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RESUMEN

La   Ftsz   polimeriza   para   formar   el   anillo   Z   alrededor   del   perimetro

transversal en el centro de la c6lula cuando la bacteria E.  co//. inicia la formaci6n

del   septo.   En   este   proceso   participan   varias   proteinas   Fts   para  formar  el

divisoma  y  Ftsz  es  la  que  se  encuentra  en  mayor  concentraci6n.   Una  vez

formado   el   anillo   Z   no   se   sabe   c6mo   este   induce   la   divisi6n   celular.   La

polimerizaci6n de la Ftsz ha sido caracterizada /.n vt.fro y se sabe que induce su

actividad GTpasica y forma protofilamentos por interacciones longitudinales que

dan   origen   a   laminas  y  tdbulos   a  trav6s   de  interacciones   laterales.   Estas

caracteristicas   tambi6n   son   propias   de   la   tubulina,   proteina   que   presenta

similitud   estructural  con   la   Ftsz,   por  esto,   ambas  proteinas  se  consideran

hom6Iogas.  Se  desconoce  cuales  son  los  polimeros  funcionales  dentro  de  la

celula  y  que  tipo  de  interacciones  estan   involucradas.   De  allf  que  un   buen

modelo  para  entender  las  interacciones  en  los  polimeros  de  la  Ftsz  son  los

microttlbulos.  Una  comparaci6n  estructural  entre  la  tubulina  y  la  Ftsz  mostr6

que  la  h6Iice  H3  de  la  Ftsz,  donde  se  destaca  la  presencia  de  aminoacidos

cargados,  y  el  "loop"  formado  entre  la  hebra  beta  S3  y  la  h6lice  H3,  rica  en

glicinas,   estarian   involucrados  en   las   interacciones   laterales.   Con  el  fin   de

demostrar   la   importancia   de   las   interacciones   laterales   de   la   Ftsz   en   la

formaci6n   de   los  polimeros  funcionales  en   la  divisi6n   celular  de  E.   co//.  se
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construyeron  mutantes puntuales de la ECFtsz:  E83Q y R85Q en  la h6lice H3 y

G67P  en  el  "loop"  S3-H3.  Los  resultados  mostraron  que  la viabilidad  se  redujo

en  las  c6Iulas  que  expresan  solo  las  ECFtsz  mutantes  con  respecto  al  tipo

silvestre  en  el  siguiente  orden:  tipo  silvestte  >  E83Q  >  G67P    >  R85Q.  La

caracterizaci6n   /.n   v/.fro   de   estas   mutantes   mostr6   que   su   polimerizaci6n

decreci6  en  el  mismo  orden  que  la  viabilidad  y  que  la  actividad   GTpasica

decreci6  de  manera  diferente,  de  acuerdo  al  siguiente  orden:  tipo  silvestre  >

G67P > E83Q   > R85Q.  Estos resultados muestran que hay una relaci6n directa

entre la polimerizaci6n y la viabilidad y que la velocidad de hidr6Iisis de GTP no

esta  relacionada  en  forma  directa  con  la  viabilidad.  Se  concluye  que  en  la

polimerizaci6n   de   ECFtsz  y  por  ende  en   la   divisi6n   celular  de  E.   co//.  son

necesarias las interacciones intermoleculares de ECFtsz mediadas por la h6lice

H3 y el "loop" S3-H3.
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SUMMARY

Ftsz polymerizes forming the Z ring around the perimeter in the middle of

the  E.  co//. dividing  cell.  In  this  process  many  Fts  proteins  are  involved  to  form

the divisome and  Ftsz  is the most abundant protein. After the Z ring formation,

the  mechanism that induces the cell  cleavage  is  not totally understood.  /n  v/.fro

Ftsz  polymerization  induces  the  GTpase  activity  and  form  protofilaments,  by

longitudinal   interactions,   that   assemble   into   sheets   and   tubes   by   lateral

interactions.  These  characteristics  are  also  observed  in  tubulin,  which  has  a

similar tridimensional structure with  Ftsz, therefore both proteins are considered

homologues.  The  Ftsz  functional  polymers  in  the  living  cells  are  unknown  as

well   as   the   interaction   involved.   Thus,   microtubules   are   a   good   model   to

understand   the   interactions   involved   in   the   Ftsz   polymers.   The   structural

comparison  between  tubulin  and  Ftsz  indicates  that  lateral  interaction  of  Ftsz

through  charged  aminoacids,  could  be  mediated  by  the  H3  helix  as  found  in

tubulin.  The  same  is  valid  for  the  glycine  rich  loop  P  strand  S3-helix  H3.  To

know,  the  role  of the  Ftsz  lateral  interactions  in  the  E.  co//. dividing  cells  the

following   point  mutations  were  constructed   in  the  ECFtsz:   E83Q  and   R85Q

located  in  the  H3-helix  and  G67P  in  the  S3-H3  loop.  The  viability  of the    cells

that  express  the  mutant  ECFtsz  was  reduced  respect  to  the  wild  type  in  the
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following order: wild type >  E83Q >  G67P   > R85Q.  The /.n v/.fro characterization

of these  mutants showed  that the polymerization  decreased  in the same order

that the viability  and  the  GTpase  activity  decreased  in  a  different  manner with

following order: wild type > G67P > E83Q   > R85Q. These results indicate that a

direct relation  exists  between the viability of the cells  and the polymerization  of

ECFtsz  and  that  the  hydrolysis  rate  of  GTP   is  not  directly  related  with  the

viability.  It  is  concluded  that  in  the  ECFtsz  polymerization,  hence  in the  cellular

division  of  E.  co//.,  the  intermolecular  interactions  of  ECFtsz,  mediated  by  H3

helix and S3-H3 loop, are necessary.
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INTRODUCCION

La  Ftsz es  una  proteina que participa en  la  divisi6n  celular de {odas  las

eubacterias,   arqueas,   algunos  plastidos  y  algunas   mitrocondrias  (Addinall  y

Holly,   2000;   Errington,   et   al.,   2003;   Gilson   y   Beech,   2001).   La   Ftsz   de

Mefhanococcus /.amasch/./.  ha  sido  cristalizada  y  en  su  estructura  se  observa

que  posee  el  mismo  tipo  de  plegamiento,  en  el  dominio  de  uni6n  a  GTP,  tipo

Rossman,  que  las tubulinas  (L6we y Amos,1998). Ambas  proteinas  hidrolizan

GTP  al  polimerizar  /.r}  vrfro  y  este  polimero  en  su  forma  GDP  es  inestable

(Raychaudhuri y Park,1992;  de  Boer,  et al.,1992).  Por esto se considera a  la

tubulina hom6Iogo a la Ftsz (Erickson y Stoffler,1996;  Erickson,1997;  Nogales,

et al,1998).

En   la  divisi6n   celular  de  E.   co//.  participan  al  menos  9  proteinas   Fts,

("Eilamentous temperature-sensitive"),  que  interacttlan  de  manera  dependiente

entre  ellas  para  dar  origen  al  divisoma,  estructura  responsable  de  la  divisi6n

bacteriana, cuyo esquema se muestra en la figura 1.  De todas las proteinas Fts

que forman  parfe del divisoma,  la  Ftsz es  la  mas  abundante,  su  presencia es

crucial para que se lleve a cabo la divisi6n celular y es requerida al comienzo de

la formaci6n del divisoma.  (Errington, et al., 2003)





La Ftsz forma el anillo Z alrededor del perimetro transversal en el centro

de   la   celula,   Ia   formaci6n   del   divisoma   depende   de   este   anillo,   pues   la

asociaci6n  de todas  las  proteinas  Fts  con  el  anillo  ocurre  en  una  cascada  de

interacciones.  EI anillo Z y su dinamica en el proceso de la divisi6n celular de E.

co//.   ha   sido   visualizado   por   fluorescencia   /.n   v/.vo   (Margolin,   1998;   Sun   y

Margolin,1998).  Se cree que este anillo es producto de polimeros de Ftsz que

se   anclan    en    la    membrana    interna    (Bj   y   Lutkenhaus,    1991;    Pichoff   y

Lutkenhaus,   2002),   pues   +.n   vr.fro   la   Ftsz  forma   protofilamentos,   laminas  y

ttlbulos  bajo  ciertas  condiciones  experimentales  (Bramhill  y  Thompson,  1994;

Lu,      et     al.,     2000).     Sin     embargo,      los     m6todos     empleados,     como

inmunomicroscopia   electr6nica   (Bi   y   Lutkenhaus,    1992)   y   microscopia   de

fluorescencia  (Margolin,1998),  no han permitido observar /.n s/.fu las estructuras

formadas /.n v/.fro. Por lo tanto, se desconoce la estructura del polimero funcional

que forma parte del anjllo Z para la divisi6n celular.

En cada c6Iula de E.  co//. existen entre 5.000 y 20.000 mol6culas de Ftsz

(Pla,  et al.,1991),  que equivale a  una concentraci6n   de aproximadamente  1-3

mg/ml,    Ia   cual   es   similar   a   la   concentraci6n   de   la   tubulina   en   c6Iulas

eucariontes. Se puede demostrar que 10.000 mol6culas de Ftsz pueden formar

un  protofilamento simple de 40  prm  de  largo,  suficiente para  rodear mss de 20

veces  el  perimetro  de  una  bacteria  de  0,6  LLm  de  diametro  (Erickson,  et  al.,

1996).  Por lo  tanto,  es  posible  que  el  anillo  Z  est6  constituido  por mas  de  un

protofilamento  de  manera  similar  a  las  hojas  que  se  forman  con  tubulina.  Si
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consideramos que los polimeros se encuentran en equilibrio dinamico, debido a

la  hidr6lisis  de  GTP,  existira  ademas  una  cierta  concentraci6n  de  Ftsz  libre,

equivalente    a    la    concentraci6n    critica.    La    formaci6n    de    interacciones

longitudinales  ha  sido  demostrada  con  la  mutante  D212G  (Ftsz2)  que  no  es

viable y que hidroliza GTP con  muy baja eficiencia y no polimeriza. Tambi6n  ha

sido demostrado que las interacciones laterales son importan{es para la divisi6n

celular,   pues  mutaciones  en  las  caras  laterales  de  Ftsz  impiden  la  divisi6n

(Mukherjee y Lutkenhaus,1994).

EI objetivo general de este trabajo de tesis fue determinar la participaci6n

de las interacciones longitudinales y laterales de la Ftsz en la divisi6n celular de

E.   co//..   Con  este  prop6sito  se  construyeron   las  siguien{es   Ftsz  de  E.   co//.

(ECFtsz)   mutantes:   E83Q,   R85Q  y  G67P  y  se  determin6  el  porcentaje  de

sobrevida   para   evaluar   su   viabilidad   y   tambi6n   se   determin6   la   actividad

GTpasica y la  polimerizaci6n  t.n  v/.fro   para  conocer a  nivel  molecular el  efecto

de estas mutaciones.

Los objetivos especificos de la tesis fueron:

1.  Demostrar que  mutantes  en  la  h6lice  H3  y en  el  "loop"1  S3-H3  de  la  ECFtsz

afectan su funcionalidad /.n v/.vo.

2. Demostrar por microscopia electr6nica que estas mutantes no forman tdbulos

ni laminas r'n  Ltt.fro.

debido a su uso permanente como un anglicismo.
En adelante se usara la.palabra inglesa "loop" que en castellano sjgnifica rizo,  lazo y vuelta,

4



3.   Demostrar  que   estas   mutantes   no   pierden   la   actividad   GTpasica   ni   la

capacidad de polimerizar en protofilamentos /.n v/.fro.

5



MATERIALES Y METODOS

Reactivos

Los reactivos fueron:  BSA, SDS, APS, imidazol, azida, fosfato di-acido de

potasio,   azul  brillante  R  de  Coomassie,   GTP  sal  de  sodio  hidratado  95  %,

anticuerpo  lg-G de conejo conj.ugado con fosfatasa alcalina, x-gal de Sigma (St.

Louis,   Missouri,   USA).   Azul   de   bromofenol,   cloroformo,   alcohol   isoamilico,

isopropanol,  etanol,  carbonato acido de sodio de Merck (Darmstad{, Alemania).

Cloruro  de  sodio,  agar,  cloruro  de  magnesio  hexahidratado,  dimetilformamida,

Gdmcl,  Tris,  Glicina,  Glicerol,  EDTA,  fenol,  fosfato  acido  de  sodio,  TEMED,

lpTG,  acrilamida  de  Winkler  (Santiago,  Chile).  Cloruro  de  potasio,  sulfato  de

magnesio,    cloruro    de    calcio    de    Fluka    Chemie    AG    (Messerschmittstr,

Switzerland). Acido  ac6tico,  etanol,  metanol,  acetona de TCL  (Santiago,  Chile).

Triptona,  extracto  de  levadura  de  Difco,  laboratories  (Detroit,  Michigan,  USA).

Bisacrjlamida Gibco,  BRL (Gran  Island,  New York,  USA).  Hidr6xido de sodio de

J.   T.   Baker  (Edo  de   Mexico,   M6xjco).   BCIP,   NBT  de  Aplichem   (Damstadt,

Alemania). El agua usada en todos los experimentos fue de grado nanopure.

Material Biol6gico

Cepas   y   plasmidos:    Los   microorganismos   y   plasmidos   utilizados

durante esta tesis se encuentran listados en la Tabla I donde se muestran las

6



Tabla I. Cepas y plasmidos usados en esta tesis.

Cepa o p]asmido Fenotipo o genotipo relevante Fuen.te
E.  co/t. XL1 -BIue recA,    endA1,    gyrAI96,    thil,    hsdF+17,Stratagene

supE44,  re/A1,  /ac[F'  proAB,  /aclqzAM15,
Tnl0]

E.  co//. BL21 F-ompT, rB mB Novagen
E.  coli VIP2(DE3) Ftsz::kan, lacx74, strr Pla,etal.1991'

pMFV56 Plasmido  derivado  de  pET28a  que  porta Pla,  et al.,1991
el gen de la ECFtsz. kanr

pMFV57 Plasmjdo  derivado  de  pMFV56  donde  el Construido     en
gen   que   confiere   resistencia   a   kan  fue este  trabajo  de
interrumpido por el gen de la a-Iactamasa. tesis.
Ampr
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caracteristicas    mas    relevantes   y   sus   respectjvas   fuentes   de   obtenci6n.

Enzimas:     Las    enzimas    de    restricci6n,     la    DNA    polimerasa    Taq,     Ios

didesoxiribonucle6tidos,   Ios estandares de peso molecular de 1  kb utilizados en

esta  tesis  fueron  comprados  de  Gibco,  BRL  (Grand  Island,  NY,  USA).  La  T4

DNA  ligasa  fue  de  Fermentas  lnc.   (Hanover,   MD,   USA).   La  RNAsa  fue  de

Sigma Chemical Co.  (St Louis,  MO,  USA).

Medios de cultivo

Medio Luria-Bertani (LB):  Para cada litro de medio de cultivo se agreg6

10 g de triptona, 5 g de extracto de levadura,10 g de cloruro de sodio pH 7,5 se

ajust6  pH  con  de  hidr6xido  de  sodio   1   N.   El  medio  de  cultivo  se  esteriliz6

mediante  autoclave  y  mantenido  en  una  estufa  de  37  °C  hasta  su  empleo.

Cuando fue necesario se agregaron los siguientes antibi6ticos: kanamicina (kin)

50 Hg/ml,  cloramfenicol  (cm) 25 Hg/ml,  ampicilina (amp)  100 Lig/ml.

Medio  SOB:  Para  un  litro  de  medio  de  cultivo  se  agregaron  20  g  de

triptona,  5  g  de  extracto  de  levadura,  0,5  g  de  cloruro  de sodio,10  ml  de 250

mM  de  cloruro  de  potasio,  fue  ajustado  a  pH  7  con  NaoH  5  N.  El  medio  de

cultivo  se  esteriliz6  mediante  autoclave  y  mantenido  en  una  estufa  de  37  °C

hasta su empleo.

Medio SOC: Este medio se prepar6 a partir de SOB y se suplement6 con

glucosa a una concentraci6n final de 20 mM.
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Ivledio   NZY:   Para   un   litro   de   medio   se  agreg6   10   g   de   NZ  amina

(hidrolizado de caseina),  5 g de ex{racto de levadura,  5 g de cloruro de sodio y

fue    ajustado    a    un    pH    de    7,5    utilizando    de    hidr6xido    de    sodio    1    N.

Posteriormente se autoclav6 y se suplement6 con  12,5 ml de Mgc121  M y 12,5

ml  de  Mgs041   M  y  10  ml  de  glucosa  esterilizada  de  20  °/o  (peso/volumen),

antes de usar.

Top  agarosa:  Para  100  ml  se agreg61  g  de triptona,  0,5  g  Nacl,  0,6 g

de agarosa y fue autoclavado.

Medios  s6lidos  (LB-agar):   Para  la  preparaci6n  de  placas,   al  medio

liquido  se  agreg6   1   %  de  agar.   La  concentraci6n  de  antibi6ticos  fueron  los

mismos que en medio LB Iiquido.  EI antibi6tico se agreg6 cuando el medio tenia

aproximadamente 50 °C justo antes de cargar a las placas.

Electroforesis en geles de agarosa (geles para DNA plasmidial). Esta

electroforesis  se  IIev6  a  cabo  horizontalmente,  se  utiliz6  TEA  (Tris 40  mM  pH

8,1,, acido  ac6tico  glacial  20  mM,  EDTA 2  mM)  como  amortiguador de  corrida.

La  concentraci6n  de  agarosa  se  vari6  entre   1,0  y  2,0  %  dependiendo  del

tamafio de los fragmentos de DNA a separar. La muestra se prepar6 mezclando

el  DNA con el amortiguador de carga  (glicerol 50  °/o,  EDTA 50  mM,  Xil6n  cianol

1   mg/ml,   Azul   de   bromofenol   1,5   mg/ml).   Luego   de   que   las   muestras  se

incorporaran   a   los   pocillos   del   gel,   la   electroforesis   se   llev6   a   cabo   a   un

potencial de corriente el6ctrica de 80-100 V. Una vez finalizada la electroforesis,

el  gel  se  tifi6  con  bromuro  de  etidio  y se  puso  sobre  un  transiluminador  para

observar las bandas de DNA.
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Electroforesis       en       geles       de      SDS-poliacrilamida.       El      gel

acrilamida:bisacrilamida       separador      y      concentrador,       en       condiciones

denaturantes  se  realiz6  al  10  %  y    4  %,  respectivamente.  Las  muestras  se

suspendieron  en  amorfiguador  de  muestra  (glicerol,   0,5  M  Tris-Hcl  pH  6,8,

SDS,  P-mercaptoetanol,  azul  de  bromofenol)  y se  calentaron  15  min  a  85  °C.

Una vez cargadas  las  muestras en  los pocillos,  se separaron  en  amortiguador

(10  %  SDS,  glicina y tris  base)  a 25  rnA constante  hasta  la  caida del frente de

corrida.  El  gel  se  tifi6  con  azul  de  coomassie  (0,25  g  de  azul  de  coomassie

brillante  en  90  ml  de  metanol:agua  (1:1  v/v)  y  10  ml  de  acido  ac6tico  glacial)

durante dos horas con agitaci6n y se destifi6 con la soluci6n de destefiido (45 %

de metanol,10 % acido ac6tico).

Aislamiento y Purificaci6n de DNA P[asmidia] Bacteriano (miniprep).

EI  DNA  plasmidial  se  extrajo  segdn  el  m6todo  de  lisis  alcalina  descrito  por

Sambrook ef a/.,1989: se centrifug6 4,5 ml de un cultivo bacteriano crecido por

toda  la  noche en  medio  LB y el  precipitado  bacteriano se suspendi6  en 200  Hl

de amortiguador de lisis (TrisHCI 25 mM pH 8,0, glucosa 50 mM,  EDTA 10 mM).

Despu6s  de  incubar  por  5  min  a  temperatura  ambiente  se  agreg6  400  Hl  de

soluci6n SDS/NaoH (SDS  1  % y NaoH 0,2 M) y se mezcl6 por inversi6n de los

tubos (10 veces). A continuaci6n se adicion6 80 lil de acetato de sodio (3 M pH

5,2) y se mezcl6 suavemente por inversi6n  (10 veces).  Esta soluci6n  de dej6 a

-20 °C por 15 min y se centrifug6 a  15.000  rpm por 15 min.  El sobrenadante se

pas6   a   un   tubo   eppendorf  previamente   rotulado   y   se   agreg6   250   Ill   de
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fenol:cloroformo:isoamilico   (25:24:1)   para   eliminar   proteinas   contaminantes.

Cada tubo se agit6 con  "vortex" por 10 segundos y se centrifug6 a  15.000  rpm

por 5  min  en  una  microcentrifuga.  Luego se extrajo  la fase acuosa  (superior) y

se  coloc6  en  un  tubo  eppendorf.  Se  afiadi6  250  Ill  de  cloroformo:isoamilico

(24:1) para eliminar los restos de proteinas y fenol.  Posteriormente se extraj.o la

fase  superior  que  contiene  el  DNA,  a  la  cual  se  agreg6  0,6  voldmenes  de

isopropanol  y  se  dej6  a  -20  °C  por  15  min  para  precipitar  el  DNA.   EI  DNA

precipitado despu6s de centrifugar, se lav6 con etanol 70 0/o y se dej6 secar en

una estufa  (37 °C)  o en  "Speed Vac".  EI  DNA seco se disolvi6 en  30 - 40 Ill de

agua nanopure est6ril.

Preparaci6n    de    c6Iulas    electro-competentes.    Estas    c6lulas    se

prepararon   a   partir   de   un   cultivo   bacteriano   de   la   fase   exponencial   de

crecimiento.  Para ello,  1  ml de un cultivo crecido por toda la noche se inocul6 en

medio SOB fresco.  Las  c6Iulas se cosecharon  a  una  D055o de  0,75.  (3-6 x  108

cel/ml) en tubos de centrifuga frios y se lavaron dos veces con glicerol 10 0/o frio

con cuidado de no contaminar las c6Iulas y usando v6rtex para suspenderlas en

la   soluci6n   de   glicerol   al   10   %.   Despu6s   de   los   lavados,   las   c6lulas   se

mezclaron con pocas gotas del sobrenadante que quedaron en el tubo despu6s

de  la  tlltima  centrifugaci6n  y  se  determin6  la  D055o  diluyendo  una  pequefia

porci6n  de  ella  en  glicerol  al,10  %.  Luego  se  ajust6  el  volumen  de  las  c6lulas

con    glicerol     10    %    para    llegar    a    una    concentraci6n    de    c6Iulas    de
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aproximadamente  3-6  x  109  c6lulas  por  ml.   Las  c6lulas  se  alicuotaron  y  se

guardaron a -80 °C o se usaron directamente para la electroporaci6n.

Transformaci6n   por  electroporaci6n.   Se   utiliz6   un   equipo   BioRad

Gene Pulser acoplado a un controlador de pulso, para realizar la transformaci6n

de las c6Iulas competentes.  EI aparato se prepar6 colocando el voltaje a 2.500

V,   Ia  resistencia  a  200   Ohms  y  la  capacitancia  a  25   LiFD.   Las  c6Iulas,   las

cubetas   y   el   portacubetas   se   enfriaron   en   hielo   antes   de   proceder   a   la

transformaci6n.  Se  mezclaron  20  LII  de  c6lulas  con  1  -  2  LIl  de  DNA  plasmidial

puro   en    un   tubo   eppendorf   y   se   traslad6   Ia   mezcla   a   la   cubeta   de

electroporaci6n de 0,2 cm de separaci6n de los electrodos. La cubeta se coloc6

en  el  portacubetas y se  apretaron  los  dos  botones  que tiene el  aparato  hasta

escuchar la serial.  Inmediatamente,  se agreg6  1  ml  de  medio  SOC  est6ril  a  la

cubeta  con  las  c6lulas  electroporadas  y  se  incub6  a  37  °C  por  1   hora.  Las

c6Iulas    transformadas    se    sembraron     en     un     medio    selectivo     a    dos

concentraciones de c6lulas:  1/10 y 9/10.

Construcci6n   del   plasmido  pMFV57.   El  gen  de  la  P-lactamasa  se

obtuvo  por  PCR,  con  los  oligonucle6tidos  Blacl  y Amp2  (ver secuencia  en  la

tabla   11),   a  partir  del   plasmido   pT7_7,   en   un  termociclador  GeneAmp   PCR

System   9600   (Perkin   Elmer).   EI   gen   se   amplific6   con   el   programa:   una

denaturaci6n inicial a 94 °C por dos min, 20 ciclos compuestos de: denaturaci6n

a  90 °C  por 30 s,  apareamiento  a  55 °C  por 30 s y elongaci6n  a 72 °C  por 1,5

min y extensi6n final a 72 °C por 10 min.  EI fragmento amplifjcado confiere
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Oligonucle6tidos Secuencia de 5' a 3'
Blacl CATTCAAATATGGATCCGCTCATG
AMP2 ACCMTGCTTMTCAGTGAGG
Shinl GCGGTATCACCAAACCACTGGGCGCTGGCGC
Shin2 GCGCCAGCGCCCAGTGGTTTGGTGATACCGC
ZE83Q1 GCAATGCGGCTGATCAGGATCGCGATGCATTGC
ZE83Q2 GCAATGCATCGCGATCCTGATCAGCCGCATTGC
ZR85Q1 GCGGCTGATGAGGATCAGGATGCATTGCGTGCG
ZR85Q2 CGCACGCAATGCATCCTGATCCTCATCAGCCGC
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resistencia  a  ampicilina  y  se  clon6  dentro  del  plasmido  pMFV56  digerido  con

Smal.   El  sitio  Smal  se  encuentra  dentro  del  gen  que  confiere  resistencia  a

kanamicina  en  el  mismo  plasmido.   La  reacci6n  de  ligaci6n  se  llev6  a  cabo

mediante T4 DNA ligasa.  Como los fragmentos a ligar eran de extremos romos,

se  utiliz6  5  unidades  de  ligasa  y  se  incub6  a  4  °C  durante  24  horas.   Para

corroborar si  efectivamente  se  clon6  el  gen  de  la  a-Iactamasa  (931  pb)  en  el

plasmido  pMFV56  (resistente  a  kanamicina)  se  seleccion6  en  un  medio  LB

ampicilina  100 LLg/ml y se  realiz6 extracci6n de  DNA plasmidial de colonias que

crecieron  en  este  medio  de  selecci6n.  De  este  DNA  plasmidial  se  realizaron

djges{iones  con  varias  enzimas  de  restricci6n  para  verificar el  tamaFio  y  luego

PCR del fragmento clonado.

Reacciones  de  digesti6n.  Las  reacciones  de  digesti6n  se  llevaron  a

cabo segdn  el protocolo descrito  por el fabricante.  Las enzimas  utilizadas y los

fragmentos  generados,  respectivamente fueron:  Sa/ I  que  linealiza el  plasmido

pMFV56  dando  origen  a  una banda que corresponde a  8102  bp;  BamHl,1271

bp  y  6831bp;  EcoRV,  366  bp,  562  bp,  2057  bp  y  5117  bp;  EcoRl,  6339  bp  y

1763 bp;  Hindiii,  371  bp y 7731  bp.

Construcci6n    de    las    mutanfes    de    ECFtsz.    Se    introdujeron    3

mutaciones   puntuales   sitio   dirigidas   en   la   ECFtsz.   Para   ello   se   utiliz6   el

Quikchange XL Site-Directed  Mutagenesis Kit,  Stratagene (La Jolla,  CA,  USA),

ntlmero de catalogo 200516.
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Este  protocolo  consisti6  en  amplificar,  con  PfuTunbo  DNA  polimerasa  (versi6n

mej.orada de Pfu DNA polimerasa que posee una alta eficiencia de elongaci6n y

actividad  correctora),  el  vector  comple{o  utilizando  los  oligonucle6tidos  con  la

mutaci6n deseada,  el par de oligonucle6tidos utilizados son  complementarios a

las   hebras   opuestas   del  templado.   De  esta   manera   el   producto   de   PCR

generado fue  un  plasmido  mutado  que  contenia  un  nick.  Luego  se  procedi6  a

digerir  con  Dpr}I  (Ia  endonucleasa  Dpnl  es  especifica  para  DNA  metilados  y

hemjmetilados)     el    templado     parental    y    fue    electroporado    en     c6Iulas

competentes   XL1-BIue.    Para   verificar   la   incorporaci6n   de   las   mutaciones

deseadas se secuenciaron el gen de la Ftsz del plasmido.

Lisogenizaci6n  con  ^DE3.  Se  lisogenizaron  con  la  RNA polimerasa de

T7,  dos  cepas,  VIP2  y  MC1061,  para  ello  se  utiliz6  un  kit  de  novagen:  ^DE3

Lysogenjzation  Kit,  ndmero  de  catalogo  69734-3  (Novagen,  Inc.  Madison,  WI,

USA).  EI  protocolo  de  este  kit  consisti6  en  la  integraci6n  especifica  de  ^DE3

profago en el cromosoma de E.  co//.,  tal que el hu6sped  lisogenizado pueda ser

usado  para  expresar el  gen  blanco  clonado  en  un  vector de  expresi6n  bajo  el

control  del  promotor T7.  Para  lizogenizar  la  cepa  huesped  se  infect6  con  una

mezcla  de tres  fagos,  el  ^DE3,  el  fago  Helper y  un  fago  Selecci6n.  Con  este

objeto se crecieron  las cepas a  lisogenizar en medio  LB suplementado con  0,2

°/o  maltosa,10  mM  Mgs04  ,a  37 °C,  hasta  un  OD6oo de  0,5.  Se mezclaron  108

ufp  de  ^DE3,108  ufp  de  fago  Helper y  108  ufp  de  fago  Selecci6n  con  5  Hl  de

c6lula  hu6sped  y  la  mezcla  se  incub6  a temperatura  ambiente  por  10  min.  La
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mezcla se sembr6 en  placas de agar y se incub6 a  37 °C toda  la  noche.  Para

verificar si  las  colonias  sobrevivientes  integraron  el  gen  de  la  RNA  polimerasa

del fago T7 en el cromosoma, se crecieron  las colonias sobreviviente en  medio

LB suplementado con 0,2 %  maltosa,10 mM Mgs04 y se incub6 a 37 °C hasta

llegar a un OD6oo de 0,5. Se mezcl6 Ia cepa hu6sped (sobreviviente) con el fago

tester y se  incub6  a {emperatura  ambiente  durante  10  min.  Luego  se adicion6

top agarosa fundida,  se traspas6 en  una placa  LB y se incub6 a 37 °C toda la

noche.  La  mayoria de  las colonias sobrevivientes fueron  lis6genos ^DE3,  pues

se observaron placas de lisis en las colonias tratadas con el fago tester.

Funcionalidad  /.n  v/.vo  de  genes  de  ftsz  mutantes.  La  cepa  E.  co//.

VIP2(DE3)   se   transform6,   con   los   plasmidos   que   expresan   las   Ftsz   tipo

silvestre  y  mutantes,  y  se  creci6  a  30  °C  en  medio  liquido  LB  con  agitaci6n

hasta  un  OD6oo  de  0,6.  Del  cultivo  bacteriano  se  realizaron  diluciones  seriadas

hasta  10-6 y se  inocularon  por triplicado en  placas  LB  con  ampicilina  100  Hg/ml.

Las  placas  se  incubaron  a  42  °C  toda  la  noche  y  luego  se  contabilizaron  las

colonias  crecidas.   Se  consider6  como  control  positivo  a  la  cepa  VIP2(DE3)

transformada  con   pMFV57  que  porta  el  gen  de  la   Ftsz  tipo  silvestre  para

calcular el porcentaje de sobrevida de las mutantes.

Sobreexpresi6n  de  la  ECFtsz.  Las  cepas  de  E.  co//. que  expresan  la

ECFtsz tipo silvestre o  mutantes se crecieron  a  una  OD6oo de 0,5 en  medio  LB

suplementado   con   el   antibi6tico   correspondiente   y   la   expresi6n   de   estas

proteinas  se  indujo  con  0,2  mM  de  IPTG  durante  2  horas.  1  ml  del  cultivo  se
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centrifug6 y se lav6 el precipitado 3 veces con  1,5 ml de TEN.  EI precipitado se

suspendi6 en  120  Ill de TEN y se mezcl6  con 40  Hl de buffer denaturante azul

4x.  Esta  mezcla  se  incub6 durante 5  min  a  85  °C y se centrifug6  por  10  min  a

14.000    rpm.    Para   verificar   la   sobreexpresi6n   de   la   proteina   se   realiz6

electroforesis  en  gel de  poliacrilaminda en  condiciones  denaturantes  con  10  Ill

del sobrenadante de la mezcla centrifugada.

Purificaci6n   de   ECFtsz  por  precipitaci6n   con   Ca++.   EI   precipitado

bacteriano  se  suspendi6  en  20  ml  de  tamp6n  PEM  (PIPES  50  mM  pH  6,5,

Mgc12 5  mM,  EDTA  1  mM)  por litro de cultivo bacteriano.  Las c6lulas se lisaron

por sonicaci6n  (5  pulsos de 20 segundos con  pausa de  1  minuto a un 20  % de

potencia  (output 6)  en  un  sonicador con  sonda de  1  cm  de  diametro.  Se  evit6

que se caliente el  material).  La  muestra se  mantuvo  en  hielo y el  Iisado  celular

se  centrifug6  a  28.000  rpm  a  4  °C  durante  90  min  en  un  rotor  type  30  con

aproximadamente  15  ml/tubo.  EI  sobrenadante  se  transfiri6  a  un  tubo  Falcon

est6ril  a  temperatura  ambiente  y  se  agreg6  GTP  (pH  ajustado  a  7)  a  una

concentraci6n final d.e 1  mM y Cac12 a una concentracj6n final de 20 mM.  Luego

se incub6 a 30 °C durante 15 min. EI contenido del Falcon se traspas6 a 2 tubos

Pirex Dupont de 10 ml y se centrifug6 a 10.000 rpm a 4 °C durante 15 min en un

rotor F0650.  EI sobrenadante se desech6 con  una pipeta  Pasteur con cuidado,

pues el  precipitado se desprende con facilidad.  EI  precipitado se suspendi6 en

10  ml  de  tamp6n  PEM  frio  con  ayuda  de  una  pjpeta  Pasteur  en  los  mismos

tubos  Pirex (es  decir,  20  ml tamp6n  PEM/L de cultivo) y se centrifug6  a  10.000
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rpm a 4 °C durante  15 min.  El sobrenadante se recogi6 en un  Falcon esteril y el

precipitado  se  desech6.  AI  sobrenadante  se  agreg6  GTP  (pH  ajustado  a  7)  a

una concentraci6n final de  1  mM y Cac12 a  una concentraci6n final de 20 mM y

se incub6 a 30 °C durante 15 min.  El contenido del falcon se traspas6 a 2 tubos

de  Pirex Dupont de  10  ml y se centrifug6  a  10.000  rpm  a 4  °C  durante  15  min,

en  un  rotor  F0650.  EI  sobrenadante  se  desech6  con  una  pipeta  Pasteur y  el

precipitado   se   suspendi6   en   5   ml   de   tamp6n    PEM   frio.    Se   centrifug6

nuevamente a  10.000 rpm a 4 °C durante 15 min y el sobrenadante se traspas6

a  un  Falcon  est6ril.   El  sobrenadante  se  carg6  a  la  columna  de  intercambio

ani6nico Q-Sepharosa  (La columna fue lavada y equilibrada en tamp6n A (Tris-

HCI  50  mM  pH  7,9,   KCI  50  mM,   EDTA  1   mM,  glicerol   10  %),  previo  al  uso,

mediante  un  "loop" de  5  ml  a  un flujo de  1  ml/min.  La  proteina se eluy6  con  un

gradiente de  10 -70 % con tamp6n  8 (Tris-HCI 50 mM pH 7,9,  Kcl  1  M,  EDTA

1  mM,  glicerol  10  %)  a  1  ml/min  a  4  °C  colectando  2  ml  en  cada  fracci6n.  La

elusi6n de la proteina se visualiz6 mediante SDS-PAGE y midiendo la densidad

6ptica  a 280  nm.  La  proteina  eluida  se dializ6 en  100 voltlmenes  de tamp6n  C

(Tris  HCI  Tris-Hcl  50  mM  pH  7,9,  EDTA  1  mM,  glicerol  10  °/o)   al  menos 4  h  o

toda  la  noche  con  2  -  3  cambios  a  4  °C.  La  concentraci6n  de  la  proteina  se

determin6  segdn   Rivas  et  al,   (2000).   La   Ftsz  purificada  fue  concentrada  a

aproximadamente 15 mg/ml y se guard6 a -80 °C hasta su uso.

Purificaci6n de ECFtsz por precipitaci6n con sulfato de amonio. Este

m6todo   de   purificaci6n   se   IIev6   a   cabo   segtln   el   protocolo   descrito   por
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Mukherjee  y  Lutkenhaus  (1998)  con  algunas  modificaciones  de  acuerdo  a  las

siguientes etapas.

1.  Lisis  de  las  c6lulas  bacterianas  y  fraccionamiento  del  extracto  celular.  E:I

precipitado bacteriano se suspendi6 en 25 ml de tamp6n A (Tris-HCI 50 mM pH

7,9,  Kcl  50  mM,  EDTA  1  mM,  glicerol  10  %)  por litro de  cultivo  bacteriano y se

sonic6  con  5  pulsos  de  20  s  a 25 watt con  pausa  de  un  min,  en  un  sonicador

Sonifier   Cell   Disruptor   Model   W185   con   sonda   de   1   cm   (Heat   Systems-

Ultrasonics,  lNC,  Plainview,  L.I.,  NY.  USA).  El lisado se centrifug6 a 28.000 rpm,

a  4  °C  durante  90  min  (Beckman  L5-75B  Ultracentrifuge,   rotor  type  30).   EI

sobrenandante   se   transfiri6   a   un   vaso   de   precipitado   pequefio   colocado

previamente  en  hielo.  Por cada  100  ml de sobrenadante se  agreg6 4,16 gr de

sulfato de amonio (30 % de sal por volumen del sobrenadante) en frio agitando

con una barra magn6tica.  La soluci6n se centrifug6 a  10.000 rpm a 4 °C durante

30  min.   El  sobrenadante  se  elimin6  y  el  precipitado  se  disolvi6  en  3  ml  de

tamp6n A y se dializ6  en  100 voltlmenes  de tamp6n A al  menos 4  h  o toda  la

noche con 2 cambios a 4°C.

2.  Cromafograf/'a  er}  Mono  Q-Sapharosa.  La  muestra  dializada  se  inyect6  a  la

columna   de   intercambio   ani6nico   (Mono   Q-Sepharosa,   25   cm   x  4,6   mm)

mediante  un  "loop"  de  5  ml.  La  proteina  se  eluy6  con  un  gradiente  10 -70  %

con tamp6n  8  (Tris-HCI 50  mM pH 7,9,  Kcl  1  M,  EDTA  1  mM,  glicerol  10  %) a  1

ml/min  a 4 °C,  colectando 4  ml  en  cada fracci6n.  La  elusi6n  de  la  proteina se

visualiz6  mediante  SDS-PAGE  y  midiendo  la  densidad  6ptica  a  280  nm.  La
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fracci6n  correspondiente a  la  Ftsz (que eluye alrededor de 200 - 250  mM  Kcl)

se colect6 para la siguiente cromatografia.

3.   Cromafograf/'a   er7   Saphacry/  S-400.   La   Ftsz   obtenida   de   la   Mono   Q-

Sepharosa se inyect6 a la columna sephacryl S-400 y se eluy6 con tamp6n A a

1   ml/min,  4  °C  y  se  colectaron  fracciones  de  3  ml  por  tubo  y  se  visualiz6

mediante  SDS-PAGE  y  por  su  absorbancia  a  280  nm.  La  Ftsz  colectada  se

concentr6 utilizando Centriprep de 40 kDa de "cut off" (4.000 rpm a 4 °C)   hasta

un     volumen     final     en     que     la     concentraci6n     final     de     proteina    fuera

aproximadamente  15  mg/ml.  La  Ftsz se alicuot6 y se  congel6  inmediatamente

por inmersi6n en  nitr6geno liquido y posteriormente se conserv6 a -80 °C hasta

Su  USO.

Cuantificaci6n  de  Ftsz.  La  determinacj6n  de  la  concentraci6n  de  Ftsz

no  es  lineal  porque  esta  proteina  tiene  pocos  residuos  aromaticos  (solo  tres

tirosinas y ningdn tript6fano), y el  nucle6tido  unido predomina en el espectro de

absorci6n    UV.    Por   este   motivo   es   necesarjo   conocer   el   contenido   de

nucle6tidos  de  guanosina  en  la  proteina.  Con  este  objeto  los  nucle6tidos  se

extrajeron despu6s de precipitar la proteina con acido percl6rico y se separaron

en   HPLC   (par  i6nico),   por  medio  de   una   columna  SUPELCOSIL   LC-18-DB

(SUPELCO),   que   contiene   tetrabutil   amonio.   Se   utiliz6   un   coeficiente   de

extinci6n  molar  de  12.400  M-1  cm-t  a  254  nm.    La  concentraci6n  de  Ftsz  se

determin6  midiendo  la  densidad  6ptica  en  6  M  GdmcI  a 280  nm  considerando

los  coeficientes  de  extinci6n  molar para  las  3  tirosinas  (1280  M-Jcm-1  para  una

tirosina) y 8100 M-'cm-I para GDP (Pace y Schmid,1997,  Rivas, et al., 2000). Se
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consider6 un valor de  12770 M-tcm-1  para la Ftsz denaturada que contenia  1,1

mol  de  GDP  por mol  de  pro{efna.  EI  valor del  peso  molecular considerado  en

estos calculos fue de 40.800 (Rivas, et al„ 2000)

Western blotting.

1.  E/ecfrofransferencf.a.  Despu6s  de  haber  corrido  un  SDS-PAGE,  el  gel  fue

retirado  de  los  vidrios  e  inmediatamente  se  construy6  el  sandwich  para  la

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

nitrocelulosa  y   por  dltimo  de  otros  tres  papeles  filtro.   Antes  de  montar  la

transferencia,   la   membrana   de   nitrocelulosa   (Hybond   ECL,   Amersham)   se

sumergi6  completamente  en  agua  y  luego  en  amortiguador  de  transferencia

(Tris 25 mM,  glicina  190 mM,  metanol 20 a/a),  asi como las hojas de papel filtro.

La transferencia se realiz6 por dos horas a 100 voltios y a -20 °C empleando el

amortiguador de transferencia enfriado previamente.

2.  V;.sua/t.zacf.6n /.nmuno/6gf.ca.  La membrana se bloque6 con  BSA 3 % en  PBS

(Nacl   137  mM,   Kcl  2  mM,   Na2HP04  10  mM,  KH2P04  2  mM)  por  1   hora  a

temperatura ambiente,  luego se traspas6 a una soluci6n de BSA 1  %  en  PBS

que contiene el anticuerpo primario.  La membrana se incub6 con  el anticuerpo

primario dos horas con agitaci6n y a temperatura ambiente.  Luego de 3 lavados

con  amortiguador TS  (TrisHcl 50  mM  pH  7,5,  Nacl  150  mM) se incub6 en TS

con   BSA   1   a/o   suplementado  con   el   anticuerpo  secundario  conjugado  con

fosfatasa  alcalina  por  2  horas.  La  diluci6n  empleada  del  anticuerpo  policlonal

anti-Ftsz fue de 1 :20.000 y del anticuerpo secundario de acuerdo al consejo del

fabricante.   Para  realizar  el  revelado,   Ia  membrana  se  coloc6  en   10  ml  de

1



amortiguador para fosfatasa alcalina (Tris 100 mM pH 9,5,  NacI  100 mM,  Mgc12

5  mM),  complementado  con  33  lil  de  BCIP  (0,5  g  de  5-bromo 4-cloro  3-indolil

fosfato disuelto en  10  ml  de dimetilformamida al  100  %) y 66 prl de  NBT  (0,5 g

de ni{ro blue tetrazolium disuelto en 10 ml de dimetilformamida al 70 %). A[ cabo

de algunos minutos de agitaci6n aparecieron las bandas y la reacci6n se detuvo

con abundante agua destilada.

Ensayo  de  ELISA.  Este  ensayo  se  utiliz6 en  la  etapa  de visualizaci6n

inmunol6gica   del   Western   blotting   para   determinar   el   titulo   y   la   diluci6n

adecuada  del   anticuerpo  anti-Ftsz.   La  placa  para   ELISA  se  activ6  con   la

incubaci6n  de  50  prl  de antfgeno toda  la  noche a 4  °C.  Luego se  bloque6 con

BSA  1  %  azida  0,02  %  en  PBS  durante  1  hora.  Despu6s  de  los  lavados,  el

anticuerpo se agreg6 en diluciones seriadas con BSA-azida en PBS y se incub6

2 horas.  La placa se lav6 con PBS-tween 20 0,1  % y se incub6 con el segundo

anticuerpo  anti  lg-G  de  conejo  conjugado  con  fosfatasa  alcalina  dos  horas  a

temperatura  ambiente.  Despues de  los  lavados  con  PBS-Tween  20  0,1  %  se

agreg6  el  sustrato  PNPP  (1  mg/ml  en  tamp6n  bicarbonato de sodio  0,05  N,  1

mM  Mgc12,  pH  9,6)  y  se  incub6  durante  30  min  a  temperatura  ambiente.  La

reacci6n se detuvo con NaoH 3 N y la absorbancia se ley6 a 405 nm.

Determinaci6n de actividad GTpasica de Ftsz.  Este metodo consiste

en calcular la cantidad de GDP y GTP a partir del area de los respectivos picos

en  el  cromatograma  de  la  columna  SUPELCOSIL  LC-18-DB.   Para  ello,   0,5

mg/ml de Ftsz se incubaron en el amortiguador de incubaci6n  (Mes 50 mM pH
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6,5,  KCI 50 mM,  Mgc1210 mM) a 30 °C durante 2 minutos.  La reacci6n se inici6

con la adici6n de GTP a una concentraci6n final de 1  mM y se detuvo despu6s

de transferir 100 prl de la reacci6n en  un  nuevo tubo eppendorf agregando 8 prl

de acido percl6rico 70 °/o  (0,55 M).  EI tubo se agit6 en vortex y se mantuvo en

hielo. A Ia reacci6n detenida se agreg6100 prl de K2C031,2 M para neutralizar

el  pH  acido  de  la  mezcla y se centrifug6  al  vacfo  (Speed-Vac)  a temperatura

ambiente por 5 minutos para eliminar el C02(g).  Para separar el precipitado del

sobrenadante   se   centrifug6   a   14.000   rpm   durante   15   minutos.   100   prl   del

sobrenadante se transfirieron a un tubo eppendorf nuevo previamente rotulado.

La determinaci6n de GDP y GTP por HPLC se llev6 a cabo utilizando como fase

m6vil,   K2HP04   0,2   M,   acido   ac6tico   0,1   M,   TBAP   4   mM.   El  volumen   de

inyecci6n fue de  20 HI a un flujo de 1  ml/min y la detecci6n se realiz6 a  260 nm

por medio del detector UV incorporado al HPLC.

Polimerizaci6n  de  ECFtsz.  El  ensayo  de  polimerizaci6n se realiz6 bajo

las mismas condiciones de determinaci6n de la actividad  GTpasica.  0,5  mg/ml

de Ftsz se mezclaron en tamp6n de polimerizaci6n (Mes 50 mM pH 6,5,  Kcl 50

mM,  Mgc1210  mM).  Esta  soluci6n  se  incub6  a  30  °C  durante  2  minutos  y  se

transfiri6   a   la   cubeta   de   cuarzo   en   el   espectrofluorfmetro   (Luminescence

Spectrometer LS 50,  Perkin  Elmer),  regulado  por un  bafio de agua a 30 °C.  EI

ensayo  se  llev6  a  cabo  a  30  °C,  a  350  nm  de  excitaci6n  y  emisi6n,  con  un

atenuador del 2 %, con un ancho de banda de 5 nm y los datos se registraron

cada 5 segundos.  Luego de seguir la linea base aproximadamente 5 minutos se
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agreg6  GTP  a  una  concentraci6n  final  de  1   mM  y  la  cubeta  se  agit6  por

inversi6n 5 veces.

Para determinar la concentracj6n  crftica de polimerizaci6n de la  Ftsz se

realizaron ensayos de dispersi6n  de luz a 90° bajo  las  mismas condiciones del

protocolo descrito mss arriba.  Las concentraciones de Ftsz utilizadas fueron 0,2

mg/ml,  0,3  mg/ml,  0,4  mg/ml,  0,5  mg/ml,  0,6  mg/ml  y 0,7  mg/ml.  La diferencia

(A) de dispersi6n de luz (diferencia entre el valor promedio de la lfnea base y el

valor promedio del  maximo luego de haber agregado GTP) se calcul6 despu6s

de haber agregado GTP a 1  mM de concentraci6n final.  Se grafic6 Ia diferencia

entre  la  lfnea  base  y  los  maximos  de  polimerizaci6n  alcanzados  al  medir  la

dispersi6n de luz a 350 nm en funci6n de ]a concentraci6n de Ftsz.

Ivlicroscopia  electr6nica.  Se  utiliz6  el  m6todo  de  tinci6n  negativa  con

acetato   de   uranilo   1   %   en   agua.   Para   la   observaci6n   de   polimeros   al

microscopio  electr6nico,  se  utiliz6  Ia  misma  soluci6n  del  ensayo  de  dispersi6n

de  luz.  La  grilla  se  sumergi6  en  25  Hl  de  la  soluci6n  que  contiene  Ftsz  y  se

incub6  por 30  segundos.  Luego  de  un  lavado  en  50  Hl  de  agua  nanopure  se

incub6  durante  30  segundos  en  una  soluci6n  de  acetate  de  uranilo  al  1  %.

Seguidamente,  la  grilla  se  sec6  suavemente  con  un  pafio  absorbente  y  se

guard6   en   el   soporte   hasta   su   observaci6n   al   microscopio  electr6nico   de

transmisi6n.
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RESULTADOS

Construcci6n del  plasmido plvIFV57 y de las  mutaciones puntuales

en  ffsz.  Las  mutantes  de  ECFtsz fueron  construidas  a  partir de  un  plasmido

pMFV57  por  PCR  como se  detall6 en  la secci6n de  Materiales y M6todos.  De

esta  manera  se  obtuvieron  los  plasmidos  que  expresan  la  ECFtsz  con  las

siguientes   mutaciones:   aminoacido  glicina  67  sustituido   por  prolina   (G67P),

aminoacido arginina 85 sustituido por glutamina (R85Q) y aminoacido glutamato

83  sustituido  por glutamina  (E83Q)  y la  ubicaci6n  de cada  residuo  mutado se

observa  en  la  secuencia  aminoacidica  de  la  ECFtsz,  mostrada  en  la  figura  2.

Las mutaciones introducidas fueron corroboradas por secuenciaci6n del gen de

la  #sZ de cada  uno de  los  plasmidos obtenidos  por PCR.  Las  mutaciones  se

escogieron de acuerdo a dos tipos de analisis.  Primero,  Ia homologia que existe

entre las dos proteinas,  ECFtsz y tubulina: en los microtdbulos las interacciones

laterales entre subunidades hom6Iogas, esto es, or-or, P-B, poseen interfaces de

elementos   estructurales   equivalentes,    por   ejemplo,    interacciones   de   tipo

electrostatica  que  se  producen  entre  residuo  cargados  negativamente  como

glutamico   y   aspartico   con   residuo   de   carga   positiva.   Estos   residuos   de

aminoacidos se encuentran sobre  estructuras secundarias caracteristicas de la

tubulina como son:  1.  EI "loop"  S7-H9 (M loop) que interactda con ]a helice H3,

con el "loop" formado entre la helice 2 y ]a hebra 3 (H2-S3) y con el "loop"
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10                      20                      30                      40                      50                      60
MFEPMELTNDAvlKvlGvceceGRAVE=ERIEGviEiiL"TmE=RKTAVGEQLiEQ]

T        +++.   .    +  .T\,+++i+;i-T.-    .  ++   i+

70                      80                      90                      loo                   110                   120
GSGITKEI,enGENPEve ALRAALEGADMVFIAnGMGGGTGTGAApvvAEVA

-       rm±±Lrm±±±ffiii
130                    140                    150                    160                    170                    180

KDI,GII,TVAvvTKPFNFEGKKRArAEQGITEI,sKHVDsl.ITlpNDKLLKVLGRGlsl.LDI            -            --     11.
190                    200                    210                    220                    230                    240

AFGAANI)vl,KGAVQGIAELITRPGnINVDFADVRTVMsmroHAm4GSGVASGEDRAEEAA-__-
250                    260                    270                    280                    290                    300

Emlsspl,I,EDIDI,sGARevLVNITAG}FDI,RI,DEFETVGNTIRARASDNATvvlGTSLDp
-                     -        ffiEillillREEE -...

310                   320                   330                   340                   350                   360
DENDEI,RVTvvATGIGMDKRPEITI,vTNKQVQQpvMDR¥QQHcampl.TQEQKpvAKvvND-11

370                     380
NAPQTAKEPDYliDIPAFI.RKQAD

Figura 2. Secuencia de aminoacidos de la ECFtsz.  Los ndmeros indican las
posiciones de  aminoacidos.  Las  letras,  secuencia aminoacidica  de  ECFtsz.  En
amarillo   y   rojo,   estructuras   secundarias   hom6logas   a   la   de   tubulina.   La
nomenclatura   usada   esta   de   acuerdo   con   la   utilizada   para   la   estructura
cristalina   de   MjFtsz   (L6we   y  Amos,   1998).   Enmarcados   se   muestran   los
aminoacidos mutados.
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formado  entre  la  helice   1   y  la  hebra  1   (H1-S1)  y  2.   La  helice  3  (H3)  que

interactda  con  varias  estructuras  como  la  h6lice  9  (H9),    Ia  h6Iice  10  (H10),  el

"loop" formado entre la h6]ice 9 y la hebra 8  (H9-S8),  Ia  helice 6 (H6),  el "loop"

formado  entre  la  helice  6  y  la  h6Iice  7  (H6-H7)  y  el  "loop"  M  (Nogales,  et  al.,

1999).  De esta manera,  son dos estructuras secundarias las que presentan  el

mayor ndmero de interacciones,  mayoritariamente de cafacter electrostatico,  el

"loop" y la helice H3 (figura 3b).  En la ECFtsz existe una estructura hom6loga a

la h6lice H3 de la tubulina, que se encuentra en una de las caras laterales y que

esta    interrumpida    por   un    pequefio    "loop",    formado    por   3    aminoacidos

mayoritariamente   cargados,    expuestos   a    la   superficie    (figura   3a).    Este

antecedente  sumado  a  la  conservaci6n  de  la  h6lice  H3  en  las  proteinas  Ftsz

analizadas,  permiti6  predecir  que  los  aminoacidos  glutamato  83  y  arginina  85

podrfan  parficipar en  la  interacci6n  entre  mon6meros  de  ECFtsz.  Segundo,  la

presencia del "loop" S3-H3 en la estructura de la ECFtsz, ausente en la tubulina,

y  [a  conservaci6n  del  "loop"  M  en  la  tubulina,  ausente  en  la  ECFtsz,  permiti6

postular que el "loop" S3-H3 reemp]azarfa en su funci6n al "loop" de la tubulina

en ECFtsz. Aunque el "loop" M en la tubulina esta ubicada en la cara derecha y

es    esencial    para    la    interacci6n    lateral    de    los    protofilamentos    en    los

microtdbulos,   e[  "loop"   S3-H3,   ubicado  en   la  cara   izquierda  de  [a   ECFtsz]

potencialmente  podrfa  participar en  la  interacci6n  entre  los  protofilamentos  de

ECFtsz.  Esta  interacci6n  se  verfa  reforzada  por el  alto  porcentaje  de  glicinas

que conforman este "Ioop'', pues le otorgan la flexibilidad necesaria para la
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Figura 3. Estructura de la h6lice H3 de la ECFtsz (a) y de la P-tubulina (b).
Se  muestran  los  residuos  de  los  aminoacidos  mutados  en  la  h6Iice  H3  de  la
ECFtsz.
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interacoi6n.  Para comprobar esta hip6tesis, se sustituy6 Ia glicina 67 por prolina,

un aminoacido que le confiere mayor rigidez al "loop", figura 3a.

Construcci6n   de   la   cepa  VIP2(DE3).   Con   el   fin   de   demostrar  la

funcionalidad     de     las     ECFtsz     mutantes,     se     realizaron     ensayos     de

complementaci6n /.n vivo.  Para esto, se utiliz6 una cepa termonu[a ovIP2), en la

cual, el gen de la #sZ ha sido reemplazado por el gen que confiere resistencia a

kanamicina. Esta deleci6n es letal, por esto se complementa en trans con el gen

de la #sZ tipo silvestre por medio de un  plasmido  pLAR9 que posee un origen

de replicaci6n termosensible.  De esta manera, si la cepa VIP2 es transformada

con un plasmido que expresa una ECFtsz funcional a temperatura restrictiva, Ias

c6lulas  sefan  viables.  Para  regular la expresi6n  de la  ECFtsz,  se  lisogeniz6  Ia

cepa VIP2,  a  nivel  cromosomal,  con el gen  de  la  RNA polimerasa del fago T7

que se encuentra bajo promoter /ac y esta se denomin6 VIP2(DE3),  figura 4a.

Con  esto,  se pudo inducir con  IPTG,  la expresi6n de la #sZ que se encuentra

bajo  el   promotor  T7   en   el   plasmido   pMFV57.   Este   plasmido   proviene  del

plasmido  pMFV56,   donde  el  gen  que  confiere  resistencia  a  kanamicina  se

reemplaz6  por el  gen  de  la  P-lactamasa,  que confiere  resistencia a ampicilina,

pues la cepa VIP2(DE3) posee una resistencia end6gena a kanamicina. De esta

manera,  el  plasmido  con  la  resistencia  a  ampicilina  (pMFV57)  se  utiliz6  para

realizar las  mutaciones sitio dirigidas,  figura 4b.  Por lo tanto,  este sistema que

se   esquematiza   en   la   figura   4c,   se   utiliz6   para   realizar   los   ensayos   de

funcionalidad de las Ftsz mutantes I.n vivo.
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Funcionalidad de las proteinas ECFtsz mutantes I.n w.vo. En la figura

5 se muestra el porcentaje de sobrevida de las cepas VIP2(DE3) transformadas

con  los plasmidos pMFV57 que expresan la ECFtsz silvestre y las mutantes.  El

ndmero  de  las  colonias  de  VIP2(DE3)pMFV57,  que  expresa  la  ECFtsz  tipo

silvestre   (control   positivo),   crecidas   a   temperatura   restrictiva   (42   °C)   se

consider6 como el 100 a/a de viabilidad, como se muestra en la figura 5.  La cepa

V[P2(DE3)  sin  transformar  (control  negativo)  present6  0,004  a/o  de  sobrevida,

esto  es  cinco  6rdenes  de  magnitud  menos  que  el  del     control  positivo.   EI

pequefio  ndmero  de  colonias  que  sobrevive  se  explica  por  la  frecuencia  de

reversi6n,  mas  algunas  c6lulas  que  logran  sobrevivir  en  las  condiciones  del

ensayo.    Este    ensayo    consiste    en    determinar   el    ndmero    de    colonias

sobrevivientes despu6s de someter a tempera{ura restrictiva (42 °C), Ias c6lulas

que fueron crecidas hasta la fase exponencial a temperatura permisiva (30 °C)

en  un  medio  liquido.  En  estas  condiciones,  cuando  se  produce  el  cambio  de

temperatura,   el   crecimiento   celular   no   se      detiene,   pues   aunque   a   la

temperatura  restrictiva el  plasmido no es capaz de replicarse,  el  namero  inicial

de  copias  de  este  plasmido  termosensible  presente  en  la  c6Iula  permite  la

divisi6n  celular  hasta  que  se  produzca  su  completa  diluci6n.   De  alli  que  el

porcentaje de sobrevida por sobre la frecuencia de reversi6n se explica por las

condiciones      experimentales      empleadas.       Este      ensayo      desarrollado

especialmente  para  evaluar  la  funcionalidad  de  la  ECFtsz  7.n  v/.vo,  no  se  ve

alterado   por   el   pequefio   porcentaje   de   sobrevida   que   muestra   el   control

negativo.
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Cepas

Figura  5.  Determinaci6n  de  los  porcentajes  de  sobrevida  de  cepas  de
VIP2(DE3)  complementadas  con  plasmidos  que  expresan:  ECFtsz  tipo
silvestre (ECFtsz wt) y ECFtsz mutantes: G67P, E83Q y R85Q. Como control
negativo se utiliz6 la cepa sin transformar (C(-)).  Las celulas fueron crecidas en
medio LB a 30°C y transferidas a una placa LB agar.  Luego de la incubaci6n a
42°C  toda  la  noche,   Ias  colonias  fueron  cuantificadas  y  se  expresan  como
porcentaje de sobrevida  en  relaci6n  al  control  positivo que  se consider6 como
1 0 0 a/o .
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EI  porcentaje de sobrevida de las mutantes de ECFtsz present6 valores de  10

%,   1,4  %  y  0,5  a/o  para  E83Q,   G67P  y  R85Q,   respectivamente,   (tabla  Ill),

valores que son por lo menos dos 6rdenes de magnitud mayor con respecto al

control  negativo.   Esto  demuestra  que  si  bien  las  c6lulas  que  expresan  las

mutantes  de  ECFtsz  no  pueden  llevar  a  cabo  una  divisi6n  normal,  tampoco

pierden    la    funcionalidad    completamente.     Los    resultados    obtenidos    del

experimento  de  complementaci6n,  ademas  de  demostrar  la  funcionalidad  de

ECFtsz  t.n  vivo,  fueron  dtiles  para  cuantificar  la  eficiencia  de  la  ECFtsz  en  la

divisi6n  celular,  esto  es,  con  el  valor  del  porcentaje  de  sobrevida  se  puede

inferir cuan  funcional  es  la  proteina  en  condiciones  fisiol6gicas  de  crecimiento

celular.  Segdn  esta  definici6n  podemos  ordenar  la  eficiencia  en  cuanto  a  la

funcionalidad de la  ECFtsz de acuerdo al siguiente orden:  tipo silvestre >  E83Q

>   G67P      >   R85Q.   Para   explicar   el   efecto   de   las   mutaciones   sobre   la

funcionalidad   de   la   ECFtsz,   se   hizo   necesario   purificar   y   caracterizar   las

propiedades  bioquimicas  de  las  ECFtsz  mutantes  para  establecer  la  relaci6n

entre  la  estructura  y  la  funci6n  de  coda  una  de  ellas.  Con  este  prop6sito,  se

determin6 Ia actividad GTpasica y la actividad polimerizante tanto de la ECFtsz

tipo silvestre como de las mutantes.
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Tabla Ill.  Porcentaje de sobrevida de las cepas VIP2(DE3) transformadas con

plasmidos  que  expresan  la  ECF{sZ  tipo  silvestre  y  mutantes.  Se  us6  como

control negativo (C (-)), VIP2(DE3) sin plasmido.

ECFtsz Porcentaje de sobrevida
Tipo silvestre 100

E83Q 10
G67P 1,4
R85Q 0,5
C(-) 0,004
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Purificaci6n  de  la  ECFtsz.   La  etapa  clave  del  m6todo  habitual  de

purificaci6n  de  ECFtsz consiste en  polimerizar la protefna con Ca+2 y separarla

por centrifugaci6n,  como se indica en Materiales y M6todos.  Cuando se intent6

purificar  con  este  m6todo  las  mutantes  ECFtsz  G67P  y  ECFtsz  R85Q  no  se

obtuvo  polimerizaci6n  de  la  protefnas.   Por  lo  tanto,   se  emple6  un  m6todo

alternativo,  donde  la  etapa  mss  importante fue  la  precipitaci6n  con  sulfato  de

amonio  al  30   %,   como  se  detalla  en   Materiales  y  Metodos,   Ias  proteinas

provenientes  de  esta  precipitaci6n  fueron  separadas  por electroforesis  en  gel

SDS-PAGE como se muestra en el carri[ 3 de la  figura 6.  El carril 4 muestra la

separaci6n  de  la  protefna  proveniente  de  la  etapa  de  intercambio  ani6nico

(mono-Q). Se observa que entre esta etapa y la anterior hay una disminuci6n de

las proteinas contaminantes.  La etapa de filtraci6n en una columna de exclusi6n

(S-400) no tiene una mejora significativa en la purificaci6n, carril 5 de la figura 6.

Esta   etapa,   parte   del   m6todo   de   purificaci6n   descrito   por   Mukherjee   y

Lutkenhaus  (1998),  podria  ser  reemplazada  por  una  dialisis  para  eliminar  el

exceso  de  sal.  Esto  tendria  la  ventaja  de  eliminar  una  etapa  de  incubaci6n

previa a la filtraci6n, donde hay p6rdida de proteinas.  El comportamiento de las

ECFtsz  mutantes  durante  el  proceso  de  purificaci6n  fue  similar  a  la  de  tipo

silvestre.  Con  este m6todo de  purificaci6n  las  ECFtsz tipo si]vestre y mutantes

mostraron  un alto grado de pureza y asr se emplearon  para los ensayos de la

actividad  GTpasica  y  de  la  polimerizaci6n.  Ademas  de  [a  identjficaci6n  de  la

ECF{sZ  por su  peso  molecular  relativo,  se  utiliz6  un  ensayo  de  inmunoblotting

con suero de conej.o inmunizado con la ECFtsz tipo silvestre, figura 7.
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Figura 6. SOS-PAGE de ECFtsz. Carriles:  1, marcadores de peso molecular; 2,
extracto total de proteina;  3,  proteinas del  precipitado con sulfato de amonio al
30  %;  4,  proteinas  provenientes  de  la  cromatografia  de  intercambio  ani6nico
(mono-Q);    y   5,    proteinas   proveniente   de   la   cromatografia   de   exclusi6n
molecular.
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Figura  7.  (a)  Gel  SDS-PAGE  y  (b)  lnmuno  blotting  de  la  ECFtsz  tipo
silvestre  y  de  las  mutantes.  La  electroforesis  y  las  reacciones  de  inmuno
blotting  se  llevaron  a  cabo  como  se  detalla  en  Materiales  y  M6todos.  a,  Las
muestras  que  se  analizaron  en  los  siguientes  carriles  fueron:   1,  ECFtsz  tipo
silvestre; 2, ECFtsz E83Q; 3, ECFtsz G67P; 4, ECFtsz R85Q y 5, marcadores de
peso  molecular.  Un  duplicado  de  este  gel  se  utiliz6  para  la  transferencia  a  la
membrana  de  nitrocelulosa.  En  b,  donde  se  indica,  se  observa  que  la  ECFtsz
tipo silvestre (WT) y las mutantes (E83Q, G67P y R85Q) reacoionan de manera
especifica contra un suero policlonal de conejo anti-Ftsz.
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Curvas de progreso de la actividad GTpasica. Con el fin de determinar

la capacidad  de hidr6Iisis de GTP de las  Ftsz mutantes,  se sigui6 el  progreso

de la reacci6n segdn las condiciones detalladas en Materiales y M6todos.  En la

figura  8  se  observa  el  aumento  en  el  tiempo  de  la  concentraci6n  de  GDP

producida  por  la  hidr6lisis  de  GTP  que  cataliza  ECFtsz  tipo  silvestre  y  las

mu{antes.  La  ECFtsz tipo silvestre  muestra  una [ipica curva de  progreso de la

reacoi6n  que  se  acerca  al  equilibrio.  Las  mutantes  G67P  y  E83Q  poseen  un

comportamiento similar a la ECFtsz tipo silvestre.  La ECFtsz   tipo silvestre y las

mutantes  G67P  y  E83Q  muestran  linealidad  en  los  primeros  10  minutos  de  la

hidr6lisis.   A  partir  de   la   pendiente  de   la   parte   inicial   de  estas  curvas  se

determinaron  las velocidades iniciales.  Las constantes cataliticas aparentes se

calcularon  dividiendo  los valores de  la velocidad  inicial  por la concentraci6n  de

la   protefna.   Para   comparar  la  efectividad   de  la   hidr6Iisis  de   GTP   en   las

protefnas mutantes respecto a la tipo silvestre,  se consideraron  los valores de

las  constantes  catalfticas  aparentes  que  se  muestran  en  la  tabla  lv.  Estos

resultados  demuestran   que   las   mutantes  G67P  y   E83Q  son   capaces  de

hidrolizar GTP en forma lineal (vi) a partir de los primeros minutes de la reacoi6n

(inserto de la figura 8).  La mutante G67P y E83Q presentan un 60 y un 40 % de

la  vi  de  la  protefna  silvestre,  respectivamente.  Bajo  las  mismas  condiciones

experimentales  la  Ftsz  R85Q  presenta  un  periodo  de  latencia  en  la  curva de

progreso.  Raz6n por la cual,  para determinar la velocidad inicial se consider6 Ia

zona de mayor pendiente despues de la latencia.  De la misma forma se calcul6

la constante catalitica aparente que se muestra en tabla lv que fue un 5 °/o de la
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forma se calcul6 la constante catalitica aparente que se muestra en tabla lv que

fue un 5 % de la

Tabla [V. Constante catalftica aparente de ECFtsz tipo si]vestre y de las
mutantes de ECFtsz E83Q , G67P  y R85Q.

ECFtsz Constante de catalitica
aparenfe, min-1

Tipo silvestre 2,90 ± 0,160a
R85Q 0,133 ± 0,o| 5b
E83Q 1,13 ± 0,057a
G67P 1,74 ± 0,096a

a Los valores de las constantes catalitjcas aparentes fueron calculados a partjr

de las  pendientes iniciales de las curvas de progreso para  1  mM GTP que se
muestran en el inserto de la figura 8.
b  El  valor  se  ha  calculado  a  partir  de  la  pendiente  maxima  de  la  curva  de

progreso de la ECFtsz R85Q que se mLlestra en la figura 8.
EI  error  estandar  corresponde  a  la  dispersi6n  de  los  puntos  experimentales
respecto a la curva de regresi6n y fue dcterminado para cada velocidad inicial
con el programa de computaci6n Sigma Plot 7.0
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Figura 8.  Curva  de  progreso de  ECFtsz tipo silvestre y de  las  mutantes
(E83Q,  G67P  y  R85Q).  La  reacci6n  de  hidr6ljsis  y  la  cuantificaci6n  de[  GDP
hidrolizado  se  llevaron  a  cabo  en  una  soluci6n  que  contenia:  MES  pH  6,5  50
mM,  KCI 50 mM,  Mgc1210 mM a 30 °C.  La reacci6n se inici6 con GTP  1  mM.  EI
gfafico  inserto  es  un  aumento  de  la  escala  de  los  primeros  minutos  de  la
reacci6n.   ECFtsz  tipo  silvestre  (0),   ECFtsz  E83Q  (V),   ECFtsz  G67P  (H)  y
ECFtsz R85Q (a).
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vi de la  ECFtsz de tipo silvestre.  Con  el  prop6sito de dilucidar si el  periodo de

latencia observado en los primeros eventos de la hidr6lisis de la R85Q se debe

a  una  modificaci6n  en  el  sitio activo  para  GTP  o a  la falta  de  inducci6n  de  la

actividad   por  una   pobre   polimerizaci6n,   se   hicieron   curvas   de   progreso  a

diferentes  concentraciones  de  protefna,  que  van  desde  0,25  mg/ml  hasta  2

mg/ml,  que  se  muestran  en  la figura  9.  Las  7  curvas  muestran  un  perfodo  de

latencia  que  va  disminuyendo  a  medida  que  aumenta  la  concentraci6n  de  la

protefna,  tabla  V.  A partir de  los  valores  de  las  pendientes  maximas  de cada

una de  las curvas  se  construy6  Ia  curva del  efecto  de  la concentraci6n  de  la

Ftsz sobre la velocidad de hidr6Iisis de GTP y se observa que esta velocidad a

1  mM  GTP es directamente proporcional al aumento de la concentraci6n de la

ECFtsz   R85Q   hasta   1,5   mg/ml.   En   estas   condiciones   experimentales   la

concentraci6n  de  GTP  es  saturante  para  la  mutante  R85Q  (dentro  del  error

experimental,  no existe  una concentraci6n  critica para  la aparici6n de la forma

activa)  figura  10.  A  esta  concentraci6n  de  GTP  se  obtiene  un  97  %  de  la

velocidad   maxima  y   una   constante   catalitica   aparente  de  4,7   min-i,   valor

obtenido  a partir de  la  pendiente de la curva de  la figura  10.  Estos resultados

indjcan que la hidr6Iisis de GTP catalizada por la ECFtsz R85Q es dependiente

de su  concentraci6n y por lo tanto de su  polimerizaci6n,  que en este caso es

defectuosa.  Resultados que se muestran en la tabla VI demuestran que, dentro

del error experimental,  Ia afinidad para GDP de las ECFtsz mutantes es similar

a la ECFtsz tipo silvestre, para la uni6n de un mol de GDP por mol de protefna.
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Figura  9.  Curvas  de  progreso  de  la  mutante  ECFtsz  R85Q  a  diferentes
concentraciones de proteina. Las condiciones del ensayo son las mismas que
se describen en la figura 8.  Se utilizaron diferentes concentraciones de ECFtsz
R85Q.  0,25  mg/ml  (T);  0,5  mg/ml  (.);  0,75  mg/ml  (V);   1   mg/ml  (0);   1,25
mg/ml ( . ); 1,5 mg/ml (I) y 2 mg/ml (.).
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Tabla  V.  Inverso  del  perfodo  de  latencia  de  las  curvas  de  progreso  de  la
actividad GTpasica de la ECFtsz R85Q a varias concentraciones.

ECFtsz R85Q, mg/ml al,i, min-1

0,50 0,011
0,75 0,020
1,00 0,025
1,25 0,031
1,50 0,043

a  Los  valores  de  1/I  corresponden  al  inverso  del  ndmero  que  se  determin6

desde la intersecci6n con el eje x de las rectas con la maxima pendiente de las
curvas de la figura 9.
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Figura   10.   Efecto   de   la   concentraci6n   de   la   ECFt§Z  R85Q  sobre   la
velocidad  de  hidr6lisis  de  GTP.  La  velocidad  se  determin6  de  la  maxima
pendiente  de  las  curvas  de  progreso  que  se  muestran  en  la  figura  9.  Las
condiciones experimentales son las mismas de la figura 8 y las concentraciones
de la ECFtsz R85Q son las mismas de la figura 9.
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Tabla  Vl.  Estequiometrfa  de  uni6n  de  GDP  a  ECFtsz  tipo  silvestre  y  a  las
mutantes purificadas.

ECFtsz Moles de GDP unido por mol de Ftsza
Tipo sjlvestre 0,9

R85Q 1,08
E83Q 1,08
G67P 1,08

a La cantidad de GDP unido y de Ftsz fueron determinadas como se describe

en Materiales y M6todos.
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El valor de la constante de disociaci6n (Kd) es de 82 HM (Sossong, et al.,1999)

y ha sido determinada en el Iaboratorio por Esteban Nova,   (Kd = 32 prM) (Nova

y Monasterio,  2001).  De alli que,  un cambio en el valor de la Kin para GTP de

las  mutantes  debiera  ser  producido  por  un  cambio  en  la  constante  catalitica.

Una  disminuci6n  en  la  constante  catalitica  implica  una  disminuci6n  de  la  Kin,

situaci6n  que  no  ocurre  en  este  caso,   por  esto,   la  concentraci6n  de  GTP

uti[izada en estos experimentos fueron saturantes (2 a 97 % Vmax).

46



Polimerizaci6n  de  [a  ECFtsz  tipo  silvestre  y  mutantes.  La  ECFtsz

polimeriza  /.n  v/`fro  en   protofilamentos,   los  cuales,   en  presencia  de  cationes

como  el  calcio  o  el  DEAE-dextrano,  pueden  asociarse  entre  ellos  y  formar

polfmeros   como   laminas   y   tdbulos.   La   formaci6n   de   estos   polimeros   es

consecuencia  de  dos  tipos  de  interacciones,  la  longitudinal  y  la  lateral.  Las

interacciones  longitudinales  de  los  mon6meros  de  ECFtsz  dan  origen  a  los

protofilamentos  y  las  interacciones  laterales  dan  origen  a  laminas  y  tdbulos.

AIgunos aminoacidos  involucrados  en  la  interfase  de  la  interacci6n  longitudinal

son conocidos,  a diferencia de los que participan en la interacoi6n  lateral.  Para

identificar  los  residuo  aminoacidicos  que  participarian  en  la  interacci6n  lateral

en esta tesis se generaron tres mutantes de la ECFtsz,  donde los aminoacidos

glicina 67, glutamato 83 y arginina 85, fueron sustituidos por prolina, glutamina y

glutamina,  respectivamente,  como  se  explic6  en  la  construcei6n  del  plasmido

pMFV57 y de las mutaciones puntuales en ECFtsz. Para determinar la influencia

de  estas  mutaciones  en  la  formaci6n  de  polfmeros  de  ECFtsz,  se  realizaron

ensayos de polimerizaci6n  utilizando dos metodologfas:  dispersi6n de luz a 90°

con  una  longitud  de  onda  de  350  nm  y  microscopia  electr6nica  con  tinci6n

negativa.

1.  Di.spers;.6n de /uz a  goo.  El  ensayo de dispersi6n  de  luz se hizo bajo

las mismas condiciones experimentales que el ensayo de la determinaci6n de la

actividad  GTpasica  de  la  ECFtsz  (ver  Materiales  y  Metodos).  Para  seguir  el

curso de la polimerizaci6n de la proteina se registr6 Ia dispersi6n de luz durante

5 minutos (valores que se usaron como lfnea base) y se agreg6  1  mM de GTP
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para  iniciar la  polimerizaci6n  y  se  continu6  registrando  la  dispersi6n  de  luz.  EI

progreso de la polimerizaci6n de ECFtsz R85Q se sigui6 por mss tiempo debido

a que  la actividad  GTpasica  mostr6  un  largo  perfodo de  latencia.  En  la figura

11,  se  muestra  la  cin6tica  de  polimerizaci6n  de  las  ECFtsz tipo  silvestre  y  las

mutantes.  Se observa que la ECFtsz tipo silvestre polimeriza de forma habitual

alcanzando un maximo de 40 unidades arbitrarias de dispersi6n de luz despu6s

de agregar 1  mM de GTP.  La dispersi6n de luz empieza a disminuir despu6s de

los  15  minutos  de  incubaci6n  como  producto  de  la  despolimerizaci6n  de  los

polimeros  de  ECFtsz.   La  mutante  ECFtsz  E83Q  alcanza  un  maximo  de  20

unidades  arbitrarias  despu6s  de  agregar  GTP  y  se  produce  una  demora  de

aproximadamente   una   hora   para   que   se   inicie   la   despolimerizaci6n.   Las

mutantes ECFtsz G67P y R85Q no mostraron ningdn incremento significativo de

la dispersi6n de luz, adn a concentraciones mayores de la proteina, como fue el

caso  de  ECFtsz  R85Q     que  se  increment6  hasta  2  mg/ml  (resultados  no

mostrados).

Un pafametro importante para conocer la funcionalidad de la protefna es

la  determinaci6n  de  la  concentraci6n  critica  de  polimerizaci6n  (Cc).  Este  valor

muestra  la  concentraci6n  de  protefna  libre  remanente  una  vez  que  se  ha

a[canzado  el  maximo  de  polimerizadi6n.  Un  aumento  de  este  valor se  puede

deber a la presencia de proteina inactiva que ha copurificado o a la p6rdida de

la   funcionalidad    de   la    proterna   por   las   mutaciones   introducidas.    Existe

controversia respecto al mecanismo de polimerizaci6n de ECFtsz.  El valor de la

Cc es un fiel reflejo  del mecanismo de polimerizaci6n, pues permite discriminar
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Figura   11.   Polimerizaci6n   de   la   ECFtsz  tipo  silvestre   (WT)  y  de   las
mutantes (E83Q, G67P y R85Q).  La cin6tica de polimerizaci6n se sigui6 por el
cambio  de  la  dispersi6n  de  la  luz a  90°  en  una  soluci6n  MES  50  mM  pH  6,5,
Kcl 50 mM,  Mgc1210 mM a 30 °C.  La flecha indica la adici6n de 1  mM de GTP
para dar inicio a la polimerizaci6n.
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entre un  mecanjsmo isod6smico (Cc = 0) y uno con nucleaci6n  (Cc > 0).  Con el

fin de determinar la Cc de la  ECFtsz silvestre y de la mutante ECFtsz E83Q se

registr6 la cin6tica de polimerizaci6n de estas proteinas siguiendo la dispersi6n

de  luz  a  350  nm,   despu6s  de  iniciar  la  polimerizaci6n  con   1   mM  GTP,   a

diferentes concentraciones de la proteina.  En la figura  12 se muestra el gfafico

del  maximo  de  dispersi6n  de  luz  producido  por  la  polimerizaci6n  de  la  ECFtsz

versus  la  concentraci6n  de  las  protefnas.   Las  diferentes  pendientes  de  las

lineas  rectas  reflejan  un  cambio  en  las  dimensiones  de  los  polfmeros  y  la

extrapolaci6n de las rectas al eje de la abscisa permite obtener el valor de la Cc.

Los  valores  de  la  intersecoi6n  de  las  rectas  con  el  eje  de  la  abscisa  son  40

Hg/ml    y   75    LLg/ml,    para    la    ECFtsz   tipo    silvestre   y    la    ECFtsz    E83Q,

respectivamente.  La p6rdida de la capacidad de polimerizar de las mutantes de

ECFtsz R85Q y G67P, no permiti6 determinar sus Cc.
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Figura 12. Concentraci6n crftica de la ECFtsz tipo silvestre y de la mutante
ECFtsz  E83Q.   Cada  punto  representa  el   maximo  de  dispersi6n  de  la  luz
producido por la polimerizaci6n de la protefna a las diferentes concentraciones
de  las   ECFtsz  utilizadas.   La  intersecci6n  con   la  abscisa  corresponde  a  la
minima  concentraci6n  necesaria  para que ocurra  la  polimerizaci6n,  es  decir la
concentraci6n   critica.   ECFtsz  tipo   silvestre   (0)   y   ECFtsz   E83Q   (.).   Las
condiciones experimentales son iguales a las del ensayo de dispersi6n de luz a
350 nm, a 90° mostrado en la figura 11.
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2.   Mi.croscopi.a  e/ecfroni.ca.   Con  el  prop6sito  de  identificar  e[  tipo  de

estructura de los polimeros de la ECFtsz tipo silvestre y de las ECFtsz mutantes

se tomaron  muestras desde el ensayo de polimerizaci6n cuando se alcanz6 el

maximo  de  polimerizaci6n  de acuerdo  a su  cin6tica seguida  por dispersi6n  de

luz  (figura  11).  Los tiempos  de  la toma  de  las  muestras,  despu6s de  agregar

GTP, fueron los siguientes: tipo silvestre,  5 min;  E83Q,15 min;  R85Q,  30 min y

G67P,   15  min.  En  la  figura  13  se  muestran  las  fotograffas  obtenidas  de  las

observaciones por microscopia electr6nica de las muestras  tefiidas con acetato

de uranilo al  1  °/a, como se detalla en Materiales y Metodos. Se observa que las

ECFtsz  de  tipo  silvestre  y  las  mutantes  E83Q  y  G67P  forman  polfmeros  de

diametros diferentes (figura  13a,13b y  13c).  En la tabla VI se muestra el valor

del diametro de los polfmeros de la ECFtsz tipo silvestre y de las mutantes y sus

errores estandar.  Para el calculo del namero de protofilamentos que componen

cada polimero se consider6 un ancho de 4 nm por cada protofilamento (Addinall

y  Holland,  2002).  EI  diametro  de  los  polfmeros  de  las  ECFtsz  tipo  silvestre y

ECFtsz    E83Q    fueron     13,97    nm    y    10,58    nm,     respectivamente,    que

corresponderfa  a   aproximadamente   3  y  2  protofilamentos   por  polfmero  de

ECFtsz  tipo  silvestre  y  de   ECFtsz  E83Q,   respectivamente.  Aunque  ambos

formaron polfmeros largos los polfmeros de la ECFtsz E83Q fueron mss curvos

que  los  del  tipo  silvestre  (figura   13a  y   13b,   ECFtsz  tipo  silvestre  y  E83Q,

respectivamente). A diferencia de estos dos polimeros,  la  ECFtsz G67P forma

polimeros mas corios, curvos y con 9,56 nm de diametro,  Io que corresponderfa

a 2 protofilamento de ECFtsz, figura 13c. Esta puede ser la raz6n del por qu6 en
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Sin DEAE-dextrano

Con DEAE-dextrano

Figura 13. Microscopia electr6nica en presencia y ausencia de DEAF-dextrano de
ECFtsz tipo silvestre y mufantes. Las muestras que se visualizaron provenian de la
polimerizaci6n  de  0,5  mg/ml  de  ECFtsz tipo  silvestre  y  mutante  E83Q  incubadas  en
ausencia  y  en  presencia  de  200     Hg/ml  de  DEAE-dextrano,  bajo  las  condiciones
descritas  en  la  figura  11.  Se  tomaron  50  prl  de  la  mezcla  de  incubaci6n  cuando  la
polimerizaci6n alcanz6 su grado maximo a los tiempos indicados en el texto. Se tifieron
con  acetato de uranilo al  1  % de acuerdo a lo descrito en  Materiales y Metodos y se
visualizaron  por  microscopia  electr6nica  a  50.000x,  la  barra  en  a  indica  100  nm.  a,
ECFtsz WT;  b,  ECFtsz  E83Q;  c,  ECFtsz G67P;  y d,  ECFtsz  R85Q  (no se observan
filamentos).   EI   diametro   de   los   filamentos   de   Ftsz   WT,   E83Q   y   G67P   son
aproximadamente de  11,4  nm,10  nm y 5,4  nm,  respectivamente.  El diametro de los
filamentos en presencia de DEAE-Dextran son: e, 20 nm (ECFtsz wt); f,16 nm (ECFtsz
E83Q); g, 30 nm (ECFtsz G67P) y h,12,8 nm (ECFtsz R85Q).
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Tabla  VIl.  Diametro  de  los  polimeros  de  ECFtsz  observados  por  microscopia
electr6nica y ndmero de protofilamentos.

ECFtsz
Diametro, Ndmero de Diametro, Ndmero de

del polimero Protofi]amentosb del polimero Protofilamentosb
(nm) sin Dda sin Dda (hm) conDda Con Dda

Tiposilvestre 13,97±2,23 3 20,02±1,17 4

E83Q 10,58±1,37 2 15,37±2,05 3
G67P 9,65±1,48 2 29,42±1,34 6
R85Q Noobservado -

14,3±1,17 3

a Dd = 200 Hg/ml de DEAE-dextrano.
b  E[  ndmero  de  protofilamentos  se  calcul6  dividiendo  el  diametro  del  polfmero

por 4 nm, que corresponde al ancho de un protofilamento.
EI  error esfandar se  calcul6  a  partir del  promedio  de  los  diametros  de  varios
polimeros.  El  diametro de cada  polfmero se determin6 como el  promedio de 4
medidas en diferentes lugares del polfmero.
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el ensayo de polimerizaci6n  por dispersi6n de luz no se observ6 un incremento

en la curva de polimerizaci6n al agregar GTP.  Consistente con el resultado del

ensayo  de  la  dispersi6n  de  luz,  en  la  microscopia  electr6nica  de  la  ECFtsz

R85Q, figura 13d no se observ6 polfmeros.

DEAE-dextrano  es  un  policati6n  que  induce  la  formaci6n  de  laminas.

Para identificar el efecto de este policati6n sobre la formaci6n de los polimeros

de  las  mutantes  de  ECFtsz,  se  utiliz6  el  mismo  protocolo  del  ensayo  anterior

pero en  presencia de 200 pug/ml de DEAE-dextrano.  En la figura  13 se observa

que en  presencia de este policati6n todas las ECFtsz forman  laminas rectas o

curvas que  presentan  un  mayor contenido de protofilamentos que en ausencia

de DEAE-dextrano.  La ECFtsz tipo silvestre forma polimeros mss largos, curvos

o  rectos,  en  ausencia y  presencia  de  DEAE-dextrano,  respectivamente  (figura

13e).   El  diametro  de  las  laminas  de  ECFtsz  tipo  silvestre  en  presencia  de

DEAE-dextrano  es   casi   el   doble   que  en   su   ausencia.   Esta   caracteristica

tambien  se  observa en  las  laminas formadas  por la  ECFtsz  E83Q  (figura  13f).

Sin  embargo,  en  esta  mutante  se  observan  laminas  curvas  en  ausencia  del

policati6n  que tienden  a  ser rectas  y cortas  en  presencia  de  DEAE-dextrano.

Los  polfmeros  de  ECFtsz  G67P  en  presencia  de  DEAE-dextrano  mostraron

laminas con  un ancho mayor que las formadas por la ECFtsz tipo silvestre y la

mutante  E83Q.  El ancho de la lamina de  la  ECFtsz G67P fue de 29,42 nm,  Io

que corresponde aproximadamente a 6 protofilamentos asociados. Tambi6n se

observ6 Ia presencia de anillos formados por 5 protofilamentos con un espesor
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de 26,46  nm  (figura  13g).  La mutante ECFtsz R85Q mostr6 escasos polrmeros

por  campo  en  presencia  de  DEAE-dextrano  como  se  puede  observar  en  la
\

figura  13h.  No obstante,  se pudo medir el diametro de estos polimeros que fue

de  14,3  nm,  lo que corresponde  a 3  protofilamentos asociados.  Estas  laminas

fueron las de menor ancho al compararlas con las obtenidas para la ECFtsz tipo

silvestre (figura 13e) y las mutantes E83Q (figura 13D y G67P (figura 13g).
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DISCUSION

En este trabajo de tesis se construyeron tres mutantes de ECFtsz, una en

el  "loop"  S3-H3  (G67P)  que  le  confiere  rigidez  al  "loop",  otra  en  la  helice  H3

(E83Q)  que elimina una carga negativa y otra en esta misma h6lice (R85Q) que

elimina  una  carga  positiva.  Se  determin6  que  la  sobrevida  de  las  mutantes

disminufa  de  la siguiente  manera:  E83Q  >  G67P  >  R85Q.  Para explicar estos

resultados se analiz6 la polimerizaci6n y la actividad GTpasica de las mutantes

y  por  microscopfa  electr6nica  se  encontr6 que  el  ntimero  de  los  polfmeros  de

ECFtsz por campo observado disminufa de la siguiente forma:  E83Q > G67P >

R85Q.   Tambi6n   se   comprob6   que   la  actividad   GTpasica   disminuia  en   el

siguiente orden:  G67P >  E83Q >  R85Q.  Estos resultados indican que solo hay

relaci6n  directa  entre  la  sobrevida  y  la  polimerizaci6n  de  la  protefna  para  las

mutantes construidas.

Es  importante  destacar que  los  metodos  utilizados  hasta  la fecha  para

evaluar  el  efecto  de  las  mutaciones  sobre  la  viabilidad  de  las  c6Iulas  no  son

capaces   de   cuantificar  niveles   intermedios  de  funcionalidad   asociada  a   la

divisi6n celular,  pues se cuantifica en t6rminos del todo o nada.  Es asi, como se

considera una mutante de ECFtsz no funcional si las c6Iulas en medio lfquido, al

incubar toda  la  noche  a  temperatura  restrictiva  (42  °C)  no  muestra turbidez y

crecen  como filamentos  (Lu,  et al.,  2001,  Bi y  Lutkenhaus,1990,  Wang,  et al.,

1997).   La   metodologfa   desarrollada  en   este  trabajo  de  tesis  hace  posible
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cuantificar la funcionalidad de la ECFtsz en celulas en crecimiento mediante un

protocolo  sencillo  como  se  detalla  en  Materiales y M6todos.  La virtud  de este

m6todo  es  que  permite  evaluar  pequefias  diferencias  en  la  viabilidad  celular

cuando se crece la mutante a temperatura restrictiva,  porque al no expresarse

la  ECFtsz  tipo  silvestre,   Ia  divisi6n  celular  se  debe  solamente  a  la  ECFtsz

mu{ante.   Esta   caracterfstica   es   la   que   no   se   encuentra   en   los   m6todos

habitualmente utilizados.

La  carencia  de  una  relaci6n  directa  entre  la  actividad  GTpasica  y  el

porcentaje   de   sobrevida   de   las   ECFtsz   mutantes   no   es   un   resultado

sorprendente,   pues  existen   mutantes  de   ECFtsz  que  tienen   severamente

afectada  la  actividad  GTpasica  y  la  polimerizaci6n,  pero  aun  son  capaces  de

sobrevivir a temperatura restrictiva, como es el caso de la mutante Z84, cuando

se sobreexpresa la ECF{sZ con la mutaci6n G105S (Bramhill y Tompson,1994).

Lo mismo se observa en el caso de la mutante Z2, con la mutaci6n de ECFtsz

en  D212G,  cuando  no  es  sobreexpresada  (Mukherj.ee,  et  al.,  2001).  En  esta

misma mutante la sobreexpresi6n de la ECFtsz (D212G) induce la formaci6n de

polfmeros  y  muestra  una  baja  eficiencia  en  la  hidr6lisis  de  GTP  (Mukherjee y

Lutkenhaus,  1994,  Mukherjee,  et al.,  2001).  Tambi6n  existen  mutantes que no

sobreviven a temperatura restrictiva pero muestran activjdad GTpasica y no son

capaces de polimerizar,  como la mutante Ftsz32o (mutante trunca en el extremo

carboxilo   terminal)   (Wang,   et   al.,   1997).   Estos   resultados   en   su   conjunto

sugieren que la actividad GTpasica no es esencial para la funci6n de la ECFtsz

y  que  la  formaci6n  de  polfmeros  es  necesaria  para  que  se  lleve  a  cabo  la
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divisi6n  celular.   Nuestros  resultados  de  sobrevida,  polimerizaci6n  y  actividad

GTpasica son consistentes con lo descrito anteriormente.

A continuaci6n se discutifan en detalle los resultados comespondientes a

cada  una  de  las  ECFtsz  mutantes en t6rminos de su construcoi6n,  viabilidad y

su  respectiva caracterizaci6n de la polimerizaci6n y la actividad GTpasica,  con

el  objeto  de  establecer  una  relaci6n  entre  la  estructura  y  la  funci6n  de  la

proteina.

Construcci6n  de  las  mutaciones  puntuales  en  ftsz.  El  alineamiento

de las secuencias aminoacidicas de Ftsz, de trece organismos pertenecientes a

ocho  Familias  diferentes  (ver  figura  14),   muestra  una  alta  conservaci6n  de

aminoacidos  en  la  regi6n  de  la  h6Iice  H3  y  un  porcentaje  menor en  un  "loop"

formada entre S3-H3.  No ha sido demostrada la participaci6n de este "loop" en

la actividad GTpasica ni en la formaci6n de protofilamentos.  En la secuencia del

"loop"  S3-H3  de  ECFtsz,  formado  por  14  residuo de aminoacidos,  se encontr6

que  7  son  residuo  apolares  conservados,  de  los cuales  5  son  glicinas,  que  le

confieren movilidad a este "loop".  En general "loop" de este tipo son flexibles, se

encuentran   expuestos   en   la   superficie   de   la   protefna   y   participan   en   la

interacci6n con otras proteinas (Janin y Wodak,  2002),  como es el caso de la

tubulina (Nogales,  et al.,1999).

En    la   estructura   modelada   de    ECFtsz   a    partir   de   la   estructura

tridimensional  de  Ftsz  de  M. /.annasch/./. (MjFtsz)  se  puede  observar que  este

"loop" se encuentra expuesto en la cara izquierda pr6xima a la helice H3.  Por lo

tanto, dadas sus caracteristjcas y su cercania a la h6Iice H3, se postul6 que

59

jE;;&FA,f



Alineamiento de secuencias aminoacidicas de ]as Ftsz

Bacillus  subtilis
Enterocoacus  hirae
Mycobacteriuri  tuberculosis
Streptomyces_coelicolor
Nostoc_sp._PCC_P
thabaena_sp
cp_Guillardia  theta
p_Cyanidioschyzon_merolae
cp_Mallomonas_splendens
p_Chlamydomonas  reinhardtii
p_Oryza_sativa
Escherichia  coli
mt  Mallomonas_splendens

Bacillus  subtilis
EnterocoEcus  hirae
Mycobacteriu=  tuberculosis
Streptomyces_coelicolor
Nostoc_sp._PCC_P
Anabaena_sp
cp_Guillardia  theta
p_Cyanidioschyzon_merolae
cp_Mallomonas_splendens
p_Chlamydomonas  reinhardtii
p_Oryza_sativa
Escherichia  coli
mt_lfallomonas_splendens

Bacillus  subtilis
Enterocoacus  hirae
Mycobacteriu=  tuberculosis
Strepto"yses_coeL±color
Nostoc_sp._PCC_P
Anabaena_sp
cp_Guillardia  theta
p_Cyanidioschyzon_merolae
cp_Mallomonas_splendens
p_Chlamydomonas  reinhardtii
p_Oryza_sativa
Escherichia  coli
mt  Mallomonas_splendens

Bacillus  subtilis
Enterocoacus  hirae
MycobacteriuEa  tuberculosis
Streptolnyces_coelicolor
Nostoc_sp._PCC_P
jinabaena_sp
cp_Guillardia  theta
p_Cyanidioschyzon_merolae
cp_Mallomonas_splendens
p_Chlamydomonas  reinhardtii
p_Oryza_sativa
Escherichia  coli
mt_Mallomonas_splendens

Bacillus  subtilis
Enterocoacus  hirae
Mycobacteriun_tuberculosis
Streptomyces_coelicolor
Nostoc_sp._PCC_P
inabaena_sp
cp_Guillardia_theta
p_Cyanidioschyzon_merolae
cp_Mallomonas~splendens
p_Chlamydomonas  reinhardtii
p_Oryza_sativa
Escherichia  coli
mt  Mallomonas_splendens

-------------------- MTI,DNNQEI,TYRNSQSI,GQPGFSIAVNSSN  30

---------------------------------------NIFIQN-----6
-ENIRTpljsARGEARAAYAAFVPATGTVWSASRHRS I,GRSY FTASRPGT L   4 9

---------------------------------------- USAACSSSA  10

--------------------- MRITGANRILSI,SRIRHFSDGASIINKAFI]  2 9

----------------in,EFETNIDGLAs---------------------
---------------REFSIDNNINDGAV---------------------
-------------------MTPPENliAV-I-------------------
-------------------MAAPQNII-PN---------------------
PENHSGLNFGQNNDSFQ{ISVENNRIGEIVPGRVEN---------------
-------------------MENNRIGEIVPGRVAN---------------
-IKcxQFDI¢orlFKTIN-KFRCRSQSLIKSNISEDSFEN-----QElsss
QPI]CSSRGKRENVDWI.RSAMRVQENGASYPGRGNDRQLSSLPLSSDSSAP

--mTI]svQRQRcvAPGARARAPARRI,vRljyAssD---------------
SALVRLTGPIHLCSAPPRGSARRRHASVRCSFAPVETAR-----------
----------------REpml.TNDAv----------------------
RSVKPGVKPEQYDSRSGNSSQAQSTEHVKDKFVEPGNI]RFRTG-EYITEF

---IrvlGVGGGGNNAVNRMIENEVQGVE¥IAINTDAQAIINI,sK--AEVK
---IKVIGVGGGGGNAVNRMIEENVKGVEFITENTDVQALENSK--AETV
---IKvVGIGGGGVNAVNRMIEQGI.KGVEFIAINTDnQALLMSD--AI)vK
---IKVIGVGGGG:VNAINRMIEVGI.KGVEFIAINTDZ\QAIlh4SD--ADVK
---IrvlGVGGGGGNAVNRMIESDvsGVEENslNTDAQELTljAG--ApsR
---IrvlGVGGGGGNAVNRMIESDvsGVEENslNTDAQALTIAG--ApsR
PCVIKVIGVGGGGGNAVNENG-GVEGVEFWSINTDAQALSRS--I.APNT
pcLIKvlGVGGGGGNAVNRIunDTGlsGVErmlNTDVQAI.leas--AAHHT
--------------------------GVEI,WVVNTDAQELSRS--SAKRR
QAIIrvljGVGGGGSNAVNNMVNSDVQGVEFwlENTDAQALATspvNGKCK
---IKVVGVGGGGNNAVNRMIGSGI.QGIEFYAINTDSQALLNS--QAQYP
---IKvlGVGGGGGNAVEm4vRERIEGVEFFAVNTDAQAI.RKTA--VGQT
I,pKlcvFGVGGGGCNAVNNMIARKI.sGVEFvcENTDAQHLSTCL--Tmur

*..*           ***,  *   *

MQIGnKI.TRGI.GAGENPEVGKKAAEESREQIEEAI.KGAIowFVTAGMGGG
IQLGPRTTRGLGHGSQPEVGQKZREESEQAIREALDG"IFlq:Z\C"GGG
LDVGRDSTRGI,GAGADPEVGRKRAEDAKDEIEELLRGADMVFVTAGEGGG
LDVGREljTRGLGAGANPAVGRRAAEDHREEIEEvl.KGADMvrvTAGEGGG
IjQIGQK1]TRGLGAGGNPAIGQKAAEESRDEIZITALEGADLVFITACMGGG
LQIGQKI,TRGliGACRENPAIGQKZ\AEESRDEIATAljEGADLVFITAGMGGG
CNIGAK1,TRGLGAGGNPEIGRRAAEESRDI,IAEAVSAGDLVFVTAGMGGG
LslGNKLTRGLGAGGNPEVGRIcaAEEscDQIAEAVRGADI.VFVTAGMGGG
INIGKvljsRGI]GAGGNPAIGAKAAEESREEIMAVVENADljvFVTAGMGGG
vQIGGKLTRGLGAGGNPEIGAKAAEESRDslARAI.QDTDAvrvTAGMGGG
LQIGEQI,TRGLGTGGNPNLGEQAAEESKEAIAVALKDSDljvFITAGMGGG

QIGSGITKGLGAG PEVGRNAADEDRDAL EGADM\rFIAAGMGGG
IADANM\/FITAGMGGG

•:*           ==***    *.=*       *    .**=:        :     :           i           i::*=:**    ***

TGTGaApvlAQIAKDLGELTVGvvTRPFTFEGRKR--QI.QAAGGlsArmG
TGTGAAPIVAGIAKEI]GALTVGWTRPFTFEGPKR--GRFAAEGIARLKE
TGTGGAPVVASIARKLGAljTVGVVTRPFSFEGKRR--SNQRENGIAALRE
TGTGGAPVV:ANIARSzfiz\LTIGVVTRPFTFEGRRR--ENQREDGIAELRE
TGTGAAplvAEVAKEMGAI.TVGvvTRprvFEGRRR--TSQAEQGIEGI.Ks
TGTGAAPIVAEVAKEMGALTVGVVTRPFVFEGRRR--TSQAEQGIEGLKS
TGSGAAPIVAEVAKEMGCLTVGVVTKPFAFEGKRR--MQQENDAILNI,EN
TGSGAAPVVAEAAREQGCI,TVGVVTKPFAREGRKR--ENQALEAIEALRE
TGSGAAPVVAECZ\KRAGALTVGVVTKPFGFEGRKR--MQQENAILEMKD
TGSGAAPVVAEVAREI.GII.TVGIVTTPFTFEGRQR--AQQARSAIENLRA
TGSGAApvvAQlslalAGyl.TVGWT¥PFSFEGRF&sl,QASAIEAIEKI.ER
TGTGAApvvAEVAKDljGILTVAvvTKPENFEGKKR--urAEQGITELSK
TGTGAApvvREvcREKDILTVAvvTKPFSFEGKHR--zmlLENEGIRSLED
**:*.**::*       .     .     .    **:.=**    **    ***    :*                *          .        .
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Bacillus  subt:ills
Enteroco€cus  hirae
Mycobact:eriuri  tuberculosisi
Streptolnyces_coelicolor
Nostoc_sp._PCC_P
jinabaena_sp
cp_Guillardia_t:heta
p_Cyanidioschyzon_merolae
cp_Mallomonas_splendens
p_Chlanydomonas  reinhardtii
p_Oryza_sativa
Escherichia  coli
mt  Mallomonas_splendens

Bacillus  subtilis
Enterocoacus  hirae
Mycobacteriuri  tuberculosis
Streptomyces_coelicolor
Nostoc_sp._PCC_P
inabaena_sp
cp_Guillardia  theta
p_Cyanidioschyzon_merolae
cp_Mallomonas_splendens
p_Chlanydomonas_reinhardtii
P_Oryza_sativa
Escharichia  coli
mt_lfallomonas_splendens

Bacillus  subtilis
Enteroco€cus  hirae
Mycobacterium_tuberculosis
Streptomyces_coelicolor
Nost:oc_sp._PCC_P
Anabaena_sp
cp_Guillardia  theta
p_Cyanidioschyzon_merolae
cp_Mallomonas_sp.Iendens
p_Chlanydomonas  reinhardtii
p_Oryza_sativa
Escherichia  coli
mt  Mallomonas_splendens

Bacillus  subtilis
Enterocoacus  hirae
MycobacteriuE  tuberculosis
Streptomyces_coelicolor
Nostoc_sp._PCC_P
Anabaena_sp
cp_Guillardia  theta
p_Cyanidioschyzon_merolae
cp_Mallomonas_splendens
p_Chlamydomonas  reinhardtii
p_Oryza_sa.tiva
Escherichia  coli

omt  Mallomonas_splendens

Bacillus  subtilis
EnterocoEcus  hirae
Mycobacterium_tuberculosis  0
Streptomyces_c:oelicolor
Nostoc_sp._PCC_P
inabaena_sp
cp_Guillardia  theta
p_Cyanidioschyzon_merolae
cp_Mallomonas_splendens
p_Chlamydomonas  reinhardtii
p_Oryza_sativa
Escherichia  coli
mt  Mallomonas_splendens

AVDTI,IVIPNDRII.EIVDENTPMLEAFREADNVI,RQGVQGISDI,IATPGL
NVDTI.I.IISNNRLLEvvDKKTELEAFREADNvl]RQGVQGlsDLITjapGy
SCDTljlvIPNDRI,I-QMGDAAVSLMDAFRSADEVI,LNGVQGITDI.ITTPGL
EVDTI,IVIPNDRLlisISDRQVSVI.DAFKSAI)QVLLSGVQGITDI.ITTPGL
RVDTljlllpNNKLLEvlpEQTpvQEAm¥ADDvl.RQGVQGlsDIITlpGlj
RVDTI,IIIPENKLLEVIPEQTPVQEAFRYADDVLRQGVQGISDIITIPGL
KVDTLIVVSNDKI,LQIVPDNTPI,QDAFSVADDII,RQOwGISEIIVRPGI,
SVDTI,IVVSNDKI.LQIVPENTPLQDAERVADDILRQOwGISDIIIRPGL
rvDTLlvvsNDKI,LKlvpDNTPLTEAFI,vADDILRQGvvGITEIIVKPGL
AVDT1,IVIPNDRLI,SAMDSNVPIKDAFKIADDVLRQGVKGISEIITVPGL
SVDTLIVIPNDRLLDVVDENTPI]QDAFLI.ADDvliRQGVQGISDIITIPGlj
HVNS1,ITIPNDKLI]KVLGRGISI,LDAFGENDVI,KGAVQGIAELITRPGL
RVDTLIIIPNQNIFICLINASTSMADAFGI.ADDILI.AGVKSITDIMVRPGI,

:=*:     :.*=.::.                     .:     :**       *:i:*        .*    .*:i:i        **

INLDFADVKTIMSNKGSA"GIGIATGENRAAEzumlsspl,LE--AAI
vNljDFADVKTVIENeeTAIMGIGVASGEERvlEATKRAlsspLLE--Tsl
INVDFADVKGIMSGAGTAIMGIGSARGEGRSI.KAAEIAINSPLI.E--ASM
INLDFADVKsvMSEAGSAIMGIGsrmGDDRAVAAAEmlsspl.I,E--Asl
VNVDFADVRAVI"AGSAIMGIGVSSGKSRAREAAIAAISSPI,LE--CSI
vNVDFAI>vRAvmDAGSA"GIGvssGKSRAREAAIAAlsspLLE--csl
INvl>FADVRsvunAGSAIMGIGTGSGKTRAQDAAVRAlsspl,I,D--Fpl
INVDFADVRsVImHAGSAIMGIGTGSGKSRAHDAAVAAlsspl]I.D--Fpl
vNVDFADVRTIMCINAGTAljMGIGHGKGra`iRAKDAALSAlsspl.I,D--Fpl
VNVDFADVRAIMAGAGSSIMGQGYGSGPRRASDAALRAISspljl.E--VGI
vNVDFADVKAVMIOTSGTrmGVGvsssENRAQEAAEQATLAPLIG--ssr
rINVDFADVRTVMSEMGHArmuiGSGVASGEDRAEEAAE}mlsspl,LED-IDI,
INLDFADVRTVMSGMGHAIMGTGQAEGEDRAIRAANDAINNPI.LGGDFSV
:*:*****:     :*          *    :==*    *    .     .        *          *:        *          **:                  :

DGAQGVLENITGGTNI.SLYEVQEAADIVASAS-DQDVNMIFGSVINENljK
DGAEQVLINITGGI.rmljFEAQDusDlvENAA-TGDVNIII.GTslNEEMG
EGAQGVIMSIAGGSDLGliFEINEAASI.VQDAA-HPI)AVIIFGTVIDDSLG
DGFRCIVLLslscasDneLREINEAAQIVsE:Az+HPENliFGAVIDDAIG
EGARGVVFNITGGSDI.TljREVNARETIYEVV-DENENIIFGAVIDDRI.Q
EGZ\RGVVENITGGSDLTljREVNAAAETIYEVV-DPNENIIFGAVIDDRLQ
EKzmGlvENITGGQDMTI.HEINSAAEvlyEAv-DSNENIIFGAI]vDDNME
ERAKGlvFNVTGGEDMTljREINQAAEvlyEAv-DPNENIIFGALIDQQrE
TRAKGlvFNlvGGSDMsl,QEINAAAEvlyENv-DQDENIIFca\M\rDDloIT
ERATGvvENITGppNMTLREVNEAAEII¥Drv-DPNENLIFGAvvDSTI.p
EAATGVVYNITGGKDITliQE`INKVSQIVTSLA-DPSENIIFGAVVDDRYT
SGARGVI.VNITAGFDI.RI-DEFETVGNTIRAFA-SDNATVVIGTSI,DPDEN
RSAI(GMI.vNITGGKDI]TLVEVDnAAQRITSEIEDEDANvlFGssFDESLQ

*        i:     .:     .        ::    *    *    :     ...     i                         ...i:s*:     .:

D-EIVVTVIATGFIE--QEKDVTKPQRPSLNQS----------------I
D-EIEIVTvlplTGIDESKKEFacssRPARQTQMQssTQKTVLDtroQAKplsA
D-EVRVTVIRAGFDVSGP--GRKPVMGETGGAHRIE--------SARAGK
D-EVRVTvlmGFDGGQPpsREDNvl,Gsss-AKREE--------pTpjmp
G-EVRITVIATGFTGEIQAAP-------QQNAENA---------RVVAAP
G-EVRITVIATGFTGEIQAAP-------QQNAANA---------RVVSAP
N-EISITVVATGFTQPNDSK------------------------FFSTKS
s-ElslTvvATGFPQPNESENSGGsssTLNATANE---------FTQAen
SGEVSITVI.ATGFSTDYFSNDGSGLENI.PPNRLSP---------PKTVGS
DDTvslTIIATGFG-HVEPELGAlrmRGSRAAAm---------SPRVAA
G-EIHVTIIATGFPQSFQKS------------LLA---------DPKGAR
D-ELRVTVVATGIGMDKRPEITLVTNKQVQQPVMDR--------YQQHGM
G-SIRVSIVATGIEAP------------------------------GAAA
.           i       ==::*=*:

KTENQsvplaimKRE---------------EPQQQNTVsR----------
EEENSSFGDWDIRREQNVRPRVEETNFEPIEKKEFDTFNRE---------
LTS-TLFEPVDAVS------------VPLHTNGATLSIG-----------
SESRPSFGsliGSVKPKE-----EPEPAPVPEPVADlipvspppvpps----
PKRTPTQTpliTNSPAPT------------PEPKEKSG-------------
PKRTPTQTPI.TNSPAPT--~---------PEPKEKSG-------------
AVDFSKlyl)Nla(TKSTy------------zGSRAEFs-------------
ApsspKLGGTSRRGGIA------------ADTATHFGRmGARRPAPGPQ
AKSYSEYEPPSTPKAEE------------RDSEYI.SADI)I,TDE-------
AmlAPAAAAAAASEADG------------QljpRVLGGGpvRSAMvp----
nEz\IcalaANI,T¥KAVA------------AATVQPAp-------------
APLTQEQKPVAKVVNIN------------APQTAKEP-------------
A:TunvlR-------------~--~---------------------~---

61



Bacillus  subtilis
Enteroco€cus  hirae
Mycobacteriuil  tuberculosis
Streptomyces_coelicolor
Nostoc_sp._PCC_P
Anabaena_sp
cp_Guillardia  t:heta
p_Cyanidioschyzon_merolae
cp_Mallomonas_splendens
p_Chlamydc>monas  reinhardtii
p_Oryza_sativa
Escherichia  coli
mt_Mallomonas_splendens

------------HTSQPADDTI.DlpTFI,RNRNroiG-
------------ETKZ\KGDDEI.STPPFFRSK-----
----------------GDI)DDVDvppFrmR------
-----------RTYSDSAAEEI.DVPDFLK-------
---------------------LDIPDFLQRRRPPEN
---------------------LDIPDFliQRRRPPEN
--_----------------------DI,WKKFT----
VPPPNRQVTPPPPQPGPSRTIGNIPDFI,RRFQK---
----SKERDQDGKKDEEKPKGGGFRGFIFRI]FS---
----PVTTAAPETPGGASSSGVEIPAFLRRRRVQGK
-----------------------AATWSRRljFS---
-------------------DYI]DIPAFljRKQAD---

Figura 14. A]ineamiento de secuencias aminoacidicas de ]as Ftsz.  En los
recuadros  se  indican  las  secuencias  aminoacidicas  que  corresponden  a  las
estructuras   secundarias   donde   se   encuentran   las   mutaciones.    EI   primer
recuadro muestra el "loop" S3-H3 y el segundo la helice H3.
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ambas  estructuras  participarfan  en  las  interacciones  longitudinales o  laterales,

necesarias para la  formaci6n del polimero de ECFtsz.

Las tres  mutantes construidas suplementan  el trabajo que se ha  hecho

con   mutantes   de   ECFtsz   para   entender  las   interacciones   que   median   la

formaci6n de polimeros, pues estas interacciones han permanecido veladas. En

la tabla Vlll se ha hecho un  resumen de las mutantes de ECFtsz utilizadas con

el  prop6sito  de  conocer la  relaci6n  entre  la  estructura y  la funci6n.  En  ella se

muestran   las  caracteristicas  en  cuan{o  a  la  viabilidad  de  las  mutantes,   la

polimerizaci6n y la actividad GTpasica de ECFtsz de cada una de ellas.

En esta tabla se muestran las caracteristicas de las mutantes de ECFtsz

existentes hasta la fecha. En la columna 2 y 3 se puede observar la localizaci6n

de   las   mutaciones   introducidas   en   la   estructura   terciaria   y   secundaria,

respectivamente.  La localizaci6n de las mutaciones en la estructura terciaria se

indica  de  acuerdo  a  su  homologia  estructural  con  la tubulina  (Nogales,  et al.,

1999).  La tubulina de acuerdo a su localizaci6n en los micrott]bulos presenta un

"arriba" en la a-tubulina que corresponde a la superficie de contacto entre esta y

la or-tubulina vecina en el sentido - a + en un protofilamento, o el "arriba" de la

a-tubulina  que corresponde  a  la superficie  de  contacto  con  la  P-tubulina  en  el

heterodimero  (Amos,  2000).  Se  define  un "frente" como  la superficie expuesta

de   la   tubulina   hacia   el   exterior  del   microtdbulo   y   un   lado  "izquierdo"   que

comesponde  a  la  superficie  entre  protofilamentos  a  la  izquierda  al  mirar  el

microtdbulo desde el exterior. La misma nomenclatura se utiliza para la Ftsz al
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superponer su estructura tridimensional con la de la tubulina. En la columna 4, 5

y   6    se    muestran    la   viabilidad    representada   como   complementaci6n    a

temperatura restrictiva, el porcentaje de actividad GTpasica con respecto al tipo

silvestre y la polimerizaci6n ;.n wt.fro,  respectivamente.  Debido a que la viabilidad

de las mutantes de ECFtsz generadas en este trabajo de tesis se representaron

en  porcentaje de sobrevida se hace difieil comparar nuestros resultados con la

viabilidad de las mutantes que se listan en la tabla VIIl.  Por esto, se comparafa

el  efecto  de  las  mutaciones  introducidas  sobre  la  actividad  GTpasica  y  la

polimerizaci6n.

Las mutaciones en  las regiones de la cara de "abajo" de la ECFtsz que

no presentan un contacto directo con la superficie expuesta hacia arriba del sitio

del  nucle6tido,  las  mutaciones  en  la  superficie  del  "frente"  y  de  "at fas":  son

viables,   forman   polfmeros  y  muestran  actividad  GTpasica.   Como  se  habia

sefialado  antes,   la  actividad  GTpasica  no  muestra  corre]aci6n  directa  con

respecto a la viabilidad,  pues en algunas mutantes la actividad se ve inducida y

en  otras  disminuida.  Esto  sugiere  que  las  mutaciones  en  las  regiones  antes

mencionadas no afectan la funci6n de la ECFtsz en la divisi6n celular.

Las mutaciones introducidas en  el sitio del  nucle6tido "arriba" y la regi6n

de  contacto con  el  sitio  del  nucle6tido,  "abajo",  tienen  una actividad  GTpasica

reducida,  en  un  intervalo de 5 a 38 %, todas no forman polimeros a diferencia

de  las  mutaciones  introducidas  al  aspartato  209  (D209)  y  212  (D212),  que

participan  en  la activaci6n de la  hidr6Iisis de GTP.  Todas las mutantes que se

muestran en la tabla,  excepto D212 son letales.  Esto indica que las mutaciones
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en  las  dos  zonas  de  contacto  en  la  regi6n  del  sitio  del  nucle6tido,  aunque

inhiben  la  actividad  GTpasica  no  son  esenciales  para  la  polimerizaci6n.  Por

esto,   concluimos   que   la   actividad   GTpasica   es   una   consecuencia   de   la

polimerizaci6n y su papel mas bien es importante para la despolimerizaci6n.

Las  mutaciones  en  las  caras  laterales  muestran  actividad  GTpasica,

polimerizan   j.n   vt.fro  pero   no  son   capaces   de  complementar  ;.r7   vi.vo.   Estos

resultados  sugieren  que  estas  zonas  son  necesarias  para  la  funci6n  de  la

ECFtsz  en  la  divisi6n  celular.  Una  explicaci6n  razonable  es  que  de  manera

indirecta  las  mutaciones  afectan  la  estabilidad  del  anillo Z i.n  vivo.  El  carboxilo

terminal  de  la  ECFtsz  interactt]a  de  manera  directa  con  la  FtsA  y  la  ZipA

(Errington,  et  al.,  2003;  Ohashi,  et  a[.,  2002),  que  son  proteinas  que  forman

parfe del divisoma (figura  1).  Se piensa que la interacci6n de la ECFtsz con las

dos proternas estabiliza el anillo Z,  por tanto una de las posibilidades es que la

zona donde se introdujeron  las mutaciones afecte la interacci6n con estas dos

proternas y con  esto disminuya  la estabilidad  del  anillo.  Las dos  mutantes que

afectan  la  h6lice  H3  de  la  cara  lateral  izquierda,  glutamato  83  y  arginina  85,

como  se  muestra  en  los  resultados,  reducen  la  viabilidad  en  un  orden  de

magnitud  y  3  6rdenes  de  magnitud,   respectivamente,   con   respecto  al  tipo

silvestre.  Estos  resultados  hacen compatible la funcionalidad de la  ECFtsz con

la viabilidad de las mutantes.  Es interesante mencionar que si se hubiese usado

el    m6todo    convencional    de    complementaci6n,    base    de    los    resultados

presentados en la tabla VIII, estas mutantes no hubiesen sido viables.  Por esto,

66



pensamos   que   se   hace   necesario   revisar   los   datos   de   la   tabla   VIII   y

compararlos con los obtenidos al usar la metodologia introducida en esta tesis.

6C6mo   podemos  explicar  entonces  el  efecto  de  las  mutaciones  en

t6rminos mss moleculares?

Las mutaciones  E83Q y  R85Q se encuentran  en  la  regi6n  denominada

h6Iice H3 que esta formada por 2 h6lices que tienen un total de 5 vueltas.  Entre

la tercera y la  cuarta vuelta  existe  un  pequefio quiebre de la  h6Iice,  donde se

encuentran  estos  aminoacidos,  expuestos  en  la  superficie  (ECFtsz  modelada

por Arbildua y Nova, resultados no publicados).

El efecto del cambio del glutamato en la mutante ECFtsz E83Q se puede

explicar  de  la  siguiente  manera:  el  glutamato  es  un  aminoacido  de  cadena

lateral   del   mismo   largo   que   la   glutamina   y  capaz  de  formar  puentes   de

hidr6geno  con  dadores  de  hidr6geno  que  calcen  con  los  oxfgenos  del  grupo

carboxilo,   como  la  arginina,   con  qui6n  tambi6n  forma  un  puente  salino.   La

glutamina tambi6n  puede formar puentes de  hidr6genos y no forma  un  puente

salino,  la diferencia  radica en que el  glutamato posee  un  oxfgeno en  lugar del

grupo  NH2  de  la  glutamina.  Esta  mutaci6n  puede  influir  sobre  la  interacci6n

lateral,  si  esta  es favorecida  por  una  interacci6n  electros{atica  a  distancia en

que participa la carga del glutamato. Si el quiebre de la h6lice H3 participa en la

interacci6n  lateral  y  se  encuentra  estabilizado  por  la  carga  del  glutamato,  la

mutaci6n  puede  inducir un  cambio conformaciona]  en  esta  regi6n  de la  helice,

que  desestabilice  la  interacci6n  lateral.  Por  lo  tanto,  cualquiera  de  estas  dos

situaciones   por  si  solas   o   en   su   conjunto   explican   la   disminuci6n   de   la

67



polimerizaci6n   debido   a   un   debilitamiento   de   la   interacci6n   lateral,   como

muestran los resultados de microscopia electr6nica,  donde el ndmero promedio

de  protofilamentos  es  menor  en  la  mutante.  EI  aumento  de  la  concentraci6n

critica  de  la  mutante  E83Q  apoya  esta  hip6tesis,  pues  es  producto  de  una

disminuci6n de la polimerizaci6n.

Las mismas explicaciones dadas para la mutante E83Q son validas para

la  mutante  R85Q,  pues  la arginina  posee  una cadena  lateral  mas  larga que  la

glutamina,  puede formar un  puente salino y dos puentes de hidr6geno a trav6s

del  grupo  guanidinio,  a  diferencia  de  la  glutamina  que  solo  puede formar dos

puentes de hidr6geno,  a trav6s de su grupo amida. AI t6rmino de  las primeras

tres  vueltas  de  la  helice  H3,  en  el  sentido  amino  i  carboxilo  terminal,  se

encuentra  el  aminoacido  D82.  La  secuencia  del  quiebre  de  la  h6lice  H3  que

contiene a la arginina es  E83D84R85 y al comienzo de las dos dltimas vueltas

de  la  misma  h6lice  esta  el  aminoacido  D86.  Una  explicaci6n  plausible  para  la

formaci6n   de]   quiebre   es   la   concentraci6n   de   amjnoacidos   con   cargas

negativas,  que se ve interrumpida por la arginina 85 que estabiliza la formaci6n

de  las  dos   dltimas  vueltas  de  la  h6lice   H3.   El  cambio  de  la  arginina  por

glutamina  puede tener un efecto desestabilizante sobre  las dltimas dos vueltas

que podrfa ser el responsable de la p6rdida de interacoi6n lateral por el cambio

conformacional  inducido.  EI  efecto  de  las  dos  mutaciones sobre  la  interacci6n

lateral  se  puede  explicar por una  disminuci6n  de  la constante de equilibrio  de

elongaci6n  que es  inversamente  proporcional  a  la  concentraci6n  critica,  como
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se observa para la mutante E83Q  (figura  12).  Ha sido demostrado que  DEAE-

dextrano   favorece   la   formaci6n   de   polfmeros   con   un   mayor   ndmero   de

protofilamentos  que  dan  origen  a  sabanas  y  tdbulos  (Bramhill  y  Thompson,

1994,  Erickson,  et al.,1996).  Las dos mutantes en presencia de este policati6n

tambi6n   forman   polimeros   con   un   ntimero   mayor   de   protofilamentos,   sin

embargo,  su  ndmero  sigue  siendo  menor  que  el  de  la  ECFtsz  silvestre  en

presencia  del  policati6n,  lo  cual  es  congruente  con  la  mutaci6n  que  afecta  la

interacci6n   lateral,   tabla   VII.    Estos   resultados   son   consistentes   con   los

encontrados para la mutante D86K donde   la p6rdida de una carga negativa es

menos  significativa  que  la  p6rdida  de  una  carga  positiva  en   la  h6lice  H3,

resu[tados similares a ]os de la mutante ECFtsz E83Q (Lu, et al., 2001).

La   mutaci6n   G67P   se   encuentra   en   el   "loop"   S3-H3,    segmento

precedente a la h6Iice H3.  Este "loop" que tambi6n esta presente en  la MjFtsz

posee una gran movilidad debido a la presencia de varias glicinas (Diaz,  et al.,

2001).  La cadena  lateral de  la glicina es  un  hidr6geno que  permite  una  mayor

movilidad  de la cadena  peptrdica debido a su  menor restricci6n  en  los angulos

dihedros,  a diferencia  de  la  prolina,  por la cual  fue  sustituida.  Esta sustituci6n

podrfa  impedir en  parte  un  cambio  conformacional  del  "loop"  necesario  para  la

interacci6n  lateral,  desfavoreciendo asi la formaci6n  de  polimeros  (figura  13c).

Sustituciones  aminoacfdicas  que  no  afectan  ]a  movjlidad  del  "loop"  S3-H3  no

presentan  un mayor efecto sobre la polimerizaci6n de la ECFtsz,  como ha sido

demostrado con  la mutante ECFtsz A70T (Z1),  donde el aminoacido alanina ha

sido sustituido por treonina en este mismo "loop" (Lu, 2001).
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Como se mencion6 antes, ha sido demostrado que la actividad GTpasica

de  la  ECFtsz  es  dependiente  de  su  polimerizaci6n.  Los  resultados  obtenidos

con las mutaciones introducidas tanto en la helice H3 como en el "loop" S3-H3,

confirman este hecho.  Es asi,  como en  las  mutantes  ECFtsz E83Q y R85Q,  Ia

disminuci6n  de  la  actividad  GTpasica,  podrfa  deberse  a  que  la  conformaci6n

ECFtsz-GDP (polfmero curvo) es mss estable que la conformaci6n ECFtsz-GTP

(polimero   recto)   Io   que   disminuirfa   la   velocidad   de   despolimerizaci6n,   ver

esquema en  la figura  15.  Esto tendrfa como consecuencia  una disminuci6n de

la actividad GTpasica (figura 8),  debido a que el intercambio de GDP por GTP

se  verfa  desfavorecido  al  disminuir la  especie  monom6rica  ECFtsz-GDP  y  en

esta situaci6n  debieran  predominar los polimeros curvos,  como se muestra en

la figura  13b.

EI  efecto  de  la  mutaci6n  en  la  ECFtsz  R85Q  se  puede  explicar por un

aumento de la velocidad de despolimerizaci6n respecto a la ECFtsz E83Q y una

disminuci6n  de  la  velocidad  de  la  polimerizaci6n.  Un  aumento  de  la velocidad

de  despolimerizaci6n  debiera  aumentar  la  velocidad  de  hidr6lisis  de  GTP  y

disminuir   el   ndmero   de   polfmeros.    Una   disminuci6n   de   la   velocidad   de

polimerizaci6n    debiera    disminuir    la    actividad    GTpasica    y    hacerla    mss

dependiente  de   la  concentraci6n   de   la   proteina,   como  se   muestfa  en   el

esquema  de  la  figura  15.  Los  resultados  apoyan  la  segunda  opci6n,  pues  el

perfodo   de   latencia   de   la   actividad   GTpasica   disminuye   al   aumentar   la

concentraci6n   de   proteina  y  esto   induce   un   aumento   de   la  velocidad   de

hidr6Iisis de GTP, figura 9.
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Pol imerizaci6n                                         lsomerizaci6n
ECFtszformarecta   ,---..  >    P°'fmer°S     --z7s   = Polimeros curvos

•     -         `-        '--           '-..

Figura 15. Modelo propuesto para la dinamica de la polimerizaci6n y de la
despolimerizaci6n  de  la  Ftsz  de  EscheH.chi.a  co/i..  La  forma  recta  de  la
ECFtsz  con  GTP  unido,   polimeriza  para  dar  origen  a  polimeros,  Ios  cuales
inducen  la  hidr6lisis  de  GTP  y a trav6s  de  la  isomerizaci6n  de  la  protefna  se
curvan  los polfmeros.  Esta forma es inestable y se despolimeriza generando la
forma  curva de  la  ECFtsz que tiene unido GDP.  EI  intercambio del  GDP  por el
GTP origina la forma ECFtsz recta y se reinicia el ciclo.
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Se  ha  postulado  por  modelamiento  que  el  "loop"  S3-H3  de  la  MjFtsz

participa  en  forma  directa  en  la  uni6n  del  fosfato  gamma  del  GTP  y  que  su
movi[idad juega un papel importante en la hidr6lisis de GTP  (Diaz,  et al.,  2001).

De este modo,  una restricoi6n de la movilidad de este "loop" debiera afectar en

forma  significativa  la  actividad  GTpasica.   La  movilidad  de  este  "loop"  en  la

ECFtsz  G67P  debiera  ser  menor,  sin  embargo  se  encontr6  que  la  actividad

GTpasica  se conserva en un 60 % respecto a la de tipo silvestre.

7?



CONCLUSIONES

1.   Los  aminoacidos  glicina  67,  glutamato  83  y  arginina  85  son  esenciales

para  el  mantenimiento  de  la  estructura  funcional  de  la  ECFtsz  en  el

proceso de la divisi6n celular.

2.   Los residuo de aminoacidos glicina 67, glutamato 83 y arginina 85 tienen

relaci6n  con  la  actividad  GTpasica  a  trav6s  del  mantenimiento  de  una

conformaci6n dependiente de la fosforilaci6n del nucle6tido.

3.   Las regiones de la proteina correspondiente a la h6Iice H3 y al "loop" S3-

H3  participan  en  la  actividad  GTpasica  y  en   la  polimerizaci6n  de  la

ECFtsz.

4.   En  la  regi6n  de  la  h6Iice  H3  una  posible  interacci6n  electrostatica  y  la

formaci6n  de puentes de  hidr6geno  serfan  necesarios  para  la actividad

GTpasica   y   la   polimerizaci6n.    La   flexibilidad   del   "loop"   S3-H3   es

requerida para ambas actividades

5.   La   polimerizaci6n   es   necesaria   para   la   inducci6n   de   la   actividad

GTpasica.
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