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RESUMEN

El denominado divisoma bacteriano es un complejo multiprotéico compuesto
por al menos 15 proteinas en E. coli, que se localizan en el punto division celular. Este
complejo permite la separacion de las células hijas y la segregaciéon del cromosoma

bacteriano, mediante los procesos de septacidon y particion, respectivamente.

El primer componente del divisoma en reclutarse al sitio de division celular, es
la FisZ, una GTPasa citosdlica considerada el homodlogo procarionte de la tubulina.
Esta proteina polimeriza para formar el llamado anillo Z, una estructura dinamica que
se contrae durante el proceso de septacion, y se deseﬁsambla una vez que se han
separado las células hijas. Las primeras proteinas que se unen al anillo Z son FisA y
ZipA, para formar el protoanillo, el cual recluta el resto de las proteinas del divisoma,
que participan en la sintesis del peptidoglicano septal. Dado que FisA es una ATPasa,
cabe preguntarse: ¢ Cual es el papel que cumple la actividad ATPasica de FisA en la
septacion? Se postula en este trabajo que la actividad ATPasica de FisA participa en

forma activa en la constriccion del anillo Z.

Se estudioé la polimerizacién de FisA siguiendo la dispersion de luz a 350 nm, Ia
proteina exhibié una importante tendencia a agregarse, la cual se favorecié a una alta
concentracién de proteina y a un pH acido; y se inhibié con sacarosa (cosolvente
estabilizador), fuerza i6nica, y pH alcalino. Se estudié el efecto del ATP sobre la
cinética de polimerizacién de FisA, a pH 7,4 se observd un estimulo en Ia
polimerizacién, el que se hizé6 menor a una mayor concentracion de proteina, esto

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

Xiv




cuando estd como monémero u oligémeros, no asi cuando esta agregada formando
polimeros. El ATP no tuvo efecto en la polimerizacién de FtsA a pH acido. Resultados
de microscopia electronica 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 determiné que la hélice C-terminal de
FtsA es importante para la polimerizacién de la proteina, pero no esencial. Se observo
un dimero en el caso de FtsAA27, que ha sido propuesto como la unidad funcional de

la proteina por experimentos genéticos de complementacion.

Por anisotropia de la fluorescencia intrinseca de FisA se determiné que FtsZ se
une a EtsA, con constanies del orden micromolar, y que esta interaccion es mas
favorable a mayor concentracién de FisA, lo que sugiere que la afinidad del polimero
de FtsA por FtsZ ‘es mayor que la del monémero u oligomero. Lo que se ha
corroborado por experimentos in vivo de complementaciéon genética (Shiomi y

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

En conjunto estos resultados indican que la polimerizacion de FtsA, que es
dependiente de su concentracién y de ATP, favorece la interaccion con FisZ. Esto
sumado a la reciente determinacién de que la polimerizacién de FtsA favorece su unién
a la membrana (Shiomi y Margolin, 2008), permite establecer que la polimerizacién de

FtsA favoreceria la union de la FtsZ a la membrana, permitiendo asi la formacién de un

anillo Z funcional.




SUMMARY

The so-called bacterial divisome is a multiprotein complex composed of at least
15 different proteins in E. coli, 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 the site of cell division, is
FtsZ, a GTPase cytosolic located protein, that is considered the prokaryotic homologue
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 FisA 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 FisA is an
ATPasic protein, a question arises: Which is the role of the ATPase activity of FisA in
the septation process? We postulate that the ATPase activity of FisA 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 alkaline pH. ATP
enhanced the polimerization of FisA at pH 7,4 the polimerization was enhanced, and

this efect was reduced at higher FtsA concentration. The results indicate that ATP has




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,
2008), 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 FisA 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 FisA, was found that
FisZ 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 FisA’s ATPasic
activity.

According to this findings, and our results, we propose a model for FisA-FtsZ
interaction in E. coli. At high concentration of FtsA, and in presence of ATP, FisA
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 FisA increases the binding of the

FtsZ polymers to the membrane, forming a functional Z-ring.
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INTRODUCCION

En las primeras etapas de la divisién celular en E. colj, se origina el septo, una
invaginacién de la membrana citoplasmaética y de la pared celular, que se forma en la
mitad del eje longitudinal de la célula. En el se localiza el denominado divisoma
bacteriano, un complejo multiprotéico que constituye la maquinaria para la sintesis del
peptidoglicano, que permite la separacién de las células hijas y la segregacion del
cromosoma bacteriano (Vicente y col., 2006).

Se han identificado en E. coli, varias mutantes termosensibles para genes, que
bloguean la divisioén celular en alguna etapa. A una temperatura restrictiva, las células
crecen, pero se interrumpe la septacion, originando Iaréos filamentos celulares, que
finalmente se lisan, por esta razén solo se han obtenido mutantes condicionales para
estos genes. De ahi que muchos de estos genes se denominen fts “filamentous
temperature-sensitive” (Donachie, 1993).

Varios de estos genes se encuentran agrupados en el genoma de E. coli. El
“cluster” mas numeroso denominado dew “division and cell wall” (Vicente y col., 1998),
contiene genes como fisl, fisL, ftsW, fisQ, fisA y ftsZ (figura 1). También 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 FisZ (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 dindmica que se contrae

durante el proceso de septacion, y se desensambla una vez que la célula se separa

(Addinall y Lutkenhaus, 1996; Stricker y col., 2002; Li y col., 2007; Osawa y col., 2008).
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Figura 1. Organizacion genética del cluster dcw, ubicado en el minuto 2 del genoma
de E. coli K12. Se observan 16 genes: ftsL, ftsQ, ftsA y ftsZ son parte de la maquinaria
de division celular; ftsl y ftsW participan en la sintesis de peptidoglicano en el septo;
murE, murF, mraY, murD, murG, murC y ddIB participan en la sintesis de los
precursores del peptidoglicano; a mraZ, mraW'y IpxC (envA) no se les conoce su
funcion. Imagen tomada de la base de datos Eco Gene (Rudd, 2000).

La FtsZ es considerada el homélogo 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 (Léwe 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 nucleétido (Bramhill y Thompson, 1994; Romberg y col.,
2001).

FtsZ es considerada una de las proteinas mas conservadas en los procariontes
(Vaughan y col., 2004), se han identificado homélogos en la mayoria de los genomas
secuenciados de bacterias, a excepcion de bacterias parasitos como Ureaplasma
urealyticum y miembros de la familia Chlamydiaceae; y de archaeas (solo en el phylum
Euryarchaeota) (Erickson, 2000). Se ha identificado también FtsZ en mitocondrias de

alga (Beech y col., 2000) y en cloroplastos de plantas como Arabidopsis thaliana




(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, la funcién
de la FtsZ ha sido reemplazada por proteinas semejantes a dinamina (Ericsson, 2000).
Hasta la fecha no se han encontrado homélogos de FtsZ en hongos ni en animales. Se
han identificado recientemente tubulinas bacterianas, nombradas BtubA y BtubB, en la
bacteria Prosthecobacter dejongeii (Jenkins y col., 2002), estas proteinas poseen una
mayor identidad de secuencia (~35%) y similitud estructural con las tubulinas
eucariontes que con FitsZ. (BtubA/B y FtsZ solo comparten un 8 a 11% de identidad de
secuencia). Se ha planteado que Prosthecobacter adquirié BtubA/B por transferencia
horizontal de genes (Pilhofer y col., 2007). Si bien en P. dejongeii no se ha encontrado
un homodlogo de FisZ, dentro de este género, si se han enconirado especies que

poseen homdlogos de FisZ, BtuA/B y FisA.

Se ha determinado que en el divisoma de E. coli participan 15 proteinas, que
son reclutadas en forma secuencial (Buddelmeijer y Beckwith, 2002; Chen y Beckwith,

2001), cuyo orden se muestra a continuacion:

FtsZ > (FisA, ZapA, ZipA) > [FtsEX] > FtsK > FisQ > [FtsBL] > FtsW > Fisl > FtsN> AmiC > EnvC

Donde las proteinas entre paréniesis se ensamblan en forma independiente
entre si, pero dependiente de FisZ; y las proteinas entre corchetes, se ensamblan
aparentemente en forma simultanea (Vicente y col., 2006).

La formacién del anillo Z es necesaria para reclutar al resto de las proteinas
del divisoma (figura 3), éstas, 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.,




2006): de ensamblaje temprano (FtsA, ZipA) y de ensamblaje tardio (FisE, FtsX, FtsK,
FtsQ, FtsB, FisL, FisW, Ftsl, FtsN, AmiC y EnvC).

Las primeras proteinas que se unen al anillo Z son FitsA y ZipA, para formar el
denominado protoanillo (figura 3 A). ZipA es una proteina periférica de membrana,
posee una hélice N-terminal que la une a la membrana, y un dominio C-terminal que
interacttia 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 péptido C-terminal de FtsZ (Moy y col., 2000), pbsee homologia con
proteinas asociadas a microttibulos MAPs (RayChaudhuri, 1999). Se ha determinado in
vitro que la union de ZipA a FisZ favorece la formacién de polimeros de FtsZ,
estabilizando las interacciones laterales entre estos (RayChaudhuri, 1999; Shin, 2007).
FtsA es una proteina citoplasmatica que se asocia a membrana (Sanchez y col., 1994),
posee una hélice C-terminal de caracter 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 FisA, pero este solo es funcional cuando
ambas proteinas estan presentes, pues la formacion 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 complementar su funcién entre si (Pichoff y Lutkenhaus,
2005; Rueday 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 FisA es mucho mas
conservada que ZipA. De las proteinas del divisoma, la mas dis’[ribuida en el dominio

bacteria, después de FtsZ, es FisA; en cambio ZipA esta presente solo en y-
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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. coli sin un costo
significativo para la célula (Geissler y col., 2003). 3) Estudios de colocalizacién de
proteinas fluorescentes (Goehring y col., 2005; Bernard y col., 2007) y anélisis de doble
hibrido (Di Lallo y col. 2003; Karimova y col., 2005), indican que FisA interacttia
directamente con FtsN y Ftsl; por otro lado, no se ha descrito que ZipA interactué con
otra proteina ademas de FitsZ. FtsN y Fisl son proteinas bitopicas, ambas interactian
en el periplasma (Wissel y Weiss, 2004). Fisl es una transpeptidasa necesaria para la
sintesis de peptidoglicano en el septo (Weiss y col., 1999), FtsN se une al
peptidoglicano, pero su funcién se desconace (Ursinus y col., 2004).

Para que la célula se divida correctamente, es necesario que exista un balance
entre la cantidad de moléculas de FtsA y de ZipA, respecto de FitsZ. Se estima que la
cantidad de moléculas por célula de FtsZ es de 4000 a 15000 (Lu y col., 1998; Rueda y
col., 2003); para FisA es de 50 a 700 (Wang 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 : FisA es de 150:10:1; en Bacillus subtilis, bacteria que nohbosee homélogo de
ZipA, FisA es mucho mas abundante, la proporcién de FtsZ : FisA es de 5:1. La
sobreexpresién de FisA o de ZipA bloquea la septacion, este efecto inhibitorio es
suprimido al sobreexpresar la FtsZ. (Dai y Lutkenhaus, 1992; Hale y de Boer, 1997;

Begg y col., 1998).




Figura 2. Inmunolocalizacion de FtsA, FtsA y ZipA en E. coli (modificada de
Vicente y col., 2006). Las células se tifieron con suero policlonal para cada antigeno, y
con un anticuerpo secundario de conejo conjugado con alexa 594. La barra
corresponde a 0,5 um. En la fila superior se observa la localizacién de las proteinas en
una célula, a través de su eje longitudinal, en la fila inferior se observa un corte

transversal en el punto medio de la misma célula.




Qjp L&B

Figura 3. Modelo del divisoma en E. coli (modificado de Vicente y col., 2006). A.
Modelo del protoanillo, FtsA y ZipA unen al anillo Z a la membrana interna. B. Modelo
del ensamblaje tardio del divisoma, los iconos estan dispuestos de izquierda a

derecha, de acuerdo a su orden de ensamblaje propuesto.
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FtsA es una proteina citoplasmatica de 45 kDa, posee dos dominios, y un sitio
de unién a ATP, su estructura tridimensional ha sido resuelta por cristalografia de rayos
X (van den Ent y Loéwe, 2000). Estructuraimente perienece a una
familia de ATPasas que incluye a actina, HSP70, y hexoquinasa; todas las proteinas
estudiadas de esta familia poseen actividad ATPasica (Hurley, 1996). Si FisA es una
ATPasa, entonces cabe preguntarse: ¢Cual es el papel que cumple la actividad

ATPasica de FtsA en la septacién?

En la literatura no existe publicacién cientifica alguna a la fecha, sobre una
caractérizacion bioguimica de FIsA dé E. coli. Solaménte existe un trabajo referenté a
FtsA de la bacteria esporuladora Gram (+) Bacillus subfilis, una donde se purificd la
proteina recombinante, se determiné que esta se encontraba formando dimeros
mayoritariamente y oligémeros en una menor proporcion; también se detecté que une
e hidroliza ATP (Feucht y col., 2001). No esta claro si la actividad ATP4asica de FisA
esta relacionada a el ensamblaje y desensamblaje de polimeros, como en el caso de

de actina y ParM, ambas proteinas homélogas de FtsA (Mgller-Jensen y col., 2002).

Hipotesis:
“La actividad ATPasica de FisA participa en la formacién de polimeros, y a fravés de

ellos en la constriccion del anillo Z”.

Objetivos:

1.- Determinar si FtsZ interactua como oligémeros pequefios, con los polimeros de

FtsA de E. coli in vitro.

2.- Determinar como influye la presencia de FtsZ en la actividad ATPasica de FisA de

E. coli.




MATERIALES 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 ;G-250, GTP sal sédica, ATP, TEMED, nitro azul de tetrazolio (NTB),
fluorescamina, ioduro de sodio y glutaraldehido de Sigma (St. Louis, Missouri,
EE.UU.). Angl de bromofenol, cloroformo, alcohol isoamilico, oxaloacetato de verde de
malaquita, i§opropanol, etanol, cloruro de cesio, acido bérico, molibdato de amonio y
bicarbonato @e sodio de Merck (Darmstadt, Alemania). Cloruro de sodio, agar, cloruro
de magnesio: hexahidratado, dimetilformamida, citrato de sodio dihidratado, cloruro de
guanidinio, Tris, glicina, glicerol, EDTA, fenol, fosfato acido de sodio, tritdn x-100,
tween 20, DTT, acrilamida y agarosa de Winkler (Santiago, Chile). Cloruro de potasio,
sulfato de magnesio y cloruro de calcio de Fluka (Messerschmitstr, Suiza). Acido
acético, etanol, metanol, etanol y acetona de TCL (Santiago, Chile). Triptona y extracto
de levadura ide Difco Laboratories (Detroit, Michigan, EE.UU). Bisacrilamida de Gibco
(Grand Islanid, New York, EE.UU). Hidroxido de sodio de J.T. Baker (Estado de
México, Méxi;co). BCIP, NBT, DAPI y SDS de Applichem (Damstadt, Alemania). Hepes
e IPTG de USBiologicaI (Swampscott, Masachusett, EE.UU.). Anticuerpo de cabra
contra Ig-G de ratén conjugado con fosfatasa alcalina de Pierce (Rockford, lllinois,
EE.UU.). Re;ctivo de Bradford, cubetas de electroporacién, cdmaras de SDS-PAGE y
resina ProBc;Jnd de BioRad (Hercules, California, EE.UU.). Bolsas de dialisis de
celulosa de ;“cut-off" 12 a 14 kDa de Spectrum Laboratories (Rancho Dominguez,

California, EE.UU.). Filiro GyroDisc de acetato de celulosa de Oraﬁge Sientific (Alleud,

Bélgica). Cé¢tel de inhibidores de proteasas sin EDTA Roche (Mannheim, Alemania).
i
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10-d-camfor!sulfonato de amonio de Katabama Chem (Japdn). Todas las soluciones
empleadas en espectroscopia fueron filiradas con un filtro de 0,2 nm. El agua utilizada

en todos Ios experimentos se ultrapurificé (agua nanopura), hasta una resistencia de

18,3 MQ cm'! a2 25 °C.
|

i

Cepas y P;ésmidos. Para la expresién de proteinas recombinantes se utilizé el
sistema de;expresién T7. La cepa de E. coli C41 (Miroux y Walker, 1996) es
lisogénica p’ara el bacteriéfago ADE3, que contiene el gen de lg RNA polimerasa del
bacteriéfago T7, bajo el control del promotor IPTG inducible /ac UVS. El gen de interés
se clond baljo el control del promotor ¢10 del fago T7, que es reconocido por la RNA
polimerasa de T7, y no por la bacteriana. De esta manera, la expresién de la proteina
se indujo en presencia de IPTG, un analogo no hidrolizable de la lactosa.

La FisZ de E. coli silvestre se expresé en forma recombinante sin cola de histidinas,
esta, de acuerdo a la secuencia del gen, corresponderia a una proteina de 383
residuos, de1 una masa molecular de 40323,9 Da y de punto isoeléctrico 4,65. La FisA
de E. coli s? expresé como proteina de fusion unida a un péptido N-terminal con 6
residuos his%tidina, 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
isoeléctrico ﬁe 6,21. La FisAA27 corresponde a una delecion de los dltimos 27
residuos de la FtsA de E. coli (MTS), al igual que esta dltima, se expresé como
proteina de fusién unida a un péptido N-terminal con 6 residuos histfdina, 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 isoeléctrico 6,05.
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Los vectores pMFV12, pMFV56, pPNV1, pSRV2, pLYV40, pARV12, pARV35 y pPNV1
se obtuvieron por gentileza del Dr. Miguel Vicente y del Dr. Paolo Natale (Centro

Nacional de Biotecnologia, Madrid, Espaia).

flori T-T7
®
kan fisA
pMFV 12 his-tag
6761 bp O-lac .‘T P-T7

CcolE1®

facl

Figura 4. Esquema del vector de expresion pMFV12. Se destacan el genes de ftsA
fusionado a una cola de histidinas, el promotor ¢ 10 del fago T7 (P-T7), el operador /ac
(O-lac), el terminador T7 (T-T7); el represor lacl; el gen de resistencia a kanamincina
(kan); el origen de replicacion bidireccional colE71; y el origen de replicacion

unidireccional 1 ori.

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

Plasmido Caracteristica Resistencia Fuente
pET28a vector de expresion Kan Novagen
pMFV56 expresa FtsZ silvestre Kan Diaz y col., 2007
pMFV57 expresa FtsZ silvestre Amp Diaz y col., 2007
pMFV12 expresa his-FtsA Kan Yim y col., 2000
pPNV1 expresa FtsA silvestre Kan Natale P.
pSRV2 expresa his-FtsAA27 Kan Yim y col., 2000
pLYV40 expresa his-FtsAAS Kan Rico y col., 2004
pARV12 expresa his-FtsAA1C Kan Rico y col., 2004
pARV35 expresa his-FtsAAS12-13 Kan Rico y col., 2004

11




MEDIOS DE CULTIVO

Medio LB (Luria-Bertani): Contiene bactotriptona 10 g L™, extracto de levadura 5
g L™, NaCl 10 g/L. Se preparé con agua destilada, se ajusté el pH a 7,0 con NaOH 5 N
y se esterilizd en un autoclave. Cuando se necesité se agregaron antibidticos:
kanamicina 50 pg mL™" y ampicilina 50 pg mL™; que se prepararon de acuerdo a lo
descrito por Sambrook y col. (1989), y se esterilizaron por filtracién en filtros de 0,2
um. Este medio se us6 para cultivar las cepas bacterianas.

Medio SOB: Contiene bactotriptona 20 g L™, extracto de levadura 5 g L', NaCl 0,5
gL'y KCI 0,18 g L™. Se preparé con agua destilada, se ajusté el pH a 7,0 con NaOH
5 N y se esterilizé en un autoclave. Este medio se usé en la preparacién de células
electrocompetentes.

Medio SOC: Se preparé 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 % p/v esterilizada por
filtracién con un filtro de 0,2 pm. Este medio se usé en la preparaciéon de células
electrocompetentes.

Agar LB: Se afadié Agar 20 g L™ a un medio LB, se esterilizé6 en un autoclave. Para

suplementar con antibiéticos se enfri6é a 55 °C y luego se afiadieron los antibiéticos.
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METODOS

Aislamiento de DNA plasmidial (Miniprep). EI DNA plasmidial se exirajo con el
método de lisis alcalina (Sambrook y col.,, 1989). Se crecié un cultivo de E. coli
transformado con el plasmido, por 12 a 16 hrs. a 37 °C con agitacién, en 5 mL de
medio LB suplementado con el antibidtico respectivo. Se colectaron las bacterias
centrifugando a 15000 x g por 5 min. Se descarté el sobrenadante y se suspendi6
perfectamente el precipitado bacteriano en 200 pL de amortiguador de lisis (glucosa 50
mM, Tris-HCI 25 mM pH 8,0, EDTA 10 mM). Se Incubé a temperatura ambiente por 5
min, luego se agreg6 400 pL de una solucién fresca de SDS/NaOH (SDS 1% plv,
NaOH 0,2 N); se mezclé invirtiendo los tubos 10 veces y se incub6 en hielo por 5 min,
para obtener una solucién clara y viscosa. Se agregé 300 pL de una solucién de
acetato de amonio 7,5 M y se mezcl6 suavemente por inversién de los tubos (10
veces). Se incubd a -20 °C por 10 min, y se centrifugé a 15000 x g. Se traspasé el
sobrenadante a un nuevo tubo, con la precaucién de no tomar el precipitado, y se
agreg6 250 pL de una mezcla fenol : cloroformo : alcohol isoamilico en proporcién
25:24:1, se agito enérgicamente el tubo con un vortex por 10 s, y se centrifugé por 5
min a 15000 x g. Se extrajo la fase acuosa (superior) y se colocé en un tubo nuevo, al
que se le agregé 250 pL de una mezcla cloroformo / alcohol isoamilico en proporcién
24:1. Se agitd enérgicamente el tubo con un vortex por 10 s, luego se centrifugd por 10
min a 15000 x g. Se extrajo la fase acuosa (superior) y se colocé en un tubo nuevo, al
que se le agregdé 500 pL de isopropanol frio, se agitd enérgicamente el tubo con un
vortex por 10 s, y se incubé a -20 °C por 10 min. Deépués se centrifugé a 15000 x g por
10 min en una microcentrifuga refrigerada a 4 °C, para precipitar el DNA. Se eliminé el
sobrenadante y se lavé el DNA precipitado con 200 pl de etanol 70% v/v frio, y se

centrifugé durante 5 min a 15000 x g. Se removié el etanol mediante aspiracion al

)
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vacio y se dejaron los tubos invertidos sobre papel limpio por 15 min a temperatura
ambiente para evaporar los restos de etanol. El precipitado de DNA se disolvié en 50

pL de agua nanopura estéril.

Cuantificacion de DNA. Se determiné la absorbancia a 260 y 280 nm, de una dilucién
1:100 de la muestra, en una cubeta de cuarzo. Una unidad de Ay corresponde a 50
ng mL" de DNA en la solucién. Se estimé el grado de pureza del DNA mediante la
relacion Agso/Azse (Sambrook y col., 1989), que siempre resulté cercana a 1,8, lo cual

indica una pureza superior al 95%.

Electroforesis de DNA plasmidial en geles de agarosa. El DNA plasmidial se
analizé mediante electroforesis en una camara horizontal. Dependiendo del tamaiio de
los fragmentos a separar, se varié la concentracién de agarosa entre 1 y 2 % p/v.
Como amortiguador se utilizé TAE (Tris-HCl 40 mM pH 8,1, acido acético glacial 20
mM, EDTA 2 mM). La muestra se preparé mezclando el DNA con amortiguador de
carga (glicerol 50% v/v, EDTA 50 mM, xilén cianol 1 mg mL™", azLJI de bromofenol 1,5
mg mL™). La electroforesis se llevé a cabo bajo un potencial eléctrico entre 70 y 100 V.
La tincién se realizé con una solucién de bromuro de etidio 10 pg mL™ en TAE, las
bandas se visualizaron por fluorescencia en un transiluminador, excitando con luz
ultravioleta, y se fotografiaron con una cémara digital Olympus Camedia de 4
megapixeles y se analizaron con el programa LabWorks 4.5 de UVP (Upland,

California, EE. UU.)

Preparacion de células de E. coli electrocompetentes. Se inocuié 500 mL de medio

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

-
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crecida en medio LB. Las células se crecieron a 37 °C con agitacién moderada hasta
una ODgg de 0,75 (3-6 x 10° UFC mL™), y se colectaron en tubos frios y se
centrifugaron por 15 min a 10000 x g a 4 °C. Se eliminé el sobrenadante, y se
suspendieron las células con vortex en un mismo volumen de glicerol 10% v/v estéril y
frio. Este procedimiento de centrifugacion y lavado se repitié6 dos veces mas, con la
precaucién de no contaminar las células. Después se elimindé el sobrenadante, y
resuspendieron las células con las pocas gotas de sobrenadante que quedaron en el
fubo. La suspensién celular se ajusté a un volumen tal que al medir la ODgq de una
dilucién 1:100, se obtuviera un valor entre 2 a 2,5. Se reparti6 la suspensioén celular en

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

hasta el momento de su uso.

Electrotrasformacion de E. coli. Se mezcl6 40 ul de células electrocompetentes con
1-2 uL de DNA plasmidial, en cubetas de electroporacién de 2 mm. Se utilizé un
electroporador GenePulser Xcell (BioRad) en condiciones de voltaje de 2,5 KV,
capacitancia de 25 pF y resistencia de 200 ohm. lnmediatamc-;nte después de la
electroporacion, las células 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 antibiético, y se incubaron
por 12-14 hrs. para obtener colonias, que se sometieron posteriormente a la prueba de

sobreexpresion.

Electroforesis de proteinas en condiciones denaturantes (SDS-PAGE). El anélisis
de proteinas por electroforesis en geles denaturantes se realiz6 segln Laemmili

(Laemmli, 1970). Se utilizé acrilamida al 10% en el gel separador y 4% en el gel
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concentrador (proporcién acrilamida : bisacrilamida fue de 37,5:1), el grosor del gel fue
de 1 mm.

Las muestras se disolvieron en amortiguador de carga (Tris-HCI 62,5 mM pH 6,75,
SDS 2% plv, 2-mercaptoetanol 0,5%, glicerol 10% p/v, azul de bromofenol 0,001% p/v).
La muestra se calenté a 90 °C por 10 min, luego se centrifugd por 15 min a 15000 x g.
Del sobrenadante se tomaron 20 pL y se cargd en los pocillos. Se utilizé como
amortiguador de corrida (Tris 25 mM pH 8,3, glicina 192 mM, SDS 0,1% p/v), se aplicé
un potencial de 100 V, hasta la caida del frenie de corrida.

El gel se iifié con azul brillante de coomassie R-250 0,3% p/v disuelto en metanol 50%
vlv, acido acético 10% vl/v, durante dos horas con agitacién constante, y se destifié con
metanol 50% v/v, acido acético 10% v/v, hasta obtener un gel de fondo incoloro.
Cuando se necesitd, las 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 pL de DMSO, se agregé 5 pl a la
muestira, se mezclé y luego de 10 min se agregd el amortiguador de carga. Una vez

finalizada la electroforesis, se colocé el gel en un transiluminador ultravioleta, se tomdo

-una fotografia digital con una camara Olympus, y se analizé con el programa LabWorks

4.5 (UVP).

Para calcular la masa molecular relativa de una proteina partir de su migracién
electroforética, se uso el estandar de masa molecular sigma "Vll.L, 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, 47,5y 32,5 kDa.
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Electrotransferencia. Para corroborar que las proteinas purificadas correspondian a
FtsA y a sus mutantes, se realizaron ensayos de “western blot”. Primero se retiré el gel
de SDS-PAGE de los vidrios e inmediatamente se construyé el sandwich para la
transferencia colocando 3 papeles filiro, seguidos del gel, de la membrana de
nitrocelulosa y por dltimo de otros tres papeles filiro. La membrana de nitrocelulosa se
sumergié completamente en amortiguador de transferencia (Tris 25 mM pH 8,3, glicina
192 mM, metanol 20% v/v) enfriado previamente, asi como las hojas papel filtro y las
esponjas antes de montar la iransferencia, con la precaucién de que no quedaran

burbujas. La transferencia se realizé por dos horas a 100 V (~250 mA) y a —20 °C.

Desarrollo inmunolégico de la membrana de nitrocelulosa. Una vez realizada la
transferencia, se procedié a revelar la membrana de nitrocelulosa. Primero la
membrana se bloqueé con leche descremada en polvo 3% p/v en PBS (Na,HPO, 10
mM pH 7.4, KH.PO, 2 mM, NaCl 137 mM, KCI 2 mM) por ~12 horas a 4 °C, luego se
traspaso a una solucion de leche 3% p/v en PBS que contenia el anticuerpo primario en
una dilucién de 1:15000 y se incubd durante una hora con agitacién a temperatura
ambiente. Luego de 3 lavados con tween-20 0,1% v/v en PBS, la membrana se incubd
en leche 3% en PBS con el anticuerpo secundario en una dilucién de 1:15000, durante
una hora con agitacién a temperatura ambiente. Como anticuerpo primario se usé suero
de ratén, inmunizado contra FisA extraida de una banda de SDS-PAGE; como
anticuerpo secundario se usé suero de cabra contra IgG de conejo (molécula completa
H+L), conjugado con fosfatasa alcalina (Pierce).

Para revelar, se colocé la membrana en 50 mL de amortiguador para fosfatasa alcalina
(Tris 100 mM pH 9,5, NaCl 100 mM, MgCl, 5 mM), complementado con 33 pl de BCIP

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

L3
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100% v/v) y 66 ul de NBT (0,5 g de nitro azul de tetrazolio disuelto en 10 mL de
dimetilformamida al 70% v/v). Al cabo de una hora de agitacién aparecieron las bandas

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

Prueba de sobreexpresion de la proteina recombinante. Después de obtener
transformantes, se seleccionaron 5 colonias individuales, con cada una de ellas se
inoculé 8 mL de medio LB suplementado con el antibiético respectivo. Se incubo a 37
°C con agitacion hasta alcanzar una ODgy de 0,5, luego se tomaron 4 mL y se
colocaron en un nuevo tubo, a uno de estos tubos se agregé IPTG 0,5 mM, los cultivos
se incubaron por 3 horas mas. Las células fueron colec%adas por centrifugacion, a
14000 x g por 5 min. El precipitado se lavé dos veces en amortiguador TEN (Tris-HCI
20 mM pH 8, NaCl 100 mM y EDTA 1 mM) y luego se suspendi6 en 80 pL de agua, se
agregd amortiguador de carga 1x final, las muestras se calentaron a 90 °C por 10 min,
se centrifugaron a 14000 x g por 15 min, y finalmente se cargé el sobrenadante al gel

de SDS-PAGE.

Purificacion de FtsA y FisAA27. Un cultivo de 2 L de E. coli C41 (ADE3) transformada
con pMFV12 (para sobreexpresar FisA), o con pSRV2 (para sobreexpresar FisAA27)
se incubd a 37 °C con agitacion hasta alcanzar una ODgg, de 0,5, y se indujo con IPTG
0,5 mM por 3 hrs. Las células se colectaron por centrifugacion, a 7600 X g por 40 min,
a 4 °C. El precipitado se lavé con amortiguador TN (Tris-HCI 20 mM pH 8, NaCl 100
mM) y luego se almacené a -80 °C. Asi se obtuvieron aproximadamente 1,5 g de
precipitado bacteriano.

Para purificar se suspendié completamente el precipitado en 40 mL de amortiguador A
(Hepes-NaOH 25 mM pH 8, NaCl 500 mM, Na,OsS, 10 mM) suplementado con una

<N
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pastilla de céctel de inhibidores de proteasas sin EDTA, y PMSF 0,1 mM. Para lisar las
células se utilizé6 un sonicador Misonix 3000, con una sonda de 1 cm de diametro, se
aplicaron 5 pulsos de 20 seg con output 6 (45 Watis), con pausas de 1 min, en hielo.

El exiracto se centrifugdé en una ultracentrifuga Beckman L5-75B refrigerada, a 28000
RPM por 90 min (92000 x g). El sobrenadante se sometié a una cromatografia de
afinidad a Ni*?, en una columna de resina ProBond. Se cargé 4 mL de resina ProBond
en una columna de vidrio (1,2 x 10 cm), se equilibré en amortiguador A, luego se tomé
la resina y se colocd en un vaso de precipitado junto con el exiracto crudo, se
incubaron a 4 °C por 30 min con agitacién suave. Se cargé la mezcla en la columna de
vidrio, y se lavé con amortiguador A suplementado con concentraciones crecientes de
imidazol (50, 100 y 200 mM), utilizando 4 volimenes de columna para cada lavado
(aprox. 20 mL), a un flujo de 1 mL min™, usando una bomba pe}istéltica EconoPump
(BioRad).

Se recolectaron fracciones de 1 volumen de columna, para determinar en cuales eluyé
FtsA, las muestras se analizaron por SDS-PAGE utilizando tincién 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, Na,0OsS, 10 mM, sacarosa
1M, DTT 2,5 mM, ATP 0,1 mM y MgCl, 2 mM; para ello se utilizaron bolsas de dialisis
de celulosa regenerada de un “cut-off” de 12-14 kDa, previamente tratadas de acuerdo
a lo descrito (Sambrook y cols, 1989).

La proteina se cuantificdé por el método de Bradford (BioRad) usando BSA como
estandar, la pendiente de la curva de calibracién para BSA y para FisA fue la misma,
de manera que las cuantificaciones realizadas con este ensayo son confiables. No se

concentrd la proteina para evitar su agregacién. La proteina se congeldé en metanol frio

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




L

Purificacion de FtsZ. Un cultivo de 2 L de E. coli C41 (ADE3) pMFV12, se incub6 a 37
°C con agitacion hasta alcanzar una ODgy de 0,7, y se indujo con IPTG 0,2 mM por 3
hrs.

Las células se colectaron por centrifugacién, a 7000 x g por 40 min a 4 °C. El
precipitado se lavé con amortiguador PEM (Pipes-NaOH 50 mM pH 6,5, MgCl, 5 mM y
EDTA 1 mM) y se almacené a -80 °C. Asi se obtuvieron aproximadamente 1,5 g de
precipitado bacteriano.

Para purificar se suspendié completamente el precipitado en 40 mL de amortiguador
PEM. Para lisar las células se utilizd un sonicador Misonix 3000, con una sonda de 1
cm de didmetro, se aplicaron 5 pulsos de 20 s con un output 6 (45 Watts), con pausas
de 1 minuto, en hielo, y se centrifugé en una ultracentrifuga Beckman L5-75B
refrigerada, a 28000 RPM por 90 min (92000 x g). Al extracto crudo se le agregé GTP 1
mM y CaCl, 20 mM, y se incubé a 30 °C por 15 min para inducir la polimerizacién de
FtsZ. Se centrifugé a 10000 x g por 15 min a 4 °C, se descarté el sobrenadante, el
precipitado se disélvié en 20 mL de PEM, se centrfugd a 10000 x g por 15 minutos a 4
°C, para eliminar material insoluble; el sobrenadante se sometié a un segundo cicio de
polimerizacién/centrifugacion.

Para purificar FisZ, se hizo una cromatografia de intercambio aniénico en un equipo de
HPLC Beckman Gold equipado con dos bombas y un detector de absorbancia. El
cromatograma se regisird siguiendo la absorbancia a 280 nm. La muestra se filiré con
un filtro de 0,2 pm, para inyectarla a una columna de mono-Q sefarosa de 5 mL,
equilibrada en amortiguador Tris-HClI 50 mM pH 8,0, MgCl, 5 mM, EDTA 0,1 mM y
glicerol 10% v/v, a un flujo constante de 1 mL/min, usando un “loop” de 5 mL. Para la
elusién de FitsZ se utilizd un gradiente lineal de KCI entre 0,1 yw0,7 M, en 20 mL. Se

recolectaron fracciones de 1 mL. Las fracciones en que eluyé FisZ, de acuerdo al
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cromatograma, se colocaron en una bolsa de didlisis de celulosa de un “cut-off’ de 12
a14 kDa, previamente tratadas de acuerdo a lo descrito (Sambrook y col., 1989). La
muestra se dializ6 por 12 horas a 4 °C, conira 1,5 L (aprox. 100 volimenes) de
amortiguador Tris-HCl 50 mM pH 8,0, KCl 250 mM, glicerol 10% v/v. La proteina
purificada se concentré en cetriprep, hasta 20 mg mL" aproximadamente. Se
determind su concentracion por el método de Bradford (Biorad), se congelé en

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

Polimerizacion. Se determiné la polimerizacién de FitsZ y de FisA, siguiendo la
dispersion de luz a 90° en el tiempo, en un espectroﬂuorime:tro Perkin Elmer LS50.

La FtsZ se incubd a diferentes concentraciones, en un amortiguador indicado en el pie
de la figura respectiva, a 30 °C en un barfio termoregulado. La muestra en una cubeta
de 0,5 mL se excit6 a 350 nm, y se sigui6 la dispersién a 350 nm, se utilizé un ancho
de banda de los monocromadores de 5 nm, se registraron los datos cada 2 s, se coloco
un filtro en el paso de emisién que permite pasar un 6% del haz luminico. Luego de
seguir la linea base por 5 min aprox., se agregé inmediatame:lte GTP a una
concentracion final de 1 mM, la cubeta se agité por inversién 5 veces, y se contintio
midiendo la dispersion. Se calculé la diferencia entre la intensidad maxima y la
intensidad de la linea base, que corresponde a la diferencia (delta) de dispersién de
luz.

Para determinar el efecto de la conceniracion de FisA sobre su polimerizacion, se
incubd la proteina a diferentes concentraciones, en amortiguador Mes-NaOH 50 mM
pH 6,5, KCI 50 mM, MgCl; 10 mM, DTT 2,5 mM, se midid a 30 °C en un bario

termoregulado. La dispersién se midi6é inmediatamente después de agregar la proteina

al amortiguador en la cubeta.
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Para determinar el efecto del ATP en la polimerizacién de FisA, se incub6 la proteina a
diferentes concentraciones, en amortiguador Hepes-NaOH pH 8,0 50 mM, KCI 100
mM, DTT 2,5 mM, EDTA 1 mM, MgCl, 3 mM, a 30 °C en un bafio de agua
termoregulado. Luego de seguir la linea base por 5 min aprox., se agregd
inmediatamente ATP a una concentraciéon final de 1 mM, la cubeta se agité por
inversion 5 veces, y se contintio midiendo la dispersion. Se calculd la diferencia entre la
intensidad maxima y la intensidad de la linea base, que corresponde a la diferencia
(delta) de dispersién de luz.

En todos los experimentos con FisA se excité a 350 nm, y se siguié la dispersién a
350 nm. Se utilizé un ancho de banda de los monocromadores de 5 nm, y los datos se

registraron cada 2 s. La adicién de ATP o GTP no madificé el pH de la solucién.

Determinaciéon de la actividad ATPasica una preparacion de FtsA. Se utilizd el
método de verde de malaquita, por ser rapido y sensible (Lanzeta, 1979). El método de
verde de malaquita permite la deteccién colorimétrica de fosfato inorganico, de 1 a 13
nmoles. Se utilizaron las soluciones VM (verde de malaquita 0,045% p/v), AM
(molibdato de amonio 4,2% plv, disuelto en HCI 4 N), TX (Tritén X-100 0,05% p/v) y
citrato de sodio 34% p/v. Se mezclé VM:AM en proporcién 3:1, luego de 20 min se filtrd
por decantacion con papel filtro (Millipore), y se agregd 80 L de TX. Para la deteccién
de fosfato, a 800 uL de mezcla se agregd 30 L de la mezcla de reaccién, se mezclé
rapidamente en un vortex, la reaccién se detuvo por el bajo pH de esta mezcla (pH ~
0), luego de 1 min se agregé 100 pL de amortiguador citrato. Se midié la absorbancia
de las muestras a 630 nm, en un espectrofotémetro 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 calibracién se utilizdé KH,PO, secado por 2 horas a 100 °C,
como estandar.

La actividad ATPasica de FtsA se determind en amortiguador Tris-HCI 50 mM pH 8,0
KCI 100 mM, EDTA 1 mM, DTT 2,5 mM y MgCl, 2 mM por sobre la concentracién de
ATP, a una temperatura de 30 °C. La reaccién se inicio al agregar ATP. Se usé una
concentraciéon de proteina de 2,25 pM, en el experimento sefialado como FisA+FisZ,
las proteinas se coincubaron en concentracién equimolar por 5 min antes de comenzar
la reaccion. Se confeccionaron curvas de progreso de 6 puntos (tiempos 0, 5, 10, 15,
20 y 25 min). Para determinar los parametros cinéticos de las curvas de saturacion, se

utilizé regresion hiperbélica con el software Sigmaplot 11.

Unién de FtsA a FtsZ. La union de FisA a FisZ se determiné por anisotropia de la
fluorescencia intrinseca de FitsA. La anisotropia de un fluoréforo esta relaciona con el
tiempo de correlacion rotacional de acuerdo a la ecuacién de Perrin-Weber (Lakowicz,

2006; Jameson y col., 2003):

’—°=[1+—’—j (ec. 1)

r 7o
Donde res la anisotropia del fluoréforo en las condiciones experimentales; 7, es la

anisotropia limitante del fluoréforo, que se mide en ausencia de movimiento (como en

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

orden de los nanosegundos. Se define el tiempo de correlacién rotacional z,. para

una proteina esférica como:

nv
. =2 ec. 2
¢ RT ( )
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Donde R es la constante de los gases ideales, 7' la temperatura, 7 la viscosidad de la
solucién y ¥ el volumen molar de la molécula que rota. De acuerdo a la ecuacién 2, el

volumen es directamente proporcional al 7. A su vez, de acuerdo a la ecuacion 1, el
7. es directamente proporcional a la anisoiropia. Lo que se aprecia mejor en la
ecuacion 3, que se obtiene al reemplazar la definicién dez,. de la ecuacién 2, en la

ecuacion 1.

5—:(1+1—R£) (ec. 3)
r nv

Por lo tanto, un aumento de la anisotropia indica un aumento del tiempo de correlacién
rotacional. Dado que la sonda corresponde a un residuo dentro de una proteina indica
un aumento del volumen hidrodinamico de la proteina, y con ello, una disminucién de

su la libertad rotacional.

Las anisotropia se midié en un espectrofluorimetro Perkin-Elmer LS 50, que posee una
configuracion de tipo L, equipado con polarizadores de film cuyo alineamiento se
evalud midiendo la polarizacion de una suspension diluida de glicégeno, 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 correctamente alineados.

La FtsA expresada en forma recombinante, al igual que la proteina silvestre, posee dos
residuos triptéfanos y 12 residuos tirosina, mientras que FtsZ posee 3 tirosinas y
ningun triptéfano. Generalmente para excitar al residuos triptéfano se usa una longitud
de onda de 280 nm, que corresponde a su maximo de absorcién, pero dado que la
FtsA posee mas residuos de tirosina que de triptéfano, se éxito a una A de 295 nm, ala

cual la absorcion de los residuos tirosina es despreciable frente a la de los residuos
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triptéfano. Se detectd la emision a 348 nm, que corresponde al méximo de emisién del
triptéfano libre en solucion 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 excitacion y de 8 nm para la emisién. Se utilizé 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 pL, a una temperatura
controlada de 25 °C, y con un tiempo de integracién de 40 s lo que entrega una
desviacion estandar asociada al medicién del equipo de + 0,003. FisA se agregd a una
concentracién de 1 o 5 uM, se midié la anisotropia, luego se agregd 2 pl de FtsZ 500
M (2 pM final), se agité por inversién 3 veces, se incut;é por 2 min y se midié la
anisotropia. Se procedié de esta forma, hasta alcanzar un valor de anisotropia cercano
a 0,3. Cada valor registrado en la curva realizada a una concentracién de FtsA de 5 pM
corresponde a una medicion individual; y cada valor registrado en la curva realizada a
una concentracion de FisA 1 pM corresponde a un promedio de 3 mediciones. Los
valores de anisotropia informados estan corregidos por el factor G, que corresponde a
la relacién entre la eficiencia de la transmisién por el polarizador de emisién de la luz

verticalmente polarizada respecto de Ia horizontalmente polarizada.

Entrecruzamiento quimico de FtsA y FtsAA27. Para determinar si la proteina
purificada se encontraba en estado monomérico, o agregada, se realizd un
experimento de entrecruzamiento quimico con glutaraldehido (1,5-pentanodial). El
glutaraldehido es un agente entrecruzante homobifuncional (tiene dos grupos reactivos
idénticos), que reacciona con grupos amina primarios en proteinas. Si dos proteinas
interactGan, al agregar glutaraldehido, van a quedar covalentemente unidas, este

complejo se puede observar por SDS-PAGE.
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Se utilizaron alicuotas de 100 pL de FtsA 1,52 mg mL™" y FtsAA27 2,37 mg mL™ que
estaban disueltas en amortiguador de didlisis (Hepes-NaOH 50 mM pH 8, NaCi 500
mM, Na,0sS, 10 mM, sacarosa 1 M, DTT 2,5 mM, y MgCl, 2 mM), se incubaron en
hielo y se agregé 0,8 pL de glutaridehido 25% v/v (0,2% vl/v final). La reaccién se
detuvo a diferentes tiempos (0, 15, 30, 60 y 180 s) al agregar a una alicuota de 18 pL
de la mezcla de reaccién, 2 plL de Tris-HCl 1 M pH 8,0, mas 5 pL de amortiguador de

carga 5X. De esta mezcla se cargé 20 plL en el gel de electroforesis.

Apagamiento dinamico de la fluorescencia intrinseca de FtsA. Las muestras se
midieron en un espectrofluorimetro Perkin-Elmer LS 50, e;l una cubeta de cuarzo de
500 pL a una temperatura controlada de 25 °C, se éxito a 295 nm, y se registré el
espectro de emision entre 310 y 420 nm, con un ancho de banda de los
monocromadores de 8 nm para la excitaciéon y la emisién. Para el apagamiento se
utilizé amortiguador Hepes-KOH 50 mM pH 8,0, KCI 100 mM, EDTA 1 mM, DTT 2,5
mM. FtsA se agregd a una concentracién de 5 yM, se midié la intensidad de
fluorescencia a 348 nm (que es el maximo de emisién del triptéfano), luego se agregé 2
pl. de la solucién del apagador 5 M (2 pM final), se agitd por inversion 3 veces, se
incub6 por 2 min y se midié nuevamente la intensidad de fluorescencia. Se procedié de
esta forma, hasta haber alcanzado una concentracién de apagador de 0,5 M.

Como apagadores se usaron acrilamida (2-propenamida, masa molecular de 71,08 g
mol™, no posee carga), ioduro (masa atémica de 126,9 g mol™, posee carga negativa)
como sal de sodio y cesio (masa atémica de 132,9 g mol™, posee carga positiva) como
sal de cloruro. Las soluciones madre (5 M) de estos reactivos, se filtraron con un filtro

de 0,2 pm. Se utilizé triptéfano 10 uM, como conirol de la sonda completamente

expuesta al solvente.
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Los datos se graficaron con la ecuacién de Stern-Volmer:

F,
L=1+Kg, -
F sV [d] (ec. 4)

Donde la intensidad inicial de fluorescencia corresponde a F, la intensidad de
fluorescencia en funcién de la concentracion del apagador [Q] corresponde a F. La
pendiente del grafico de Fy/F en funcién de [Q] corresponde a la constante de Stern-
Volmer Ksy, y su valor es proporcional al apagamiento de la sonda, y da cuenta del

grado de exposicion al solvente del fluoréforo (Lakowicz, 2006).

Union de DAPI a FtsA. Se determiné la concentracién de la sonda fluorescente DAPI
utilizando un &,4, de 23000 M cm™ en agua (Barcellona y Gratton, 1996). Se siguié su
unién a FtsA, por FRET. El experimento se realiz6 en un espectrofluarimetro Perkin-
Elmer LS 50, se excité a 295 nm, y se registré el especiro de emisién entre 310 y 530
nm, con un ancho de banda de los monocromadores de 5 nm para la excitacién y de 8
nm para la emisién. Se utilizé 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 plL, a una temperatura controlada de 25 °C. FisA se agregé a una
concentracion de 5 pM, se midi6 la fluorescencia, luego se agregé 2 plL de la solucién
de DAPI 1 mM (4 uM final), se agité por inversién 3 veces, se incubd por 2 min y se
midié nuevamente la intensidad de fluorescencia. Se procedié de esta forma, hasta
haber alcanzado una concentracién de DAPI de 50 pM. El experimento se repitié
utilizando el amortiguador de dialisis de la purificacién de FisA, como control. El
espectro del control se resto al de cada muestra, dado que a 295 nm DAP!I tiene una
absorbancia (que a una concentracién de 50 pM, 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.
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RESULTADOS

Purificacion 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 elusidén con imidazol de la
columna de afinidad a niquel, de FisA y FtsAA27, respectivamente. La mayoria de las
contaminantes eluyeron con los lavados con imidazol 50 mM. Tanto FisA como
FtsAA27 eluyeron desde la columna al agregar 100 mM y 200 mM de imidazol. Al cabo
de la purificacion las proteinas se obtuvieron con un grado de pureza promedio mayor
al 96 %, de acuerdo al analisis densitométrico de los geles. A partir de la migracién
relativa de FisA y FtsAA27 respecto a los marcadores de masa molecular en el gel
SDS-PAGE, se determindé una masa molecular de 47,5 kDa para FisA y 44,3 kDa para
FtsAA27, valores practicamente iguales a los calculados desde sus secuencias. Por lo
tanto, ambas proteinas tienen una migracién electroforética normal, demostrando que
la hélice anfipatica C-terminal (MTS), que se postula interacttia con la membrana
citoplasmatica, no modificaria la cantidad de SDS unida a la proteina a diferencia del
caso de ZipA, que posee una migracion electroforética anormal probablemente debida
a la presencia de una hélice transmembrana en el extremo N-terminal (Ordenes, 2006).
El rendimiento promedio de varias preparaciones se mantuvo entre 4 a 6 mg de FisA 'y
10 mg de FisAA27, por dos litros de cultivo bacteriano (~1,5 g de “pellet”). Esto podria
explicarse de la siguiente manera: 1) la expresion de FtsAA27 es menos toxica para la
célula, que la expresion de FisA, 2) el nivel de expresion de ambas proteinas es el
mismo, pero la fraccidon soluble de FisAA27 es mayor que la de FtsA, dada su menor

hidrofobicidad, pues no posee su MTS.
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Figura 5. Gel SDS-PAGE 10% de las fracciones de FtsA eluidas desde una
columna de afinidad a nickel ¢on imidazol. Fracciones eluidas de la columna
ProBond, con imidazol 50 mM, 100 mM y 200 mM. En ‘el primer carril se muestra la
geparacion de las protéinas del estandar dé masa molecular. El gel sé tifié ¢on

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 ultimo carril se muestra la separacién de las proteinas del estandar de masa

molecular. El gel se tifié con fluorescamina.
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Expresion de mutantes en los dominios de FtsA. Los vectores pLYV40, pARV12 y
pARV35 expresan las proteinas mutantes FtsAA5, FtsAA1C y FtsAAS12-13,
respectivamente. Se observa en la figura 7 que de todas las proteinas de E. coli
cargadas en el gel, solo las tres proteinas mutantes reaccionaron con un anticuerpo
policlonal de ratén contra FtsA, lo que indica especificidad em esta reaccion. Las tres
proteinas mutantes mostraron un bajo nivel de expresion, 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 fraccién insoluble por centrifugacion,
se observo que las proteinas mutantes sedimentaron completamente. Esto indica que
estas mutantes podrian estar formando cuerpos de inclusién, o bien, que su unién a la
membrana es muy fuerte, lo que las arrastra a la fraccion 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 Blot

pARV12 pARV35 pLYV40 pARV12 pARV35 pLYV40
KDa S P NEB S P S P S P NEB S P S P
175
83 ‘*
52 o
47,5
32,5

Figura 7. Sobreexpresion de las mutantes de FtsA. Las células que sobrexpresaron
las proteinas mutantes se lisaron y centrifugaron a 16000 x g a 4 °C por 40 min. Se
separo el extracto crudo (S, soluble) del precipitado (P). Se suspendié el precipitado en
la misma cantidad de volumen de la fraccion soluble. En el carril NEB se muestra la

separacion de las proteinas del estandar de masa molecular pretefido.
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Purificacién y polimerizacién de FtsZ. La FisZ es una proteina capaz de formar
polimeros al agregar GTP, esta actividad se favorece en presencia de cationes
divalentes como el Ca*. Se utilizé esta caracteristica para purificarla. En la figura 8 B
se muestra un SDS-PAGE del “test” de sobreexpresion de FisZ, se observo que la FtsZ
no se expresoé en ausencia del inductor IPTG (carril NI), y que si se expresé al inducir
con IPTG (carril 1), obteniéndose una banda intensa de proteina en el gel. En la figura
8 A se muestra el cromatograma de la purificacién, en el que se observan 4 picos que
corresponden a: la inyeccién de la proteina a la columna desde el “loop”, a los 20 min;
la elusién de proteinas contaminantes al lavar la columna, a los 43 min; la elusion del
GTP alos 72 min, al lavar con 0,2 a 0,3 M de KCI; la elusién de la FisZ a los 89 min, al
lavar con 0,4 a 0,5 M de KCI. En Ia figura 8 C se muestra un SDS-PAGE de distintas
etapas de la purificacion de FtsZ. Se obtuvo la FtsZ con un grado de pureza promedio
mayor al 99%, de acuerdo al analisis densitométrico del gel.

Para determinar la funcionalidad de la FitsZ purificada, se siguié la polimerizacion de
inducida por GTP, mediante dispersion de luz de 350 nm a 90° (figura 9). Al agregar el
nucledtido, se observo un aumento inmediato de la dispersién de luz, que da cuenta de
la formacién de polimeros de FisZ, que se mantuvieron relativamente estables en el
tiempo, hasta su fase de despolimerizaciéon. Se observa que el periodo de estabilidad
depende de la concentracion de proteina. De esta manera, a mayores concentraciones
de FtsZ se hace menor el tiempo de estabilidad de los polimeros formados, debido al

agregar mas enzima la actividad GTPasica aumenta y el GTP se hace limitante.
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Figura 8. Purificacion de FtsZ. A. Cromatograma (HPLC) en una columna mono-Q
sefarosa de 5 mL, a flujo de 1 mL min™, seguido por absorbancia a 280 nm (azul). Se
eluyo la proteina por fuerza iénica, con un gradiente lineal de KCI desde 0,1 M a los 65
min, hasta 0,7 M a los 85 min. La muestra se injecté a la columna a los 20 min. B.
SDS-PAGE 10% del “test” de expresion de la proteina. NI: no inducido, |: inducido con
IPTG 0,2 mM por 3 h. C. SDS-PAGE 10% de muestras de algunas etapas de la
purificacion. 1: precipitado de la ultracentrifugacion a 92000 x g por 90 min. 2:
precipitado de la primera centrifugaciéon de polimeros inducidos con GTP 1 mM y CaCl,
20 mM, a 10000 x g por 15 min. 3. Muestra antes de cargar a la columna. 4. Muestra

final obtenida después de la dialisis.
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Se define como concentracion critica C;, a2 la minima concentracién de proteina a la
cual se forman polimeros. En la figura 9 B se muestra que al graficar los valores de
maxima dispersién de luz en funcidén de la concentracién de proteina se obtuvo una
linea recta que cortd el eje de la abscisa a un valor de 1,07 uM, valor que es muy
similar al detectado por métodos mas sensibles (Chen y col., 2005) lo cual indica que
en ambos casos la funcionalidad de la proteina no cambia.

También se investigd la polimerizacién de FtsZ a pH 8,0, en las condiciones
experimentales en las que se midi6 la actividad ATPasica de FisA, lo que se muestra
en la figura 10. Al agregar GTP 1 mM se observé un aumento de la dispersién 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 comenz6é a aumentar nuevamente la dispersién de luz, no se
observé una fase de desensamblaje durante el tiempo registrado. El hecho de que FisZ
polimerice en forma irreversible a este pH indica que FisZ no es funcional en las

condiciones experimentales en las que se midid la actividad ATPasica de FisA.
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Figura 9. Polimerizacion de FtsZ a pH 6,5 seguida por dispersion de luz. A.
Cinética de polimerizacién de FtsZ en amortiguador Mes-KOH 50 mM pH 6,5, KCI 50
mM, MgCl, 10 mM. Trascurridos 5 min se agregé GTP 1 mM. B. Determinacion de la
concentracion critica (C; ). La linea de ajuste corresponde a un polinomio de grado 1.
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Figura 10. Efecto del pH en la polimerizacion de FtsZ. A. Cinética de polimerizacion
de FtsZ 0,5 mg mL" en amortiguador Mes-KOH 50 mM pH 6,5, KCI 50 mM, MgCl, 10
mM en rojo, y en amortiguador Hepes-KOH 50 mM pH 8,0, KCI 100 mM, EDTA 1 mM,
DTT 2,5 mM, MgCl, 15 mM, en azul. Trascurridos 5 min se agregé GTP 1 mM. Se uso
un filtro que dejé pasar el 4% de la luz.

Polimerizacion de FtsA. FtsA forma polimeros en amortiguador Tris-HCI 20 mM pH
8,0, NaCl 50 mM; en presencia de 5 mM ATP y a una concentracién de proteina de
2,25 uM, cuya morfologia se determiné por microscopia electrénica, (Gallardo, 2006).
La agregacion de los polimeros se atenta en presencia de sacarosa (Gallardo, 2006).
En la figura 11 A se muestra la polimerizacion de FtsA seguida por dispersién de luz
de 350 nm a 90°. 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 observd un aumento de la
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dispersién de luz en forma constante dentro de los primeros 10 minutos, después
mosiré una segunda fase mucho mas lenta, a las diferentes concentraciones de
sacarosa, y con la misma pendiente, e independiente de la concentracién de sacarosa
al igual que la primera fase. Sin embargo la extensién de la primera fase en cuanto a la
dispersion de luz se comport6 de manera inversa a la concentracién de sacarosa.
Estos resultados confirman que la presencia de sacarosa 1 M inhibe la polimerizacion
de FtsA, este efecto se puede percibir mas claramente en la figura 11 B, donde se
graficéd el delta de dispersion de luz, en funcién de la concentracién de sacarosa. Por
ejemplo, la intensidad de dispersién de luz a los 60 min de la curva con 1,05 M de
sacarosa, es un 36,5% menor que en la curva con 0,05 M de sacarosa.

Se determiné el efecto del pH sobre la polimerizacion de FisA, lo que se muestra en la
figura 12 A. Se observé un aumento de la polimerizaciéon de FisA a pH 5,5, y que esta
disminuy6 progresivamente a pHs mas basicos, hasta ser casi completamente inhibida
a pH 8,5.

Se determind que las sales NaCl y KCI inhiben la polimerizacién de FisA, como se
observa en las figuras 13 A y 13 B, respectivamente. Si bien hubo un mayor efecto de
NaCl respecio a KCI, ambos efectos se hacen similares a una concentracion de 0,7 M

(figura 13 C).
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Figura 11. Inhibicién de la polimerizaciéon de FtsA por sacarosa. A. Cinética de
polimerizacion de FtsA 1,5 uM en amortiguador Mes-KOH 50 mM pH 5,5, KCI 50 mM,
MgCl, 7 mM, a diferentes concentraciones de sacarosa. Transcurridos 5 min se agrego
la proteina a la cubeta, alcanzando la concentracion de sacarosa sefialada. Se midio la
dispersion de luz a 350 nm, con un filtro que dej6 pasar el 6% de la luz. B. Diferencia
de intensidad de dispersion 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 parametros.
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Figura 12. Efecto del pH sobre la polimerizacion de FtsA. A. Cinética de
polimerizacion de FtsA 1,5 uM en amortiguador Mes—-KOH (pH 5,5 y 6,0), Hepes-HCI
(PH 6,5, 7,0, 7,5, 8,0 y 8,5) o borato-KOH (pH 9,0) 50 mM, KCI 50 mM, MgCl, 7 mM,
Transcurridos 5 min se agreg6 la proteina concentrada a la cubeta. Se midié la
dispersion de luz a 350 nm, con un filtro que dejé pasar el 6% de la luz B. Diferencia de
intensidad de dispersion 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 parametros.
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Figura 13. Efecto de NaCl y KCI sobre la polimerizacién de FtsA. A. Cinética de
polimerizacion de FtsA 1,5 uM. A. En amortiguador Mes-NaOH 50 mM pH 5,5, MgCl, 7
mM a diferentes concentraciones de NaCl. B. En amortiguador Mes-KOH 50 mM pH

5,5, MgCl, 7 mM a diferentes concentraciones de NaCl. Transcurridos 5 min se agregd

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

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

lineas de ajuste corresponden a un decaimiento exponencial de tres parametros.
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En el experimento de la figura 14 se estudio el efecto de la concentracién de FisA y
del ATP en su polimerizacién, a diferentes pH, seguida por dispersién de luz a 350 nm.
Se observd que entre una concentracion de FisA de 0,5 y 3 pM, la polimerizacién fue
proporcional a la concentracién de proteina, a los 4 pH estudiados. A los pH béasico
(7,4, 8 y 9) la pendiente fue la misma, en cambio a 5,5, la pendiente fue mucho mayor.
Se observé que a mayor conceniracién de proteina se obtuvo un aumento proporcional
en la intensidad de dispersién en todas las curvas, excepto en los ultimos puntos de la
curva, especialmente en 5 uM, donde se observé cierto grado de saturacién, que en la
curva a pH 5,5, lleg6 a ser inhibicion, registrdndose una cinética mucho mas lenta.

Para determinar la funcionalidad de la proteina se investigo el efecto de la adicion de
ATP 1 mM en su polimerizacién, resultado que se resume en la figura 15 B. En la
cinéticas de polimerizacion realizadas a pH basico se observé que al afiadir ATP,
aumento la dispersién de luz, y que este efecto fue maximo a una concentracion de
FtsA de 2 a 3 pM, en cambio a concentraciones mayores de proteina, en la cuales la
polimerizacién es mayor, el efecto del ATP fue menor. Este resultado indicaria que el
ATP favorece la polimerizacion de mondmeros-oligémeros de FisA, pero que no tiene
efecto sobre los polimeros ya formados de FisA. A pH 5,5 el ATP tuvo un efecto
contrario, disminuyd levemente la polimerizacién de FitsA. Al hacer el control del efecto
de agregar ATP, se observd que a pH 5,5 la disminucion de la dispersién de luz al
agregar un volumen de ATP a la cubeta, fue la misma al agregar un volumen idéntico

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 concentracion de FtsA y el ATP en su cinética de
polimerizacién. Cinética de polimerizacion 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 KCI 100 mM, MgCl, 3 mM, seguida por
dispersion de luz a 350 nm. A los 5 min se agregé la proteina a la cubeta, luego de 10
min se agregé ATP 1 mM, como indican las flechas. Se us6 un filtro del 6% en el paso
optico.
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Figura 15. Efecto de la concentracion de FtsA y el ATP en el delta de
polimerizacién. Se grafico el valor del incremento de dispersion de luz, luego de
agregar la proteina a la cubeta (A), y luego de agregar ATP a la cubeta con la proteina
(B), para cada curva de la figura 14.
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Determinacion de la actividad ATPasica de una preparacion de FtsA. Para seguir
la actividad de ATPasica de FisA se probaron tres métodos diferentes: 1) ensayo
acoplado Lactato deshidrogenada - Pirubato kinasa, en el cual se mide indirectamente
el consumo de ADP producido por la hidrélisis enzimatica del ATP, acoplandolo
enzimaticamente a la oxidacion de NADH, seguida en tiempo real
espectrofotométricamente por la disminucion de la absorbancia a 340 nm (Monasterio,
1980). 2) Hidrolisis de ATP marcado con fosforo radiactivo en el fosfato gamma
(y*ATP), seguida midiendo la radioactividad del Pi liberado con un contador de
centelleo, separando previamenie el ATP no hidolizado (quelandolo con carbén
activado) (Gallardo, 2006). 3) Deteccién colorimétrica de Pi liberado con el método 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 métodos empleados, el de
verde de malaquita resulto ser igual de sensible que el método radiactivo, y el mas
repetible de los tres. Ademas de ser considerablemente mas barato que el resto de los
métodos, es insensible al fosfato liberado después de detenida la reaccion, y su color
es estable en el tiempo.

En la figura 16 se muestra una curva de calibracién obtenida con verde de malaquita,
que permite relacionar la absorbancia a 630 nm, con la cantidad de Pi, que resulté ser

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

usando el método de verde de malaquita. La curva se confeccioné usando KH,PO,

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

en A. Fotografia de las muestras B. Espectro de absorcion visible de las muestras. C

curva de calibracion, el rango lineal del método 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 saturacion de la actividad ATPasica de FisA, en
el panel superior de esta figura se grafica el coeficiente de determinacion (R, para el
célculo de la velocidad inicial a partir de cada curva de progreso, utilizando una linea
recta como funcién de ajuste.

Se observé que a bajas concentraciones de ATP, la curva se ajusté muy bien a una
hipérbola, y que las curvas de progreso tienen un R? mayor a 0,98. A concentraciones
de ATP mayores de 2 mM este comportamiento cambio abruptamente, las curvas de
progreso perdieron su linealidad, lo que se refieja en valores de R? menores de 0,9.
Este comportamiento podria deberse a que existen cambios en el estado de
agregacion de FtsA a mayores concentraciones de ATP.

También se determind el efecto de FisZ sobre la actividad ATPasica de FtsA (figura
18). De acuerdo a estos resultados, la presencia de FtsZ no tiene un efecto significativo
sobre la Ky, pero si sobre la Vuax, la cual disminuye, por lo tanto se concluyd que la
presencia de FtsZ inhibe la actividad ATPasica de FtsA. Dado que se ha planteado en
esta tesis que la Vyax de la actividad ATPasica de FtsA depende del estado de
agregacion de la proteina, y que FtsZ tiene un efecto sobre la Vax ¥ no sobre la Ky,
cabe preguntarse si FtsZ tiene mas bien un efecto directo sobre la agregacién de FisA,

y como consecuencia de ello, disminuye la actividad ATPasica de FtsA.
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Figura 17. Curva de saturacion de la actividad ATPasica de una preparacion de
FtsA. Se incub6 FisA 2,25 uyM en amortiguador Tris-HCI 50 mM pH 8,0 KCI 100 mMM,
EDTA 1 mM, DTT 2,5 mM y MgCl, 2 mM por sobre ia concentracién de ATP, a una
temperatura de 30 °C. La reaccion se inicié al agregar ATP. Se graficé la velocidad
inicial en funcién de [a concentracién de sustrato. En el panel superior se graficé el
coeficiente de determinacion R?, para el célculo de la velocidad inicial de cada curva de

progreso.
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Figura 18. Curva de saturacion de la actividad ATPasica de una preparaciéon de
FtsA, y FtsA mas FtsZ. Se incubé por 5 min FtsA 2,25 uM (en rojo), y FtsA en
presencia de una cantidad equimolar de FtsZ (en azul), en amortiguador Tris-HCI 50
mM pH 8,0, KCI 100 mM, EDTA 1 mM, DTT 2,5 mM y MgCl, 2 mM por sobre la
concentracion de ATP, a una temperatura de 30 °C. La reaccién se inicié al agregar
ATP. Se grafico la velocidad inicial en funcién de la concentracion de sustrato.

Tabla Il. Parametros cinéticos de la actividad ATPasica de una preparacion de FtsA, y
de FtsA mas FtsZ.

KM a VMAX b kCAT ¢ Cte. Esp. ¢
mM uM min™ s’ M's!
FtsA 0,24 + 0,03 6,50 £ 0,23 173 9,12 *10°

FtsA + FtsZ 0,19+ 0,02 539+0,16 144 7,56 * 10°

a constante de Michaelis.

b velocidad maxima.

¢ constante catalitica.

d Cte. constante de especificidad.
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Determinacién de la unién de FtsZ a FtsA. En la figura 19 A se muestra una curva
de titulacion de la union de FisZ a FtsA, seguida por la anisotropia de la fluorescencia

intrinseca de los residuos triptéfano de FtsA. Al agregar FisZ, se observé un aumento

de la anisotropia, esto implica un aumento del tiempo de correlacion rotacional 7, de la

sonda de acuerdo a la ecuacion 2, lo que indica que existe una interaccién entre
ambas proteinas. En la curva de titulacién de FtsA 5 pM se observo un aumento de
anisotropia cada vez que aumenté en 5 uM la concentracién de FtsZ. En toda la curva
se registraron 10 de estos aumentos.

Dado que las curvas de titulacién se hicieron a diferentes concentraciones de FisA,
para hacer comparables las curvas, se graficé en el eje de la abscisa la razon entre las
concentracion de FtsZ y FtsA (figura 19 B). Se observa que la interaccion de FtsZ con
FtsA es mas favorable a mayor concentracion de FtsA, lo que sugiere que hay un
proceso de polimerizacion que depende de la concentracion de FtsA.

En la curva de titulacién de FtsA 1 pM se observé que los resultados se podrian ajustar
atres hipérbolas, que corresponderian a tres poblaciones de sitios, se hizo un ajuste a
cada una de ellas por regresion hiperbélica, y se calculé las respectivas constantes de
disociacién, que se muestran en la tabla Ill, se observa que estas caen el rango
micromolar, y que se diferencian muy poco, lo cual indicaria que la poblacion de
polimeros no es homogénia, o bien que la unién de FitsZ a una poblacion mas
homogénea de polimeros generaria una pequefia interferencia que seria responsable

del aumento del valor de la constante de disociacioén.

&
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Figura 19. A. Curva de titulacion 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, KCI 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 registré la emision a 348 nm.
B. Curva corregida por la concentracion de FtsA.
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Tabla Ill. Constantes de disociacién para los fres sitios observados en la curva de
titulacién de FtsA 1uM con FtsZ (figura 19).

Sitio Ko, uM
1 44
2 11,6
3 16,4

Entrecruzamiento quimico de FtsA y FisAA27. Para determinar si FtsA y FisAA27 se
encuentran en solucién como mondmeros, o como polimeros, se realizé una cinética
de entrecruzamiento quimico con glutataldehido. Los polimeros enirecruzados se
separaron de los monémeros por SDS-PAGE (figura 20). Al tiempo inicial (0 s) se
observé Unicamente una banda de FtsA, cuya masa molecular relativa respecto del
estandar resulté ser de 46 kDa. Conforme aumenté el tiempo de la reaccion, se
observé que esta banda se hizo cada vez mas tenue. A partir de los 15 s, aparecié una
nueva banda, justo en el limite entre el gel resolutivo y el gel concentrador, que
corresponden agregados de FisA de una masa molecular relativa mayor a 250 kDa. La
intensidad de esta banda aument6 con el tiempo de reaccién. Para el caso de FtsA no
se observo la presencia de bandas de masa molecular intermedia.

En el caso de FtsAA27 se observd un comportamiento muy parecido, al tiempo inicial
se observé solo una banda de FisA, de masa molecular relativa de 44,7 kDa, la banda
entre el gel concentrador y el gel resolutivo aparecié a los 30 s. Se observaron dos
diferencias entre los casos: 1) la agregacion de FtsA fue menos y mas lenta, y 2) se
detectd la presencia de bandas de masa molecular intermedia. En la figura 21 se
muestra el andlisis densitométrico del gel de FisAA27, donde se observa la intensidad
promedio de los pixeles a lo largo de cada carril, expresado como migracién

electroforética relativa o Rr. Para calcular la masa molecular relativa de cada banda, se
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confecciond una curva de calibracién con el estandar (figura 21 A), dado que esta
establecido que existe una relacion lineal entre el logaritmo de R- y a la masa
molecular de la proteina (Creighton, 1997). Utilizando esta funcién, se construyé la
figura 21 B, que muestra la intensidad de pixeles en funcién de la masa molecular
relativa, y en funcién de la masa del mondémero de FtsAA27, esta ultima, expresada
como la razén entre la masa molecular relativa y la masa del monémero calculada a
partir del gel (44,7 kDa).

Se observé claramente la presencia de: 1) un dimero de FtsAA27 de 86 kDa; 2)
especies oligoméricas 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 O 15 30 60 180 O 15 30 60 180

. o "—ﬂ

66

45 oy b bt oo

36

Figura 20. Gel SDS-PAGE 10% de la cinética de entrecruzamiento quimico con
glutaraldehido de FtsA y FtsAA27. Se agregdé glutaraldehido 0,2% v/v final a
alicuotas de FtsA y de FtsAA27, a 2,3 mg mL™", que estaban disueltas en amortiguador
de dialisis. La reaccion 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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Figura 21. Analisis del gel SDS-PAGE de entrecruzamiento de FtsAA27. A. Curva
de calibracién confeccionada con proteinas de 66, 45 y 36 kDa. B Analisis de la
migracion de las especies de FtsAA27 obtenidas por entrecruzamiento, deteniendo la
reaccion 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 monémero de FtsA en
el gel (44,7 kDa).
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Apagamiento dinamico de la fluorescencia intrinseca de FtsA. FtsA posee dos
residuos triptéfanos que se encuentran en la hélice C-terminal (figura 22), que es
flexible (van den Ent y Léwe, 2000), y que le permite interactuar con la membrana
(Pichoff y Lutkenhaus, 2005). Se observa que esta hélice es muy conservada, y que
posee un caracter amfipatico. El apagamiento dinamico, corresponde a una
disminucién en la intensidad de fluorescencia, dada por la colision entre el fluoréforo y
el apagador, de modo que el paso del fluoréforo 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 tamarfio de los apagadores cargados se similar (tabla IV),
el apagamiento depende de la atraccién o repulsién de cargas que existan en el
ambiente en que se encuentra el fluoréforo y de la calidad del apagador, pero no del

tamario del apagador.

420 E. coli
418 Y. pestis
425 H. influenzae
414 N. meningitidis
426 P. aeruginosa
517 D. radiodurans
# 418 T. maritima
AKNFFGNLFD 455 L. lactis
DREESHFRRLMESLFE 469 S. aureus
PRLADRFRGLIGSMFE 455 S. pneumoniae
405 412 ! H SKI 440 B. subtilis

Figura 22. A. Diagrama de rueda para la supuesta a-hélice C-terminal de FtsA de
E. coli (A403 a F420), contruido con cti.itc.virginia.edu/~cmg/Demo/wheel/wvheelApp. html
B. 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 numero corresponde al ultimo
residuo de la secuencia.
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Figura 23. Grafico de Stern-Volmer para el apagamiento dinamico de la
fluorescencia de los triptéfanos de la hélice C-terminal de FtsA. Se midio el
apagamiento de la fluorescencia de FtsA 5 uM, y de triptéfano (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 excitdé a 295 nm y se registro la emisién a 348 nm.

Como se observa en la figura 23, acrilamida, cesio e ioduro apagaron la fluorescencia
de FtsA y de triptéfano. Para cada curva de apagamiento, se calculd la constante de
Stern-Volmer, de acuerdo a la ecuacion 4. Como se observa en la tabla IV,

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 triptéfano (Valeur, 2002), por esta razén se corrigié la constante de
Stern-Volmer para el apagamiento de los triptéfanos en FtsA, expresandola como el
porcentaje de la constante de Stern-Volmer del apagamiento de la sonda libre en
solucién, valor que da cuenta del grado de exposicion al solvente de la sonda en la
proteina. De acuerdo a estos calculos, los triptéfanos presentes en FtsA son apagados
con mayor eficiencia, en términos comparativos, por cagas positivas que por cargas
negativas, lo cual indica que en la vecindad de estas sondas, existirian cargas

negativas.

Tabla IV. Constantes de Stern-Volmer calculadas para del apagamiento dinamico de la
fluorescencia de los triptéfanos de la hélice C-terminal de FtsA y su grado de

exposicion al solvente.

Apagador Masa Molecular Ksy Triptéfano Ksy FtsA %
g mol’ Mm! M
Acrilamida 711 15,1+0,3 4,20 + 0,07 279+1,6
Cesio 132,9 0,74 £ 0,04 0,39 £0,03 54,0+0,1
loduro 126,9 12,0 £ 0,51 1,65 + 0,08 126+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; Arbildia y

col., 2006; Nova y col., 2007).

Figura 24. Estructura quimica de la sonda fluorescente DAPI.
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Figura 25. Titulacion de FtsA con DAPI seguida por FRET. A. Espectro de emision
de FtsA 5 uM 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 DAPI. B. Se destaca el
maximo de emision de FtsA (342 nm, en azul), y el maximo de emisién de DAPI (448
nm, en rojo). En el panel interno se determiné a partir de la emisiéon a 342 nm, una
constante de disociacion de 31,9 + 1,2 pM, ajustando los datos a una hipérbola.
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Con el objetivo de determinar si DAPI se une a FtsA, se siguié su unién a FisA por
FRET (figura 25 A). Se observé que al agregar DAPI disminuyd la intensidad de
fluorescencia de triptéfano a 342 nm, y aparecié un maximo de fluorescencia a 448 nm
que corresponde a la emision de DAPI, lo cual indica que DAPI se une a FisA, y se
encuentra a una distancia menor que el diametro de la proteina. En la figura 25 B se
grafican los valores de los maximos de emisién de triptéfano y de DAPI, se utiliz6 la
disminucién de la fluorescencia de triptéfano para ajustar los datos a una hipérbola, y
se obtuvo una constante de disociacién de 31,9 £ 1,2 pM. No se utilizé la fluorescencia
de DAPI para calcular la constante de disociacién, dado que a 295 nm se excita

también a DAPL.
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DISCUSION

Polimerizaciéon de FtsA y FtsZ. Se sabe que FisA es capaz de formar polimeros in
vitro, sin embargo, se desconoce si interacttia con los polimeros de FisZ in vifro e in
vivo, como monémero o bien como polimero, también se desconoce el rol del ATP y la
posible actividad ATPasica de FtsA en este proceso. De acuerdo a los experimentos de
polimerizacion seguida por dispersién de luz, se determiné que FisA tiene tendencia a
agregarse, para formar polimeros que dispersan la luz, esta agregacién 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 1M, la
proteina se encuentra mayoritariamente formando agregados de masa molecular
mayor a 250 kDa. En el caso de la mutante FisAA27, la mayor parte de la proteina se
encuentra como monomero, solo una fraccidon de ella se encontraria formando
polimeros de gran tamafio como en el caso de la proteina silvestire. Esto indica que la
hélice amfipatica C-terminal es importante en la polimerizacién de FisA, pero no es
esencial. También en los experimentos de entrecruzamiento quimico, se logré detectar
la presencia de un dimero de FisAA27, resultado que tiene gran relevancia, pues se ha
propuesto en base a experimentos de complementaciéon genética que el dimero de
FtsA es la unidad funcional de la proteina (Shiomi y cols., 2007).

Se determind que la cinética de polimerizacién de FisA, depende fuertemente del pH
de la solucién, si bien las curvas de polimerizacién mantuvieron la misma forma a los
diferentes pH estudiados, la polimerizacién es mucho mayor a pH acido que a pH

basico, asi a pH 9 se encuenira casi completamente inhibida.
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Se ha estimado por experimentos de cuantificacion por SDS-PAGE de proteinas
extraidas de cultivos en crecimiento sincrénico de E. coli, que la cantidad de moléculas
de FtsA por célula promedio es de 740, la cual se mantiene constantie durante todo el
ciclo celular, al igual que la concentracién de FisZ y de ZipA (Rueda y col., 2003). Se
sabe que el volumen del citoplasma de una célula de E. coli es de 6,7 x 10 L, es decir
0,67 fL. (Godsell, 1991). Tomando estos datos de volumen y cantidad de moléculas, se
estimd que la concentraciéon de FisA en el citoplasma de E. coli, seria de ~2 pM. De
manera que se determiné el efecto de la concentracidon de FisA sobre su
polimerizacion, tanto a concentraciones menores de la fisiolégica, como a
conceniraciones mayores, lo que se muestra en la figura 14.

Se determindé que a pH basico (7,4, 8 y 9), aumenta la dispersion de luz de FisA al
agregar ATP, y que este efecto es maximo a una concentracion de FisA de 2 a 3 uM,
en cambio a concentraciones mayores de proteina, en la cuales la polimerizacién es
mayor, el efecto del ATP es menor. Este comportamiento se explicaria debido a que a
una alta concentracién de proteina se favorece la formacién de polimeros, entonces
existiria una menor proporcion de moléculas susceptibles a formar polimeros, por lo
tanto, seria menor el aumento de dispersién de luz ocasionado al agregar ATP a una
mayor concentracion de FisA.

Los resultados indican que el ATP no tiene efecto en la polimerizacion de FisA a un pH
acido (5,5), dado que la disminucién de dispersion de luz ocasionada al agregar ATP a
la cubeta, fue la misma que al agregar un volumen idéntico de agua, esto ademas
concuerda con el hecho de que el efecto del ATP a este pH haya sido proporcional al
efecto de la conceniracién de FisA. Este resultado indicaria que la proteina no es
funcional a este pH. Informacion adicional fue provista gentilmente por Marcin Krupka

de el grupo del Dr. Miguel Vicente (Centro Nacional de Biotecnologia, Madrid, Espaiia),
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quien determiné por microscopia electrénica 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 FisA
(Gallardo, 2006). Cuando las proteinas se encueniran a un pH cercano a su punto
isoeléctrico, su carga eléctrica neta es cero, de manera que pueden ocurrir
interacciones entre parches hidrofébicos en las superficies, formando agregados
inespecificos, muchas proteinas precipitan cerca de su punto isoeléctrico. El punto
isoeléctrico de la FisA expresada del pMFV12 es de 6,2, esto explicaria por que a este
pH se observé una mayor dispersién de luz y se formaron de agregados amorfos de
proteina en la microscopia electrénica. La inhibicion de la agregacion de FisA por NaCl
y KCI (figura 12) indica que una alta fuerza i6nica es capaz de disgregar las moléculas
de FisA, esto contribuiria a sustentar la hipoétesis anterior, pues la nube de contra-iones
es capaz de enmascarar las cargas de la superficie de la proteina, separando estos
complejos.

La polimerizacion de FitsZ inducida por GTP también 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 polimerizacién es mucho mayor y aumenta en el tiempo hasta llegar a un
estado estacionario que se mantiene en el tiempo. El hecho de que FisZ polimerice en
forma irreversible a este pH, indica que FtsZ no es funcional a pH 8,0, en el que se
midié la actividad ATPasica de FisA. Se concluye asi que tanto la polimerizacién de
FtsA, como la de FisZ dependen fuertemente del pH. Un efecto muy similar al del pH
basicé en la polimerizacion de FisZ se observé usando inhibidores desarrollados para
la tubulina, derivados de la fenstatina (Gutierrez, 2009).

El pH en el citoplasma de E. coli varia entre 7,2 a 7,8 (Wilks y Slonczewski, 2007). Se

ha determinado que de los distintos procesos fisiolégicos de E. coli, el unico que se
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inhibe completamente a un pH externo de 8,3 es la divisiébn celular, y como
consecuencia se forman largos filamentos celulares (Zilberstein y col., 1984). En este
trabajo se determiné que a pH 8,0 se forman polimeros permanentes de FisZ, que no
serian funcionales, de manera que este hecho podria dar cuenta de la sensibilidad del

proceso de division celular a pH basico.

Actividad ATPasica de una preparacion de FtsA. Se determindé que la curva de
saturacion de la actividad ATPasica de FisA posee una Ky de 0,24 mM. No se pudo
determinar la Vyax con certeza, dado que a concentraciones de ATP mayores de 2
mM, las curvas de progreso perdieron su linealidad. Este comportamiento podria
deberse a que existen cambios en el estado de agregacion de FisA a mayores
concentraciones de ATP. Existe en la literatura un trabajo donde se purificé la FisA de
la bacteria esporuladora Gram (+) Bacillus subfilis, y se determindé que esta unié e
hidrolizé ATP, con una Ky de 0,7 mM ; a una concentraciéon 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 FisZ la Kj; se mantuvo constante, pero disminuyé la Vyx, de acuerdo
a esto, la actividad ATPasica de FisA se inhibiria de manera no competitiva. Es
probable que FtsZ no tenga un efecto sobre la actividad ATPasica de FisA en forma
directa, ya que no cambio la Ky en su presencia, sino mas bien, que tenga un efecto
sobre la agregacion de FtsA, y como consecuencia de ello, disminuya indirectamente la

actividad ATPasica de FisA.

Union de FtsZ a FtsA. Utilizando la anisotropia de la fluorescencia intrinseca de FisA,
se determiné que FisZ se une a FtsA (figura 19 A). En la curva de titulacion de FisA 1

pM se observaron dos puntos de inflexion, que corresponderian a tres poblaciones de
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sitios, cuyas respectivas constantes de disociaciéon, que se muestran en la tabla lil,
estan en el rango de 4 a 16 micromolar.

Se ha estudiado la union de FisZ a ZipA, ambas de E. coli, en solucién y en presencia
de proteoliposomas de ZipA, por anisotropia de fluorescencia, y se determind que ZipA
se une a dos poblaciones de sitios de unién de FtsZ, dos sitios de alta afinidad (Kp; =
1,72 uM) y cinco sitios de baja afinidad (Kp, = 14,3 uM) (Ordenes, 2006).

La presencia de varios sitios de union para FisA y ZipA en FisZ se explica por que FisZ
se encuentra formando oligémeros en solucién. Se ha descrito la presencia de
dimeros, trimeros y tetrameros de FisZ en solucién mediante experimentos de
entrecruzamiento quimico (Weinstein y cols. 2002) y de ultracentirifugacion analitica
(Rivas y cols., 2000). El hecho de que las contantes de unién de FisA y de ZipA, con
FisZ, esten en el mismo orden de magnitud, indica que probablemenie ambas
proteinas compiten in vivo por la unién a FisZ.

El efecto de la concentraciéon de FisA sobre las curvas de anisotropia permite concluir
que la unién es mas favorable a mayor concentracion de FtsA. Este resultado indica
que probablemente la polimerizacién de FtsA es importante para la union de FtsZ in
vivo, y por lo tanto, tiene un rol en la formacién del divisoma. Recientemente se
determind por experimentos de complementacién genética, que la oligomerizacién de
FtsA promueve la formacién del anillo Z, favoreciendo la interaccién de FtsA con FisZ
(Shiomi y Margolin, 2007), y de FisA con la membrana (Shiomi y Margolin, 2008), lo
cual concuerda muy bien con el resultados obtenidos en este trabajo que indican que la

interaccion de FtsZ es mas fuerte por los polimeros de FtsA.

Apagamiento de la fluorescencia intrinseca de FtsA y unién de DAPI. Se

determiné que los residuos ftriptéfanos de la hélice C-terminal de FisA estan
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relativamente inaccesibles al solvente, y que se enconiraria en un ambiente con carga
negativa. El residuo glutamato 419 se encuentra cercano en la secuencia a los dos
residuos triptéfano, en el diagrama de rueda para la supuesta a-hélice 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 triptéfanos.

Esta informacion se puede utilizar para evaluar modelos computacionales Ab-initio o
mixtos de la estructura que adopta la hélice C-terminal, que al ser flexible, su estructura
no se ha logrado resolver por cristalografia; y también para estudiar como cambia la
accesibilidad al solvente de estos residuos en presencia de liposomas de E. coli, y asi
utilizarlos como sonda para estudiar la interaccién de la hélice a la membrana.

Se determiné ademas que la sonda DAPI se une a FisA, pues ocurre transferencia de
energia entre los residuos triptéfanos y el DAPI, con una constante disociacion de 31,9
* 1,2 pM. Realizando mas experimentos seria posible determinar ia distancia entre los
tiptéfanos y el DAPI, también interesante determinar si esta distancia cambia en
presencia de liposomas de E. coli. También se puede marcar el extremo N-terminal de
la proteina y usarlo como sonda para calcular el posible cambio de distancia producto

de la unién a membrana.
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CONCLUSIONES

1. En solucién FisA se encuentra mayoritariamente formando polimeros, esta
tendencia se favorece a una alta concentracion de proteina y a menor pH; y se inhibe

con sacarosa (cosolvente estabilizador), fuerza i6nica, y pH alcalino.

2. El ATP estimula la polimerizacion de FtsA solo cuando su estado de agregacion es

bajo.

3. FtsZ se une a FisA, y esta interaccién es mas favorable a mayor concentraciéon de
FitsA. La forma de las curvas indica que hay al menos ires poblaciones de sitios, que se
hacen mas evidentes a menor concentracién de FtsA. A su vez esta interaccion inhibe

la actividad ATPasica de FtsA.

4. Los residuos de firiptéfanos de la hélice 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 FitsA con una constante disociacién de 31,9 + 1,2 uM, el

sitio de union esta relativamente cerca de los triptéfanos, pues hay transferencia de

energia entre las sondas.
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