  °C.  La  reacci6n  se  inicio  al  agregar ATP.  Se  us6  una

concentraci6n  de  proteina  de 2,25  LiM,  en  el  experimento  sefialado  como  FtsA+Ftsz,

Ias proteinas se coincubaron en concentraci6n equimolar por 5 min antes de comenzar

la .reacci6n.  Se confeccionaron  curvas de progreso de 6  puntos (tiempos 0,  5,  10,15,

20 y 25 min).  Para determinar los parametros Cineticos de las curvas de saturaci6n, se

utiliz6 regresi6n hiperb6Iica con e[ software Sigmaplot 11.

Uni6n  de FtsA a  Ftsz.  La  uni6n  de  FtsA a  Ftsz se determin6  por anisotropia de  la

fluorescencia intrinseca de FtsA.  La aniso{ropia de un fluor6foro esta relaciona con el

tiempo de correlaci6n rotacional de acuerdo a la ecuaci6n de Perrin-Weber (Lakowicz,

2006; Jameson y col., 2003):

f=(1+f)                                            (ec.1,

Donde  res  la  anisotropfa  del  fluoroforo  en  las  condiciones  experimentales;   ro   es  la

anjsotropia limitante del fluor6foro, que se mide en  ausencia de movjmiento  (como en

glicerol a =80 °C); y  r  es el tiempo de vida de la sonda,  que generalmente esta en el

orden  de  los  nanosegundos.    Se  define  el  tiempo  de  correlaci6n  rotacional  rc   para

una proteina esferica como:

7.-#
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Donde  jz  es la constante de los gases ideales,  r  la temperatura,  77  Ia viscosidad de la

soluci6n y  7'  el volumen molar de la mol6cula que rota. De acuerdo a la ecuaci6n 2, el

volumen es directamenfe proporcional al  7c . A su vez, de acuerdo a la   ecuaci6n  1, el

7c   es  directamente  proporcional  a  la  anisotropfa.  Lo  que  se  aprecia  mejor  en  la

ecuaci6n  3,  que se  obtiene al  reemplazar la  definici6n  de7c  de  la  ecuaci6n  2,  en  la

ecuaci6n 1.

?=(1+#)                                      (ec. 3,

Por [o tanto,  un aumento de [a anisotropia indica un aumento del tiempo de correlaci6n

rotacional.  Dado que la sonda corresponde a un residuo dentro de una protefna indica

un aumento del volumen hidrodinamico de la proteina,  y con ello,  una disminuci6n de

su la libertad rotacional.

Las anisotropia se midi6 en un espectrofluorimetro Perkin-Elmer LS 50, que posee una

configuraci6n  de  tipo  L,   equipado  con  polarizadores  de  film  cuyo  a[ineamiento  se

evalu6 midiendo la polarizaci6n de una suspensi6n diluida de glic6geno, y se obtuvo un

valor de 0,988; se considera que el limite aceptable es de 0,97 (Lakowicz, 2006), por lo

tanto, los polarizadores estaban correctamenfe alineados.

La FtsA expresada en forma recombinante, al igual que la proteina silvestre, posee dos

residuos  triptofanos  y  12  residuos  tirosina,  mientras  que  Ftsz  posee  3  tirosinas  y

ningdn triptofano. Genera[mente para excitar al residuos tript6fano se usa una longitud

de  onda  de  280  nm,  que  corresponde  a  su  maximo  de  absorci6n,  pero dado  que  la

FtsA posee mss residuos de tirosina que de tript6fano, se exito a una A de 295 nm, a la

cual   la absorci6n  de los  residuos tirosina es despreciable frente a  la  de los  residuos

4
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tript6fano. Se detect6 la emisi6n a 348 nm, que corresponde al maximo de emisi6n del

triptofano    libre   en    soluci6n   y   de   la    FtsA.    El    experimento   se   realiz6   en    un

espectrofluorimetro    Perkin-Elmer    LS    50,    con    un    ancho    de    banda    de    los

monocromadores de 5 nm  para la excitaci6n y de 8 nm   para  la emisi6n.  Se utiliz6 un

amortiguador Hepes-KOH 50 mM pH 8,0,  KCI 100 mM,  EDTA 1  mM,  DTT 2,5 mM.  Los

experimentos  se  hicieron  en  una  cubeta  de  cuarzo  de  500  LiL,  a  una  temperatura

controlada  de  25  °C,  y  con  un  tiempo  de  integraci6n  de  40  s  lo  que  entrega  una

desviaci6n estandar asociada al medici6n del equipo de ± 0,003. FtsA se agreg6 a una

concentraci6n de 1  o 5 ijM,  se midi6 la anisotropia,  luego se agreg6 2 prL de Ftsz 500

LLM  (2  uM  final),  se  agit6  por  inversi6n  3  veces,  se  incub6  por  2  min  y  se  midi6  [a

anisotropia. Se procedi6 de esta forma, hasta alcanzar un valor de anisotropia cercano

a 0,3. Cada valor registrado en la curva realizada a una concentraci6n de FtsA de 5 prM

corresponde a una medici6n individual; y cada valor registrado en la curva realizada a

una  concentraci6n  de  FtsA  1  HM  corresponde  a  un  promedio  de  3  mediciones.  Los

va[ores de anisotropia  informados estan corregidos por el factor G, que corresponde a

la  relaci6n entre la eficiencia de la transmisi6n por el polarizador de emisi6n de la luz

verticalmente polarizada respecto de la horizontalmente polarizada.

Entrecruzamiento  quimico  de  FtsA  y  FtsAA27.   Para  determinar  si   la   protefna

purificada   se   encontraba   en   estado   monom6rico,    o   agregada,    se   realiz6   un

experimento   de  en{recruzamiento   quimjco   con   glutaraldehido   (1,5-pentanodjal).   El

glutaraldehido es un agente entrecruzante homobifuncional (tiene dos grupos reactivos

identicos),  que  reacciona  con  grupos  amina  primarios  en  proteinas.  Si  dos  proteinas

interacttian,   al  agregar  glutaraldehido,  van  a  quedar  covalentemente  unidas,  este

complej.o se puede observar por SDS-PAGE.

iA
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Se  utilizaron  alicuotas  de  100  LiL de  FtsA  1,52  mg  mL-1  y FtsAA27  2,37  mg  mL-1  que

estaban  disueltas  en  amortiguador de  dialisis  (Hepes-NaoH  50  mM  pH  8,  Nacl  500

mM,  Na205S210  mM,  sacarosa  1  M,  DTT 2,5  mM,  y Mgc12  2  mM),  se incubaron  en

hielo  y  se  agreg6  0,8  HL  de  glutarldehido  25%  v/v  (0,2%  v/v  final).  La  reacci6n  se

detuvo a diferentes tiempos (0,15,  30,  60 y 180 s) al agregar a una alicuota de 18 lil

de la mezcla de reacci6n,  2 prL de Tris-HCI  1  M pH 8,0,  mss 5 HL de amoriiguador de

carga 5X. De esta mezcla se carg6 20 prL en el gel de electroforesis.

Apagamiento  dinamico  de  [a f[uorescencia  intrinseca de  FtsA.  Las  muestras se

midieron en  un espectrofluorimetro  Perkin-Elmer LS  50,  en  una cubeta de cuarzo de

500  LIL  a  una  temperatura  controlada  de  25  °C,  se  exito  a  295  nm,  y  se  registr6  el

espectro   de   emisi6n   entre   310   y   420   nm,   con   un   ancho   de   banda   de   los

monocromadores  de  8  nm  para  la  excitaci6n  y  la  emisi6n.  Para  el  apagamiento  se

utiliz6  amortiguador Hepes-KOH  50  mM  pH  8,0,  Kcl  100  mM,  EDTA  1  mM,  DTT 2,5

mM.   FtsA  se   agreg6   a   una   concentraci6n   de  5   LIM,   se  midi6   la   intensidad   de

fluorescencia a 348 nm (que es el maximo de emisi6n del triptofano), luego se agreg6 2

ILL  de  la  soluci6n  del  apagador 5  M  (2  LIM  final),  se  agit6  por  inversi6n  3  veces,  se

incub6 por 2 min y se midi6 nuevamente la intensidad de fluorescencia. Se procedi6 de

esta forma, hasta haber alcanzado una concentraci6n de apagador de 0,5 M.

Como apagadores se usaron  acrilamida (2-propenamida,  masa molecular de 71,08 g

mol-t,  no posee carga),  ioduro (masa at6mica de 126,9 g mol-1,  posee carga negativa)

como sal de sodio y cesio (masa at6mica de 132,9 g mol-1,  posee carga positiva) como

sa] de cloruro.  Las soluciones madre (5 M) de estos reactivos, se filtraron con iln filtro

de  0,2  prm.  Se  utiliz6  tript6fano  10  HM,  como  control  de  la  sonda  completamente

expuesta al solvente.

`.6
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Los datos se graficaron con la ecuaci6n de Stern-Volmer:

E-1+Ksy.[g]
F (ec. 4)

Donde   la   intensidad   inicial   de  fluorescencia   corresponde   a   Fo,   Ia   intensidad   de

fluorescencia  en  funci6n  de  la  concentraci6n  del  apagador /tJ/ corresponde  a  F.  La

pendiente del grafico de F/F en funci6n de [Q] corresponde a la constante de Stern-

Volmer Ksv,  y su valor es  proporcional  al  apagamiento  de  la  sonda,  y da  cuenta del

grado de exposici6n al solvente del fluor6foro (Lakowicz, 2006).

Union de DAPI a FtsA. Se determin6 Ia concentraci6n de la sonda fluorescente DApl

utilizando un g242 de 23000 M-1  cm-1 en agua (Barcellona y Gratton,1996). Se sigui6 su

uni6n  a  FtsA,  por FRET.  El  experimento  se  realiz6  en  un  espectrofluorimetro  Perkin-

E]mer LS 50, se excit6 a 295 nm, y se registr6 el espectro de emisi6n entre 310 y 530

nm, con un ancho de banda de los monocromadores de 5 nm para la excitaci6n y de 8

nm  para  la  emisi6n.  Se  utiliz6  un  amortiguador Hepes-KOH  50 mM  pH  8,0,  Kcl  100

mM, EDTA 1  mM, DIT 2,5 mM. Los experimentos se hicieron en una cubeta de cuarzo

de   500   LIL,   a   una   temperatura   controlada   de   25   °C.   FtsA   se   agreg6   a   una

concentraci6n de 5 uM, se midi6 Ia fluorescencia,  luego se agreg6 2 prL de la soluci6n

de DAPI  1  mM  (4  LIM final),  se agit6  por inversion  3 veces,  se incub6  por 2 min y se

midi6  nuevamente  la  intensidad  de fluorescencia.  Se  procedi6  de  esta  forma,  hasta

haber  alcanzado  una  concentraci6n  de  DApl  de  50  prM.  EI  experimento  se  repiti6

utilizando  el  amortiguador  de  dialisis  de  la   purificaci6n  de  FtsA,   como  control.   El

espectro del control se resto al de cada muestra,  dado que a 295 .hm  DApl tiene una

absorbancia (que a una concentraci6n de 50 prM, a una longitud de onda de 295 nm, es

de 0,04), que si bien es mucho menor que la de FtsA, no es despreciable.

)a

27



RESULTADOS

Purificaci6n de FtsA y de FtsAA27. En las figuras 5 y 6, se muestran los resultados

de  un  gel  SDS-PAGE  de  las  fracciones  colectadas  de  la  elusi6n  con  imidazol  de  la

columna de afinidad a niquel,  de F{sA y FtsAA27,  respectivamente.  La mayoria de las

contaminantes  eluyeron   con   los   lavados   con  imidazol   50   mM.   Tanto   FtsA  como

FtsAA27 eluyeron desde la columna al agregar 100 mM y 200 mM de imidazol. Al cabo

de la purificaci6n las proteinas se obtuvieron con un grado de pureza promedio mayor

al  96  %,  de  acuerdo  al  analisis  densitom6trico  de  los  geles.  A  partir de  la  migraci6n

relativa  de  FtsA y  FtsAA27  respecto  a  los  marcadores  de  masa  molecular en  el  gel

SDS-PAGE, se determin6 una masa molecular de 47,5 kDa para FtsA y  44,3 kDa para

FtsAA27, valores practicamente igua]es a [os calcu[ados desde sus secuencias.  Por lo

tanto,  ambas proteinas tienen  una migraci6n electrofofetica normal,  demostrando que

la  h6lice  anfipatica  C-terminal  (MTS),  que  se  postula  interacttla  con  la  membrana

citoplasmatica,  no modificarra  la cantidad de SDS  unida a  la proteina a diferencia del

caso de ZipA, que posee una migraci6n electrofofetica anormal probablemente debida

a la presencia de una h6Iice transmembrana en el extremo N-terminal (Ordenes, 2006).

El rendimiento promedio de varias preparaciones se mantuvo entre 4 a 6 mg de FtsA y

10 mg de FtsAA27,  por dos litros de cultivo bacteriano (~1,5 g de "pellet").  Esto podria

explicarse de ]a siguiente manera:  1) Ia expresi6n de FtsAA27 es menos toxica para [a

c6lula,  que  la  expresi6n  de  FtsA,  2)  el  nivel  de  expresi6n  de  ambas  proteinas  es  el

mismo,  pero la fracci6n soluble de FtsAA27 es mayor que la de FtsA,  dada su menor

hidrofobicidad, pues no posee su MTS.
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Fjgura  5.  Gel  SDS-PAGE  10%  de  [as  fracciones  de  FtsA  eluidas  desde  una

e6]urfuha  de  afihidad  a   hfekei   e6h   irfuidazbl.   Ffaeei6hes  eluidas  de  [a   e6iuinha

ProBond,  con  imidazol  50  mM,  100  mM  y  200  mM.  En  el  primer carril  se  muestra  la

sepaFa6i6h   de   [as   p.F6teiFias   Gel   e§Ia.Fidar  de   ffia§a   ffi6leeiilaF.   EI   gel   se  lifi6   e6h

fluorescamina.
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Figura 6.         Gel SDS-PAGE 10% de las fracciones de FtsAA27 eluidas desde una

columna  de  afinidad  a  nickel  con   imidazol.   Fracciones  eluidas  de  la  columna

ProBond,  con  imidazol  100 mM y 200 mM.  En el  carril F se carg6 la proteina pura.  En

el  tlltimo  carril  se  muestra  la  separaci6n  de  las  proteinas  del  estandar  de  masa

molecular. E[ gel se tifi6 con fluorescamina.
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Expresj6n de mufantes en los dominios de FtsA.  Los vectores pLYV40,  pARV12 y

pARV35    expresan    las    proteinas    mutantes    FtsAA5,    FtsAAIC    y    FtsAAS12-13,

respectivamente.  Se  observa  en  la  figura  7  que  de  todas  las  proteinas  de  E.  co/t.

cargadas  en  el  gel,  solo  las tres  proteinas  mutantes  reaccionaron  con  un  anticuerpo

policlonal de rat6n contra  FtsA,  lo que indica especificidad em esta reacci6n.  Las tres

proteinas  mutantes  mostraron  un  bajo  nivel  de  expresi6n,  no  se  observaron  bandas

definidas  de  estas  proteinas  en  el  SDS-PAGE,  pero  si  se  pudieron  observar  en  el

"western blot". Al separar el extracto crudo de la fracci6n  insoluble por centrifugaci6n,

se observ6 que las proteinas mutantes sedimentaron completamente.  Esto indica que

estas mutantes podrian estar formando cuerpos de inclusion, o bien, que su uni6n a la

membrana   es    muy   fuerte,    lo   que    las   arrastra    a    la   fracci6n    insoluble.    Este

comportamiento es diferente al de FtsA y FtsAA27, que se expresan en forma soluble,

y es similar al de la mutante catalitica   FtsA D210A, que se expresa en forma insoluble

(Gallardo, 2006).

SDS-PAGE Western  BIot

pARV12                 pARV35     pLYV40           PARV12               pARV35      pLYV40
KDa       S          P        NEB   S        P         S       P                S          P     NEB   S        P         S        P

175                         -I,`.,.ire
_.    €:-.iv

83

62

47,5

32,5

Figura 7. Sobreexpresi6n de las mutantes de FtsA. Las c6lulas que sobrexpresaron

las  proteinas  mutantes se  lisaron y centrifugaron  a  16000 x g  a 4 °C  por 40  min.  Se

separ6 el extracto crudo (S, soluble) del precipitado (P). Se suspendi6 el precipitado en

la  misma  cantidad  de volumen  de  la fracci6n  soluble.  En  el  carril  NEB  se  muestra  la

separaci6n de las proteinas del estandar de masa molecular pretefiido.
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Purificaci6n  y  polimerizaci6n  de  Ftsz.  La  Ftsz  es  una  proteina  capaz  de  formar

polimeros  al  agregar  GTP,   esta  actividad  se  favorece  en  presencia  de  cationes

diva[entes como el Ca+2.  Se utiliz6 esta caracteristica para purificar[a.  En la fjgura 8 8

se muestra un SDS-PAGE del "test" de sobreexpresi6n de Ftsz, se observ6 que la Ftsz

no se expres6 en ausencia del inductor lpTG (carril Nl), y que si se expres6 al inducir

con lpTG (carril I), obteniendose una banda intensa de proteina en el gel. En la figura

8 A se muestra el cromatograma de la purificaci6n, en el que se observan 4 picos que

corresponden a:  ]a inyecci6n de la proteina a la columna desde e] "loop",  a [os 20 min;

la elusi6n de proteinas contaminantes al lavar la columna,  a  los 43 min;  la elusi6n del

GTP a los 72 min, al lavar con 0,2 a 0,3 M de KCI; Ia elusi6n de la Ftsz a los 89 min, al

lavar con 0,4 a 0,5 M de Kcl.  En la figura 8 C se muestra un SDS-PAGE de distintas

etapas de la purificaci6n de Ftsz. Se obtuvo la Ftsz con un grado de pureza promedio

mayor al 99%, de acuerdo al analisis densitom6trico del gel.

Para  determinar la funcionalidad  de  la  Ftsz  purificada,  se  sigui6  la  polimerizaci6n  de

inducida por GTP, mediante dispersi6n de luz de 350 nm a 90° (figura 9). Al agregar el

nucle6tido, se observ6 un aumento inmediato de la dispersi6n de luz, que da cuenta de

]a forma.ci6n  de  polimeros  de  Ftsz,  que  se  mantuvieron  relativamente  estables  en  el

tiempo,  hasta su fase de despolimerizaci6n.  Se observa que el periodo de estabilidad

depende de la concentraci6n de proteina. De esta manera, a mayores concentraciones

de Ftsz se hace menor el tiempo de estabilidad de los polfmeros formados,  debido al
\

agregar mss enzima la actividad GTpasica aumenta y el GTP se hace limitante.
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Figura  8.  Purificaci6n  de  Ftsz.  A.  Cromatograma  (HPLC)  en  una  columna  mono-Q

sefarosa de 5 mL, a flujo de  1  mL min-1,  seguido por absorbancia a 280 nm (azul).  Se

eluy6 la proteina por fuerza i6nica, con un gradiente lineal de Kcl desde 0,1  M a los 65

min,  hasta  0,7  M  a  los  85  min.  La  muestra  se  inject6  a  la  columna  a  los  20  min.  8.

SDS-PAGE  10% del "test" de expresi6n de la proteina.  NI:  no inducido,I:  inducido con

IPTG  0,2  mM  por  3  h.  C.  SDS-PAGE  10%  de  muestras  de  algunas  etapas  de  la

purificaci6n.   1:   precipitado   de   la   ultracentrifugaci6n   a   92000   x  g   por  90   min.   2..

precipitado de la primera centrifugaci6n de polimeros inducidos con GTP 1  mM y Cac12

20 mM,  a  10000 x g por 15 min.  3.  Muestra antes de cargar a la columna. 4.  Muestra

final obtenida despu6s de la dialisis.
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Se  define  como  concentraci6n  critica  C„  a  la  minima  concentraci6n  de  proteina  a  la

cual  se forman  polimeros.  En  la figura 9  8 se muestra  que al graficar los valores de

maxima  dispersi6n  de  luz  en  funci6n  de  la  concentraci6n  de  proteina  se  obtuvo  una

lfnea  recta  que  cort6  el  eje  de  la  abscisa  a  un  valor de  1,07  uM,  valor que  es  muy

similar al detectado  por m6todos  mas sensibles  (Chen y col.,  2005)  Io cual  indica que

en ambos casos la funcionalidad de la proteina no cambia.

Tambi6n   se   investig6   la   polimerizaci6n   de   Ftsz   a   pH   8,0,   en   las   condiciones

experimentales en las que se midi6 la actividad ATpasica de FtsA,  lo que se muestra

en la figura 10. Al agregar GTP  1  mM se observ6 un aumento de la dispersi6n de luz

mayor que en la curva a pH 6,5, que se mantuvo constante durante los primeros 5 min,

al  cabo  de  los  cuales  comenz6  a  aumentar  nuevamente  la  dispersi6n  de  luz,  no  se

observ6 una fase de desensamblaje durante el tiempo registrado. EI hecho de que Ftsz

polimerice  en  forma  irreversible  a  este  pH  indica  que  Ftsz  no  es  funcional  en  las

condiciones experimentales en las que se midi6 Ia actividad ATpasica de FtsA.
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10                             20                             30                             40

Tiempo, min.

0,1                    0,2                    0,3                    0,4                    0,5

[Ftsz],  mg  mL-1

Figura  9.  Polimerizaci6n  de  Ftsz  a  pH  6,5  seguida  por  dispersion  de  luz.  A.

Cinetica de  polimerizaci6n de  Ftsz en amortiguador Mes-KOH  50 mM  pH  6,5,  Kcl 50

mM,  Mgc1210  mM.  Trascurridos 5  min  se agreg6 GTP  1  mM.  B.  Determinaci6n de  la

concentraci6n critica (Cr). La linea de ajuste Comesponde a un polinomio de grado 1.
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Tiempo,  min.

Figura 10. Efecto del pH en la polimerizaci6n de Ftsz. A. Cin6tica de polimerizaci6n

de  Ftsz 0,5 mg  mL-i  en amortiguador Mes-KOH 50 mM pH 6,5,  Kcl 50  mM,  Mgc1210

mM en  rojo,  y en amortiguador Hepes-KOH 50 mM pH 8,0,  Kcl  100 mM,  EDTA 1  mM,

DTT 2,5 mM,  Mgc1215 mM, en azul.  Trasourridos 5 min se agreg6 GTP  1  mM.  Se uso

un filtro que dej6 pasar el 4% de la luz.

Polimerizaci6n  de  FtsA.  FtsA forma  polimeros en  amortiguador Tris-Hcl  20  mM  pH

8,0,  NacI  50  mM;  en  presencia de 5  mM ATP y a  una  concentraci6n  de  proteina de

2,25  LJM,  cuya  morfologia  se determin6  por microscopia  electr6nica,  (Gallardo,  2006).

La agregaci6n de los polimeros se atentla en presencia de sacarosa (Gallardo, 2006).

En  la figura 11  A se muestra la polimerizaci6n de FtsA seguida por dispersi6n de luz

de  350  nm  a  goo.  Se diluy6  la  proteina,  que estaba  almacenada en  un  amortiguador

con  sacarosa  1   M,  a  un  amortiguador a  pH  5,5,  con  diferentes  concentraciones  de

sacarosa  en  cada  experimento. Al  agregar la  proteina  se observ6  un  aumento de  la

•?-f:



dispersi6n  de  luz  en  forma  constante  dentro  de  los  primeros  10  minutos,  despu6s

mostr6  una  segunda  fase  mucho  mss  lenta,   a  las  diferentes  concentraciones  de

sacarosa, y con la misma pendiente, e independiente de la concentraci6n de sacarosa

al igual que la primera fase. Sin embargo la extensi6n de la primera fase en cuanto a la

dispersi6n de luz se comport6 de manera inversa a la concentraci6n de sacarosa.

Estos  resultados confirman que la presencia de sacarosa  1  M  inhibe  la  polimerizaci6n

de  FtsA,  este efecto  se  puede  percibir mss claramente en  la figura  11  8,  donde se

grafic6 el delta de dispersi6n de luz,  en funci6n de la concentraci6n de sacarosa.  Por

ejemplo,  Ia  intensidad  de  dispersi6n  de  luz  a  los  60  min  de  la  curva  con  1,05  M  de

sacarosa, es un 36,5°/o menor que en la curva con 0,05 M de sacarosa.

Se determin6 el efecto del pH sobre la polimerizaci6n de FtsA,  Io que se muestra en la

figura 12 A. Se observ6 un aumento de la polimerizaci6n de FtsA a pH 5,5, y que esta

disminuy6 progresivamente a pHs mss basicos, hasta ser casi completamente inhibida

a pH 8,5.

Se  determin6  que  las  sales  NacI  y  Kcl  inhiben  la  polimerizaci6n  de  FtsA,  como  se

observa en las figuras 13 A y 13 8, respectivamente. Si bien hubo un mayor efecto de

Nacl respecto a Kcl, ambos efectos se hacen similares a una concentraci6n de 0,7 M

(figura 13 C).



A

20                 30                 40                 50                 60

Tiempo,  min.

[Sacarosa],  M

0,0           0,2           0,4           0,6           0,8            1,0           1,2

[Sacarosa],  M

Figura  11.  Inhibici6n  de  la  polimerizaci6n  de  FtsA  por sacarosa.  A.  Cinetica  de

polimerizaci6n de FtsA  1,5 uM en amortiguador Mes-KOH  50 mM pH  5,5,  KCI 50 mM,

Mgc12 7 mM, a diferentes concentraciones de sacarosa. Transcurridos 5 min se agreg6

la proteina a la cubeta, alcanzando la concentraci6n de sacarosa sefialada. Se midi6 Ia

dispersi6n de luz a 350 nm, con un filtro que dej6 pasar el 6% de la luz.  a.  Diferencia

de intensidad de dispersi6n de luz entre los tiempos 2 y 65 min, para cada curva en A.

La linea de ajuste corresponde a un decaimiento exponencial de tres pafametros.
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Figura   12,     Efecto  del   pH   sobre   la   polimerizaci6n   de   FtsA.   A.   Cin6tica   de

polimerizaci6n de  FtsA  1,5 uM en amortiguador Mes-KOH  (pH 5,5 y 6,0),  Hepes-Hcl

(pH  6,5,  7,0,  7,5,  8,0 y 8,5)  o borato-KOH (pH 9,0)  50  mM,  Kcl  50  mM,  Mgc12  7  mM,

Transcurridos  5  min  se  agreg6  la  proteina  concentrada  a  la  cubeta.  Se  midj6  Ia

dispersi6n de luz a 350 nm, con un filtro que dej6 pasar el 6% de la luz a. Diferencia de

intensidad de dispersi6n de luz entre los tiempos 2 y 65 min, para cada curva en A.  La

linea de ajuste corresponde a un decaimiento exponencial de tres pafametros.
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Figura  13.   Efecto de Nacl y Kcl sobre la polimerizaci6n de FtsA.  A.  Cin6tica de

polimerizaci6n de FtsA 1,5 LiM. A.  En amortiguador Mes-NaoH 50 mM pH 5,5,  Mgc12 7

mM  a  diferentes concentraciones de  NacI.  8.  En  amortiguador Mes-KOH  50  mM  pH

5,5, Mgc12 7 mM a diferentes concentraciones de Nacl. Transourridos 5 min se agreg6

Ia proteina a la cubeta. Se us6 un filtro que dej6 pasar el 6% de la luz  C.  Diferencia de

intensidad  de  dispersi6n  de  luz  entre  los tiempos  2  y  65  min,  para  cada  curva.  Las

lineas de ajuste corresponden a un decaimiento exponencial de tres pafametros.
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En  el  experimento de la figura  14 se estudio el efecto de  la concentraci6n  de FtsA y

del ATP en su polimerizaci6n, a diferentes pH, seguida por dispersi6n de luz a 350 nm.

Se observ6 que entre una concentraci6n de FtsA de 0,5 y 3 prM,  la polimerizaci6n fue

proporcional  a  la  concentraci6n  de  proteina,  a  los 4  pH  estudiados.  A  Ios  pH  basico

(7,4, 8 y 9) la pendiente fue la misma, en cambio a  5,5, la pendiente fue mucho mayor.

Se observ6 que a mayor concentraci6n de proteina se obtuvo un aumento proporcional

en la intensidad de dispersi6n en todas las curvas, excepto en los dltimos puntos de la

curva, especialmente en 5 prM, donde se observ6 cierto grado de saturaci6n, que en la

curva a pH 5,5, lleg6 a ser inhibici6n, registrandose una cin6tica mucho mss lenta.

Para determinar la funcionalidad de la proteina se investig6 el efecto de ]a adici6n de

ATP  1  mM  en  su  polimerizaci6n,  resultado  que  se  resume  en  la  figura  15  8.  En  la

cin6ticas  de  polimerizaci6n  realizadas  a  pH  basico  se  observ6  que  al  afiadir  ATP,

aument6  Ia dispersi6n de luz,   y que este efecto fue maximo a  una concentraci6n de

FtsA de 2 a 3 prM,  en cambio a concentraciones mayores de proteina,  en  la cuales la

polimerizaci6n es mayor,  el efecto del ATP fue menor.  Este resultado indicaria que   el

ATP favorece la polimerizaci6n de mon6meros-olig6meros de FtsA,  pero que no tiene

efecto  sobre  los  polimeros  ya  formados  de  FtsA.  A  pH  5,5  el  ATP  tuvo  un  efecto

con{rario, disminuy6 levemente la po]imerizaci6n de FtsA. Al hacer el control del efecto

de  agregar ATP,  se  observ6  que  a  pH  5,5  Ia  disminuci6n  de  la  dispersi6n  de  luz  al

agregar un volumen de ATP a la cubeta, fue la misma al agregar un volumen id6ntico

de amortiguador, de manera que el ATP no tendria efecto sobre la FtsA a pH 5,5.
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Figura  14.     Efecto  de  la  concentraci6n  de  FtsA  y  el  ATP  en  su  cinetica  de

polimerizaci6n.  Cin6tica  de  polimerizaci6n  de  FtsA a  diferentes  concentraciones,  en

amortiguador 50 mM a diferentes  pH  (Mes-KOH  pH  5,5;  Tris-HCI  50  mM  pH  7,4;  Tris-

HCI  50  mM  pH  8;   Borato-KOH  p  9),   con  Kcl   100  mM,   Mgc12  3  mM,   seguida  por

dispersion de luz a 350 nm. A los 5 min se agreg6 la proteina a la cubeta,  luego de 10

min se agreg6 ATP  1  mM,  como indican las flechas.  Se us6 un filtro del 6% en el paso

6ptico.
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12345

[FtsA],  LIM

Figurai   15.     Efecto  de   la   concentraci6n  de   FtsA  y  el  ATP  en  el   delta   de

polimerizaci6n.  Se  grafic6  el  valor  del  incremento  de  dispersi6n  de  luz,  Iuego  de
agregar la proteina a la cubeta (A), y luego de agregar ATP a la oubeta con la proteina

(8), para cada ourva de la figura 14.
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Determinaci6n de la actividad ATpasica de una preparaci6n de FtsA.  Para seguir

la  actividad  de  ATpasica  de  FtsA  se  probaron  tres  m6todos  diferentes:   1)  ensayo

acoplado Lactato deshidrogenada - Pirubato kinasa, en el cual se mide indirectamente

el   consumo   de  ADP   producido   por  la   hidr6lisis  enzimatica   del  ATP,   acoplandolo

enzimaticamente      a      la      oxidaci6n      de      NADH2,      seguida      en      tiempo      real

espectrofotom6tricamente por la disminuci6n de la absorbancia a 340 nm (Monasterio,

1980).   2)   Hidr6Iisis  de  ATP  marcado  con  f6sforo  radiactivo  en  el  fosfato  gamma

(v32ATP),   seguida   midiendo   la   radioactividad   del   Pi   liberado   con   un   contador  de

centelleo,   separando   previamente   el   ATP   no   hidolizado   (quelandolo   con   carb6n

activado)  (Gallardo,  2006).  3)  Detecci6n colorjm6trica de Pi  liberado con el  m6todo de

verde de malaquita, que en presencia de acido molibdico,  cambia su color de amarillo

a verde al  agregar Pi  (Lanzetta  y  col.,  1979).  De  los tres  metodos  empleados,  el  de

verde  de  malaquita  resulto  ser igual  de  sensible  que  el  m6todo  radiactivo,  y el  mss

repetible de los tres.  Ademas de ser considerablemente mss barato que el resto de los

m6todos,  es insensible al fosfato liberado despu6s de detenida la reacci6n,  y su color

es estable en el tiempo.

En la figura 16 se muestra una curva de calibraci6n obtenida con verde de malaquita,

que permite relacionar la absorbancia a 630 nm,  con la cantidad de Pi, que result6 ser

lineal hasta 13 nmoles de Pi, y muy preciso.
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Figura  16.    Curva  de  calibraci6n  para  la  cuantificaci6n  de  fosfato  inorganico

usando el m6todo de verde de malaquita. La curva se confeccion6 usando KH2P04

secado por 2 horas a  100 °C secado como estandar, se repiti6 para cada experimento

en A.  Fotografia de las muestras 8.  Espectro de absorci6n visible de las muestras.  C

curva de calibraci6n, el rango lineal del m6todo va entre 0,5 a 13 nmoles de fosfato, se

destaca con los circulos llenos verdes.
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En la figura 17 se muestra la curva de saturaci6n de la actividad ATpasica de FtsA, en

el  panel superior de esta figura se grafica el coeficiente de determinaci6n I(R2),  para el

calculo  de  la velocidad  inicial  a  partir de cada  curva de  progreso,  utilizando  una  linea

recta como funci6n de ajuste.

Se  observ6 que  a  bajas  concentraciones de ATP,  Ia  curva  se ajust6  muy  bien  a  una

hip5rbola, y que las curvas de progreso tienen un R2 mayor a 0,98. A concentraciones

de ATP  mayores de 2 mM este comporfamiento cambio abruptamente,  Ias curvas de

progreso  perdieron  su  linealidad,  Io  que se  reflej.a  en valores  de  R2  menores  de  0,9.

Este   comportamiento   podria   deberse   a   que   existen   cambios   en   el   estado   de

agregaci6n de FtsA a mayores concentraciones de ATP.

Tambien se determin6 el efecto de Ftsz sobre la actividad ATpasica de FtsA (figura

18). De acuerdo a estos resultados, la presencia de Ftsz no tiene un efecto significativo

sobre  la  KM,  pero  si sobre  la VMex,  la  Cual  disminuye,  por lo tanto se  concluy6  que  la

presencia de Ftsz inhibe la actividad ATpasica de FtsA.  Dado que se ha planteado en

esta  tesis  que  la  VivIAx  de  la  actividad  ATpasica  de  FtsA  depende  del  estado  de

agregaci6n  de  la  proteina,  y que  Ftsz tiene  un efecto sobre la VMAx y no  sobre  la  KM,

cabe preguntarse si Ftsz tiene mas bien un efecto directo sobre la agregaci6n de FtsA,

y como consecuencia de ello, disminuye la actividad ATpasica de FtsA.
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Figura 17.   Curva de saturaci6n de la actividad ATpasica de una preparaci6n de

FtsA.  Se incub6  FtsA 2,25  LIM en amortiguador Tris-HCI  50  mM  pH  8,0  KCI  100  mM,

Ei)FA.1  mM,  DIT 2,5  mM  y  Mgc12  2  mM  por sobre  ia  concentraci6n  de ATE,  a  una

temperatura  de  30  °C.  La  reacci6n  se  inici6  al  agregar ATP.  Se  grafic6  la  velocidad

iniciai  en  funci6n  de  ia  concentraci6n  de  sustralo.  En  ei  panei  superior se  grafic6  ej

coeficiente de determinaci6n R2, para el calculo de la velocidad inicial de cada curva de

progreso.
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Figura 18.   Curva de saturaci6n de la actividad ATpasica de una preparaici6n de

FtsA,  y  FtsA  mss  Ftsz.  Se  incub6  por  5  min  FtsA  2,25  ijM  (en  rojo),  y  FtsA  en

presencia  de  una  cantidad  equimolar de  Ftsz (en  azul),  en  amortiguador Tris-Hcl  50
mM  pH  8,0,  KCI  100  mM,  EDTA  1   mM,  DTT  2,5  mM  y  Mgc12  2  mM  por  sobre  la

concentraci6n  de ATP,  a  una  temperatura  de 30 °C.  La  reacci6n  se  inici6  al  agregar

ATP. Se grafic6 la velocidad inicial en funci6n de la concentraci6n de sustrato.

Tabla 11.  Pafametros cineticos de la actividad ATpasica de una preparaci6n de FtsA, y

de FtsA mas Ftsz.

K" a                              VMAX kcATC         Cte.Esp
mM                          HM  min-i                    s-1                     M-1  s-1

FtsA               0,24 ± 0,03          6,50 ± 0,23           173           9,12 * 10
FtsA+Ftsz        0,19±0,02          5,39±0,16           144           7,56*105

a constante de Michaelis.
b velocidad maxima.
c constante catal ltica.
d Cte. constante de especificidad.
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Determinaci6n de la uni6n de Ftsz a FtsA. En la figura 19 A se muestra una curva

de titulaci6n de la uni6n de Ftsz a FtsA,  seguida por la anisotropia de la fluorescencia

intrinseca de los residuos tript6fano de FtsA. Al agregar Ftsz,  se observ6 un aumento

de la anisotropia, esto implica un aumento del tiempo de correlaci6n rotacional  7c  de la

sonda  de  acuerdo  a  la  ecuaci6n  2,  lo  que  indica  que  existe  una  interacci6n  entre

ambas  proteinas.  En  la  curva de titulaci6n  de  FtsA 5  prM  se observ6  un  aumento  de

anisotropia cada vez que aument6 en 5 prM Ia concentraci6n de Ftsz.  En toda la curva

se registraron 10 de estos aumentos.

Dado  que  las  curvas  de  titulaci6n  se  hicieron  a  diferentes  concentraciones  de  FtsA,

para hacer comparables las curvas, se grafic6 en el eje de la abscisa la raz6n entre las

concentraci6n de Ftsz y FtsA (figura 19 a). Se observa que la interacci6n de Ftsz con

FtsA  es  mas  favorable  a  mayor  concentraci6n  de  FtsA,  Io  que  sugiere  que  hay  un

proceso de polimerizaci6n que depende de la concentraci6n de FtsA.

En la curva de titulaci6n de FtsA 1  prM se observ6 que los resultados se podrian ajustar

atres hip6rbolas, que corresponderian a tres poblaciones de sitios, se hizo un ajuste a

cada una de ellas por regresi6n hiperb6Iica, y se calcul6 Ias respectivas constantes de

disociaci6n,  que  se  muestran  en  la  tabla  111,  se  observa  que  estas  caen  el  rango

micromolar,,  y  que  se  diferencian  muy  poco,  Io  cual  indicarra  que  la  poblaci6n  de

polimeros  no  es  homog6nia,  o  bien  que  la  uni6n  de  Ftsz  a  una  poblaci6n  mas

homogenea de polimeros generaria  una  pequefia  interferencia que seria  responsable

del aumento del valor de la constante de disociaci6n.
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Figura 19. A. Curva de titulaci6n de FtsA con Ftsz, siguiendo la anisotropia de la

fluorescencia intrinseca de FtsA. Se incub6 la proteina en amortiguador Hepes-KOH

50 mM pH 8,0,  Kcl  100 mM,  EDTA  1  mM,  DTT 2,5 mM,  a  una temperatura controlada

de 25 °C. Para obtener la anisotropia se excit6 a 295 y se registr6 la emisi6n a 348 nm.

8. Curva corregida por la concentraci6n de FtsA.
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Tabla  111.  Constantes  de  disociaci6n  para  los  tres  sitios  observados  en  la  curva  de

titulaci6n de FtsA i uM con Ftsz (figura i9).

Sitio        KD,
14,4
2                 11,6
3               16,4

Entrecruzamiento quimico de FtsA y FtsAA27. Para determinar si FtsA y FtsAA27 se

encuentran  en  soluci6n  como  mon6meros,  o como  polimeros,  se  realiz6  una cin6tica

de   entrecruzamiento   quimico   con   glutataldehido.   Los   polfmeros   entrecruzados   se

separaron  de  los  mon6meros  por  SDS-PAGE  (figura  20).  AI  tiempo  inicial  (0  s)  se

observ6  dnicamente  una  banda  de  FtsA,  cuya  masa  molecular  relativa  respecto  del

estandar  result6  ser  de  46  kDa.  Conforme  aument6  el  tiempo  de  la  reacci6n,  se

observ6 que esta banda se hizo cada vez mss tenue. A partir de los 15 s, apareci6 una

nueva  banda,  justo  en  el  Irmite  entre  el  gel  resolutivo  y  el  gel  concentrador,  que

corresponden agregados de FtsA de una masa molecular relativa mayor a 250 kDa. La

intensidad de esta banda aument6 con el tiempo de reacci6n. Para el caso de FtsA no

se observ6 la presencia de bandas de masa molecular intermedia.

En el caso de FtsAA27 se observ6  un  comportamiento muy parecido,  al tiempo inicial

se observ6 solo una banda de FtsA, de masa molecular relativa de 44,7 kDa, la banda

entre  el  gel  concentrador y el  gel  resolutivo  apareci6  a  los  30  s.  Se  observaron  dos

diferencias entre los casos:  1)  la agregaci6n  de  FtsA fue  menos y mss  lenta,  y 2) se

detect6  Ia  presencia  de  bandas  de  masa  molecular  intermedia.  En  la  figura  21  se

muestra e[ analisjs densitometrico del gel de FtsAA27,  donde se observa la jntensidad

promedio   de   los   pixeles   a   lo   largo   de   cada   carril,   expresado   como   migraci6n

electrofofetica relativa o RF.  Para calcular la masa molecular relativa de cada banda, se
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confeccion6  una  curva  de  calibraci6n  con  el  estandar  (figura  21  A),  dado  que  esta

establecido  que  existe   una   relaci6n   lineal   entre  el   logaritmo  de   f3F  y  a   la   masa

molecular  de  la  proteina  (Creighton,   1997).   Utilizando  esta  funci6n,  se  construy6  la

figura  21  8,  que  muestra  la  intensidad  de  pixeles  en  funci6n  de  la  masa  molecular

relativa,  y en  funci6n  de  la  masa  del  mon6mero  de  FtsAA27,  esta  ultima,  expresada

como  la  raz6n  entre la  masa  molecular relativa y la  masa  del  mon6mero calculada  a

partir del gel (44,7 kDa).

Se  observ6  claramente  la  presencia  de:   1)  un  dimero  de  FtsAA27  de  86  kDa;  2)

especies oligomericas de mayor masa molecular;  3).  una banda tenue de 52 kDa a los

tiempos 30, 60 y 180 s, que no se pudo identificar, y que seguramete corresponderia a

un contaminante entrecruzado.

FtsA FtsAA27
kDa              0      15     30    60     180       0        15      30     60   180' ` , ,-

66

45     -***|*u'*®,  *
36

I
Figura  20.  Gel  SDS-PAGE  10%  de  la  cin6tica  de entrecruzamiento quimico  con

glutaraldehido   de   FtsA   y   FtsAA27.   Se   agreg6  glutaraldehido   0,2%   v/v  final   a
alicuotas de FtsA y de FtsAA27, a 2,3 mg mL-1, que estaban disueltas en amortiguador

de dialisis.  La reacci6n se detuvo a diferentes tiempos (0,15, 30, 60 y 180 s) al agregar

amortiguador de carga. En el primer carril se muestra el estandar de masa molecular.
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4.94.8E47B4.64.5 0

log(nasa) = I),657 x  RF + 5,19

0

R2 = 0,"

a         0.2         0.4         0.6         0.8          1.RFwl

0,0                       0,2                       0,4                       0,6                       0,8                        1,0

RF

Masa molecular relativa / 44,7

1,0                   1.5                   2,0                   2,5                   3,0

40                     60                     cO                    100                   120                   140

Masa molecular relativa, kDa

Figura 21. Analisis del gel SDS-PAGE de entrecruzamiento de FtsAA27. A. Curva

de  calibraci6n  confeccionada  con  proteinas  de  66,  45  y  36  kDa.  8  Analisis  de  la

migraci6n de las especies de FtsAA27 obtenidas por entrecruzamiento, deteniendo la

reacci6n a diferentes tiempos.  En el segundo eje de la abscisa se muestra el valor de

la masa molecular relativa, respecto a la masa calculada para el mon6mero de FtsA en

el gel (44,7 kDa).
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Apagamiento  dinamico  de  la  fluorescencia  intrinseca  de  FtsA.  FtsA  posee  dos

residuos  triptofanos  que  se  encuentran  en  la  helice  C-terminal  (figura  22),  que  es

flexible  (van  den  Ent  y  L6we,  2000),  y  que  le  permite  interactuar  con  la  membrana

(Pichoff y  Lutkenhaus,  2005).  Se observa  que esta  h6lice es  muy conservada,  y que

posee    un    cafacter   amfipatico.    EI    apagamiento   dinamico,    corresponde    a    una

disminuci6n en  la  intensidad de fluorescencia,  dada por la colisi6n entre el fluor6foro y

el apagador, de modo que el paso del fluor6foro en estado excitado al estado basal es

no  radiativo,  como consecuencia  disminuye  el  rendimiento quantico.  Acrilamida es  un

apagador neutro,  ioduro es un apagador de carga negativa y cesio es un apagador de

carga positiva.  Dado que el tamafio de los apagadores cargados se similar (tabla IV),

el  apagamiento  depende  de  la  atracci6n  o  repulsion  de  cargas  que  existan  en  el

ambiente en que se encuentra el fluor6foro y de la calidad del apagador,  pero  no del

tamafio del apagador.

LNSW
INSWL

EF     420   E.  coil
EF     418   y.pestis

SEE     425   H.  influenzae
IENSF     414   N.  meningitidi.s
QGNF     426   P.  aeruginosa
IDWF     517   D.  rac!iodurans::E:E   ::: T.  maritima

FFGNLFD   455   L.  Jactis
LM|SLFE   469   S.  aureLzs
LIGSMFE   455   S.  pneumoniae

LSMFWE   440   8.  subtjlis

Figura 22. A.  Diagrama de rueda para la supuesta a-h6Iice C-terrninal de FtsA de

E.  colt  (A403  a  F420),  comrijiido  con  cti.itc.virginia.edu/~cmg/DemotwheeltwheelApp.html

8.  Alineamiento   multiple  de  secuencias  C-terminal  de   FtsA  de  varios  organismos

(modificada  de  Pichoff  y  Lutkenhaus,  2005).  Se  destacan  con  amarillo  los  residuos

apolares,  y con  rojo  los  residuos  con  carga  positiva.  El  ndmero corresponde al  ultimo

residuo de la secuencia.
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[Q],  M

Figura   23.   Gfafico   de   Stern-Volmer   para   el   apagamjento   dinamico   de   la

fluorescencia  de  los  tript6fanos  de  la  helice  C-terminal  de  FtsA.  Se  midi6  el

apagamiento de la fluorescencia de FtsA 5 uM, y de tript6fano (W) 10 uM (como control

de sonda libre expuesta al solvente),  en amortiguador Hepes-KOH 50 mM  pH 8,0,  KCI

100  mM,  EDTA  1  mM,  DTT 2,5  mM,  a 25 °C.  Como apagadores se  usaron acrilamida

(A), cesio (Cs+) e ioduro (I-). Se excit6 a 295 nm y se registr6 la emisi6n a 348 nm.

Como se observa en la figura 23, acrilamida, cesio e ioduro  apagaron la fluorescencia

de  FtsA y de tript6fano.  Para cada  curva de apagamiento,  se calcul6  Ia constante de

Stern-Volmer, de acuerdo a la ecuaci6n 4. Como se observa en la tabla lv,

De acuerdo a esto resultados, el mejor apagador para la fluorescencia intrinseca de los

triptofanos  de  FtsA  es  la  acrilamida,  seguida  del  ioduro,  y  el  cesio.  De  por  si,  los

distintos  apagadores  tienen  una  diferente  eficiencia  para  apagar  la  fluorescencia  del
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anillo  indol  del  triptofano  ovaleur,  2002),  por esta  raz6n  se  corrigi6  la  constante  de

Stern-Volmer para  el  apagamiento  de  los tript6fanos  en  FtsA,  expresandola  como  el

porcentaje  de  la  constante  de  Stem-Volmer  del  apagamiento  de  la  sonda  libre  en

soluci6n,   valor que da  cuenta del grado de exposici6n  al  solvente de  la  sonda en  la

proteina. De acuerdo a estos calculos, los tript6fanos presentes en FtsA son apagados

con  mayor eficiencia,  en  t6rminos  comparativos,  por cagas  positivas  que  por cargas

negativas,   lo  cual   indica   que  en   la   vecindad   de  estas  sondas,   existirian   cargas

negativas.

Tabla [V. Constantes de Stem-Volmer calculadas para del apagamiento dinamico de la

fluorescencia   de   los  tript6fanos  de   la   h6lice  C-terminal   de   FtsA  y  su   grado  de

exposici6n al solvente.

Apagador       Nasa Molecular     Ksv Tript6fano         Ksv  FtsA                  %

Acrilamida                     71,1                          15,1  ± 0,3              4,20 ± 0,07           27,9 ± 1,6
Cesio                      132,9                    0,74 ± 0,04            0,39 ± 0,03          54,0 ± 0,1
Ioduro                        126,9 12,0 ±0,51              1,65±0,08           12,6± 1,3

Union  de  DAPI  a  FtsA.  DAPI  es  una  sonda  fluorescente  que  se  ha  utilizado  para

estudiar el plegamiento y la dinamica de Ftsz y tubulina (Bonne y col.,1985; Arbildt]a y

col., 2006;  Nova y col., 2007).

NH2

Figura[ 24, Estructura quimica de la sonda fluorescente DApl.
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[DApl],  HM

Figura 25. Titulaci6n de FtsA con  DApl seguida por FRET. A.  Espectro de emisi6n

de  FtsA 5  LIM en amortiguador Hepes-KOH  50  mM  pH  8,0,  KCI  100 mM,  EDTA  1  mM,

DTT  2,5  mM,  a  25  °C,  con  diferentes  concentraciones  de  DApl.  8.  Se  destaca  el

maximo de emisi6n  de  FtsA (342  nm,  en  azul),  y el  maximo de emisi6n de  DApl  (448

nm,  en  rojo).  En  el  panel  interno  se  determin6  a  partir de  la  emisi6n  a  342  nm,  una

constante de disociaci6n de 31,9 ± 1,2 HM, ajustando los datos a una hiperbola.
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Con  el  objetivo  de  determinar si  DApl  se  une  a  FtsA,  se sigui6  su  uni6n  a  FtsA por

FRET  (figura  25  A).  Se  observ6  que  al  agregar  DAPI  disminuy6  la  intensidad  de

fluorescencia de tript6fano a 342 nm, y apareci6 un maximo de fluorescencia a 448 nm

que  corresponde  a  la emisi6n  de  DApl,  lo  cual  indica que  DAPI  se  une  a  FtsA,  y se

encuentra a una distancia menor que el diametro de la proteina.   En la figura 25 8 se

grafican  los valores  de  los  maximos  de  emisi6n  de tript6fano  y  de  DApl,  se  utiliz6  la

disminuci6n de la fluorescencia de tript6fano para ajustar los datos a una hip6rbola,  y

se obtuvo una constante de disociaci6n de 31,9 ± 1,2 prM.  No se utiliz6 la fluorescencia

de  DAPI  para  calcular  la  constante  de  disociaci6n,  dado  que  a  295  nm  se  excita

tambi6n a DApl.
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DISCUSION

Polimerizaci6n de FtsA y Ftsz. Se sabe que FtsA es capaz de formar polimeros /.n

vi.fro,  sin  embargo,  se desconoce si  interacttla con  los  polimeros de  Ftsz in v/.fro e /-n

v/.vo,  como mon6mero o bien como polimero, tambi6n se desconoce el rol del ATP y la

posible actividad ATpasica de FtsA en este proceso. De acuerdo a los experimentos de

polimerizaci6n seguida por dispersi6n de luz, se determin6 que FtsA tiene tendencia a

agregarse, para formar polimeros que dispersan la luz, esta agregaci6n es inhibida en

presencia del cosolvente estabilizador sacarosa,  por lo que es conveniente almacenar

la proteina en sacarosa.

Los  resultados de entrecruzamiento quimico indican que inclusive en sacarosa  lM,  la

proteina  se  encuentra  mayoritariamente  formando  agregados  de  masa   molecular

mayor a 250 kDa.  En el caso de la mutante FtsAA27,  Ia mayor parte de la proteina se

encuentra   como   mon6mero,   solo   una   fracci6n   de   ella   se   encontrarfa   formando

polimeros de gran tamafio como en el caso de la proteina silvestre.  Esto indica que la

h6Iice  amfipatica  C-terminal  es  importante  en  la  polimerizaci6n  de  FtsA,  pero  no  es

esencial.  Tambi6n en los experimentos de entrecruzamiento quimico, se logr6 detectar

la presencia de un dimero de FtsAA27, resultado que tiene gran relevancia, pues se ha

propuesto  en  base  a  experimentos  de  complemen{aci6n  gen6tica  que  el  dimero  de

FtsA es la unidad funcional de la proteina (Shiomi y cols., 2007).

Se determin6 que la cin6tica de polimerizaci6n  de FtsA,  depende fuertemente del  pH

de la so]uci6n, si  bien  [as curvas de polimerizaci6n mantuvieron  [a misma forma a ]os

diferentes  pH  estudiados,  la  polimerizaci6n  es  mucho  mayor  a  pH  acido  que  a  pH

basico, asi a pH 9 se encuentra casi completamente inhibida.
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Se  ha  estimado  por  experimentos  de  cuantificaci6n  por  SDS-PAGE  de  proteinas

extraidas de cultivos en crecimiento sincr6nico de E.  co/t., que la cantidad de moleculas

de FtsA por celula promedio es de 740, Ia cual se mantiene constante durante todo el

ciclo celular,  al igual que la concentraci6n de Ftsz y de ZipA (Rueda y col., 2003).  Se

sabe que el volumen del citoplasma de una celula de E. co/f. es de 6,7 x 10-16 L, es decir

0,67 fL (Godsell,1991). Tomando estos datos de volumen y cantidad de mol6culas, se

estim6 que la concentraci6n de FtsA en el  citoplasma de E.  co//.,  seria de ~2  prM.  De

manera   que   se   determin6   el   efecto   de   la   concentraci6n   de   FtsA   sobre   su

polimerizaci6n,    tanto    a    concentraciones    menores    de    la    fisiol6gica,    como    a

concentraciones mayores, lo que se muestra en la figura 14.

Se  determin6  que  a  pH  basico  (7,4,  8 y 9),  aumenta  la  dispersi6n  de  luz de  FtsA al

agregar ATP,   y que este efecto es maximo a una concentraci6n de FtsA de 2 a 3 prM,

en  cambio a concentraciones  mayores de proteina,  en  la cuales la polimerizaci6n es

mayor, el efecto del ATP es menor.  Este comportamiento se explicaria debido a que a

una  alta  concentraci6n de proteina se favorece  la formaci6n  de polimeros,  entonces

existiria  una  menor proporci6n  de  mol6culas  susceptibles  a formar polimeros,  por lo

tanto, seria menor el aumento de dispersi6n de luz ocasionado a[ agregar ATP a una

mayor concentraci6n de FtsA.

Los resultados indican que el ATP no tiene efecto en la polimerizaci6n de FtsA a un pH

acido (5,5), dado que la disminuci6n de dispersi6n de luz ocasionada al agregar ATP a

la  cubeta,  fue  ]a  misma  que  al  agregar  un  vo[umen  identico  de  agua,  esto  ademas

concuerda con el hecho de que el efecto del ATP a este pH haya sido proporcional al

efecto  de  la  concentraci6n  de  FtsA.  Este  resultado  indicaria  que  la  proteina  no  es

funcional  a este  pH.  Informaci6n  adicional fue  provista gentilmente  por Marcin  Krupka

de el grupo del Dr. Miguel Vicente (Centro Nacional de Biotecnologia, Madrid, Espafia),
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quien determin6 por microscopia electr6nica que los agregados formados por FtsA a

pH  acido  (5-6)  no corresponden  a  polimeros,  sino  mas  bien  a agregados  amorfos de

proteinas;  no asi a  pH  8,0,  en el  cual se observaron  manojos de  polimeros de FtsA

(Gallardo,  2006).  Cuando  las  proteinas  se  encuentran  a  un  pH  cercano  a  su  punto

isoel6ctrico,   su   carga   el6ctrica   neta   es   cero,   de   manera   que   pueden   ocurrir

interacciones   entre   parches   hidrof6bicos   en   las   superficies,   formando   agregados

inespecificos,  muchas  proteinas  precipitan  cerca  de  su  punto  isoel6ctrico.  El  punto

isoelectrico de la FtsA expresada del pMFV12 es de 6,2, esto explicaria por que a este

pH se observ6 una mayor dispersi6n de luz y se formaron de agregados amorfos de

proteina en la microscopia electr6nica.  La inhibici6n de la agregaci6n de FtsA por NacI

y Kcl (figura 12) indica que una alta fuerza i6nica es capaz de disgregar las moleculas

de FtsA, esto contribuiria a sustentar la hip6tesis anterior, pues la nube de contra-jones

es capaz de enmascarar las cargas de la superficie de  la  proteina,  separando estos

complej.os.

La  polimerizaci6n  de  Ftsz  inducida  por  GTP  tambi6n  depende  del  pH,   a  6,5  es

instantanea, y disminuye una vez que se ha hidrolizado todo el GTP, en cambio,  a pH

de  8,0,  la  polimerizaci6n  es  mucho  mayor y aumenta  en  el  tiempo  hasta  llegar a  un

estado estacionario que se mantiene en el tiempo. El hecho de que Ftsz polimerice en

forma irreversible a este pH,  indica que  Ftsz no es funcional a  pH  8,0,  en el que se

midi6  la  actividad ATpasica  de  FtsA.  Se  concluye  asi  que tanto  la  polimerizaci6n  de

FtsA,  como la de Ftsz dependen fuertemente del pH.  Un efecto muy similar al del pH

basic6 en la polimerizaci6n de Ftsz se observ6 usando inhibidores desarrollados para

la tubulina, derivados de la fenstatina (Gutierrez, 2009).

El pH en el citoplasma de E.  co//. varia entre 7,2 a 7,8 (\/Vilks y Slonczewski, 2007). Se

ha  determinado  que de  los  distintos  procesos fisiol6gicos  de  E.  co//-,  el  tlnico que se
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inhibe   completamente   a   un   pH   extemo   de   8,3   es   la   divisi6n   celular,   y   como

consecuencia se forman largos filamentos celulares (Zilberstein y col.,  1984).  En este

trabajo se determin6 que a pH 8,0 se forman polimeros permanentes de Ftsz, que no

serian funcionales, de manera que este hecho podria dar cuenta de la sensibilidad del

proceso de divisi6n celular a pH basico.

Actividad  ATpasica  de  una  preparaci6n  de  FtsA.  Se  determin6  que  la  curva  de

saturaci6n de la actividad ATpasica de FtsA posee una KM de 0,24 mM.  No se pudo

determinar la  VMAx con  certeza,  dado  que  a  concentraciones  de ATP  mayores  de  2

mM,   Ias  curvas  de  progreso  perdieron  su  linealidad.   Este  comportamiento  podria

deberse  a  que  existen  cambios  en  el  estado  de  agregaci6n  de  FtsA  a  mayores

concentraciones de ATP.   Existe en la literatura un trabajo donde se purific6 la FtsA de

la  bacteria  esporuladora  Gram  (+)  Bac/.//us  swb£/.//.s,  y  se  determin6  que  esta  uni6  e

hidroliz6 ATP,  con  una  KM de 0,7  mM  ;  a  una concentraci6n  de 50  nM  (Feucht y col.,

2001). Valor que esta en el rango del valor 0,24 mM, obtenido en este trabajo.

En presencia de Ftsz Ia KM se mantuvo constante, pero disminuy6 la VMex, de acuerdo

a  esto,   la  actividad  ATpasica  de  FtsA  se  inhibiria  de  manera  no  competitiva.   Es

probable que Ftsz no tenga un efecto sobre la actividad ATpasica de FtsA en forma

directa,  ya que no cambio la KM en su presencia,  sino mas bien,  que tenga un efecto

sobre la agregaci6n de FtsA, y como consecuencia de ello, disminuya indirectamente la

actividad ATpasica de FtsA.

Union de Ftsz a FtsA. Utilizando la anisotropia de la fluorescencia intrinseca de FtsA,

se determin6 que Ftsz se une a FtsA (figura 19 A).  En la curva de titulaci6n de FtsA 1

HM se observaron dos puntos de inflexi6n, que comesponderian a tres poblaciones de
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sitios,  cuyas  respectivas  constantes de  disociaci6n,  que  se  muestran  en  la tabla  Ill,

estan en el rango de 4 a 16 micromolar.

Se ha estudiado la uni6n de Ftsz a ZipA, ambas de E. co//., en soluci6n y en presencia

de proteoliposomas de ZipA, por anisotropia de fluorescencia, y se determin6 que ZipA

se une a dos poblaciones de sitios de uni6n de Ftsz, dos sitios de alta afinidad (KDi  =

1,72 uM) y cinco sitios de baja afjnidad (KD2  = 14,3 uM) (Ordenes, 2006).

La presencia de varios sitios de uni6n para FtsA y ZipA en Ftsz se explica por que Ftsz

se   encuentra  formando   olig6meros   en   soluci6n.   Se   ha  descrito   la   presencia   de

dimeros,   trfmeros   y  tetfameros   de   Ftsz  en   soluci6n   mediante   experimentos   de

entrecruzamiento  quimico  (V\/einstein  y  cols.  2002)  y  de  ultracentrifugaci6n  ana[itica

(Rivas y cols.,  2000).  El hecho de que las contantes de uni6n de FtsA y de ZipA,  con

Ftsz,   esten   en   el   mismo   orden   de   magnitud,   indica   que   probablemente   ambas

proteinas compiten i.n vivo por la uni6n a Ftsz.

EI efecto de la concentraci6n de FtsA sobre las curvas de anisotropia permite concluir

que  la  uni6n  es mss favorable a mayor concentraci6n de  FtsA.  Este resultado indica

que  probablemente  la  polimerizaci6n  de  FtsA es  importante  para  la  uni6n  de  Ftsz i.n

v/.vo,  y  por  lo  tanto,  tiene  un  rol  en  la  formaci6n  del  divisoma.  Recientemente  se

determin6  por experimentos de complementaci6n gen6tica,  que la oligomerizaci6n  de

FtsA promueve la formaci6n del anillo Z, favoreciendo la interacci6n de FtsA con Ftsz

(Shiomi  y  Margolin,  2007),  y de  FtsA con  la  membrana  (Shiomi  y  Margolin,  2008),  lo

cual concuerda muy bien con el resultados obtenidos en este trabajo que indican que la

interacci6n de Ftsz es mss fuerte por los polimeros de FtsA.

Apagamiento  de   la  f]uorescencia  intn'nseca  de  FtsA  y  uni6n   de  DApl.   Se

determin6   que   [os   residuos   tript6fanos   de   ]a   h6Iice   C-termjna[   de   FtsA   estan
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relativamente inaccesibles al solvente, y que se encontraria en un ambiente con carga

negativa.  EI  residuo  glutamato 419  se  encuentra  cercano  en  la  secuencia  a  los  dos

residuos  tript6fano,  en  el  diagrama  de  rueda  para  la  supuesta  a-h5Iice  C-terminal

(figura 22 A) este quedaria en la misma cara que ambos triptofanos, a una vuelta del

W415 y a 3 vueltas del W408, de manera que el residuo E419, seria un buen candidato

para explicar la carga negativa en la vecindad del los residuos tript6fanos.

Esta  informaci6n  se puede  utilizar para  evaluar modelos computacionales Ab-initio  o

mixtos de la estructura que adopta la h6Iice C-terminal, que al ser flexible, su estructura

no  se  ha  logrado  resolver por cristalografia;  y tambi6n  para estudiar como Gambia  la

accesibilidad al solvente de estos residuos en presencia de liposomas de E.  co//., y asi

utilizarlos como sonda para estudiar la interacci6n de la helice a la membrana.

Se determin6 ademas que la sonda DApl se une a FtsA, pues ocurre transferencia de

energia entre los residuos tript6fanos y el DApl, con una constante disociaci6n de 31,9

± 1,2 prM.  Realizando mss experimentos seria posible determinar la distancia entre los

tipt6fanos  y  el  DApl,  tambi6n  interesanfe  determinar  si  esta  distancia  cambia  en

presencia de liposomas de E.  co//.. Tambi6n se puede marcar el extremo N-terminal de

la proteina y usarlo como sonda para calcular el posible cambio de distancia producto

de la uni6n a membrana.
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CONCLUSIONES

1.   En   soluci6n   FtsA   se   encuentra   mayoritariamente   formando   polimeros,   esta

tendencia se favorece a una alta concentraci6n de proteina y a menor pH; y se inhibe

con sacarosa (cosolvente estabilizador), fuerza i6nica, y pH alcalino.

2.  EI ATP estimula la polimerizaci6n de FtsA solo cuando su estado de agregaci6n es

bajo.

3. Ftsz se une a FtsA, y  esta interacci6n es mss favorable a mayor concentraci6n de

FtsA. La forma de las curvas indica que hay al menos tres poblaciones de sitios, que se

hacen mss evidentes a menor concentraci6n de FtsA. A su vez esta interacci6n inhibe

la actividad ATpasica de FtsA.

4.  Los residuos de tript6fanos de la h6Iice C-terminal estan medianamente accesibles

al solvente y se encuentran en un ambiente donde dominan las cargas negativas.

5.  La sonda  DAPI  se une a  FtsA con  una constante disociaci6n de 31,9 ±  1,2  prM,  el

sitio  de  uni6n  esta  relativamente  cerca  de  los  tript6fanos,  pues  hay transferencia  de

energia entre las sondas.
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