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RESUMEN

FtsZ es la primera proteina en ubicarse en el sitio de divisién, donde forma el
anillo Z. FisZ es una GTPasa cuye sitio activo se forma por la asociaciéon de dos
monomeros a través de una interaccion longitudinal. FisZ se ensambla in vitro en
protofilamentos largos de 4 a 8 nm de ancho de una manera GTP-dependiente. La
estructura 3D de FtsZ muestra que posee dos dominios, el dominio amino terminal con
un plegamiento tipo Rossmann que une una molécula de GTP y el dominio carboxilo
terminal que posee un plegamiento tipo corismato mutasa que participa en la
interaccién con otras proteinas del divisoma. Ambos dominios estén involucrados en
las interacciones longitudinales durante la polimerizacién que inducen a la actividad
GTPasica. En base a la informacién estructural vy funcional de FisZ de diferentes
organismos, se definio la secuencia de FtsZ de Escherichia coli que contiene a los
dominios amino y carboxilo. Paz:ra probar [a hipéte;[“s de que los dominios de EcFtsZ
son unidades de plegamiento independientes éstos se clonaron, expresaron y
purificaron por separado. Los dominios aislados en solucion son inestables y no
alcanzan un plegamiento correcto debido a que al separarlos exponen una gran
superficie hidrofobica que corresponde la superficie de interaccion interdominio. Los
dominics aislados no consiguen restituir la actividad GTPasica de FisZ in vifro. La
hipétesis que los dominios aislados en conjunto restituyen la funcionalidad de la
proteina nativa se abordd fisioldgicamente en la cepa VIP2(DE3), una mutante
termonula para el gen ftsZ. El analisis in vivo mostro que mientras la expresion de los
dominios por separado inhibe el crecim[ento bacteriano, la co-expresion de los

dominios amino y carboxilo juntos complementa a la cepa termonula VIP2(DE3). Los

[y
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dominios podrian adquirir un plegamiento funcional en el citoplasma bacteriano debido

al efecto de “crowding” intracelular,

ABSTRACT

FtsZ is the first protein to localize at the division site where it forms the Z ring
FtsZ is a GTPase whose active site is formed by the association of two monomers
through a longitudinal interaction. FtsZ assembles in vifro into long protofilaments 4-8
nm wide in a GTP-dependent manner. The 3D structure shows that FisZ has two
domains, the amino terminal domain with a Rossmann fold type that binds a GTP
molecule and the carboxyl terminal doemain which has a chorismate mutase folding ~type
involved in the interéction with other divisome proteins. Both domains are involved in
longitudinal interactions during polymerization that induce the GTPase activity. Based
on structural and functional information of FtsZ fronkdiﬁc?rent organisms, the sequence
of Escherichia coli FtsZ containing amino and carboxyl domains was defined. To test
the hypothesis tl‘wt EcFtsZ domains are ‘indeed independent folding units they were
cloned, expressed and purified separately. The isolated domains in solution are
unstgb]e and do not reach a correct folding because they exposed a large hydrophobic
surface corresponding to fhe interdomain interaction. Thus, the isolated domains are
unable to restore the GTPase activity of FtsZ in vifro. The hypothesis that the isolated
domains together restored the functionality of the native protein was tested in vivo in
VIP2 (DE3) strain, a termonull mutant of the fisZ gene. The analysis showed that while
the expression of thé separate domains inhibits baclerial growth, the co-expression of
amino and carboxyl domains together complement VIP2 (DE3) strain. The domains
could acquire a functional folding in the bacterial cytoplasm due to the effect of

intracellular "crowding".




INTRODUCCION

Citoesqueleto y Divisién Bacteriana

Los “elementos del citoesqueleto” son una serie de proteinas necesarias para
mantener la morfologia celular y participan en importantes procesos durante el ciclo de
vida de una bacteria. La arquitectura basica de una célula contempla membranas,
organelos y citosol. No obstante, cada tipo celular exhibe un disefio distintivo por la
forma y distribucion de sus organelos. La base estructural de distintos disefios
celulares es el citoesqueleto, una red filamentosa‘ que entrama al citosol y provee
soporte mecanico a las membranas celulares.

El citoesqueleto de células eucariontes estd formado por tres tipos de
filamentos que se diferencian en el diametro, tipo y arregio de sus subunidades. Los
filamentos de tubulina‘(microtubulos) conforman eLhuso mitdtico que se usa en la
segregacion cromosomica durante la division celular. Los microtibulos son cilindros
huecos de 24 nm de didmetro, cuyas paredes estan formadas mayormente por 13
protofilamentos adyacentes. Los polimeros se extienden a través de la asociacién de
heterodimeros de a- y B-tubulina unida a GDP y los extremos mas (+) y menos (-) de
los protofilamentos se estabilizan con GTP. Los dimeros son liberados desde los
extremos después de la hidrdlisis del nucledtido. Los microtibulos exhiben
“inestabilidad dinamica” que consiste en el acortamiento repentino de los filamentos a
fravés de un mecanismo denominado colapso catasirofico (Graumann, 2007). Los
filamentos de actina (microfilamentos), son estructuras dindmicas y se requieren para
el movimiento y forma celular. Los microfilamentos tienen de 8 a 9 nm de diametro y
forman una hélice de doble hebra a través de la polimerizacién de los mondmeros

unidos a ATP. Los polimeros de actina poseen un extremo (+) donde las subunidades
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se unen con mayor velocidad que en el exiremo (-). Los filamentos de actina exhiben
“treadmilling”, que se refiere a la polimerizacién neta en el extremo (+) v a una
despolimerizacién neta en el extremo (-). Por Ultimo, los filamentos intermedios (IF) son
elemenios del citoesqueleto que proveen soporte mecanico a la célula y sirven para el
posicionamiento de algunbs organelos. Los IF muesiran una estructura con forma de
cuerda (“coiled-coil”y de 10 nm de diametro. Los IF estan menos conservados que
actina y tubulina debido a que existen muchas secuencias que pueden formar hebras
“coiled-coil” (Lodish, 2003).

El citoesqueletoe bacteriano tardé en describirse debido a la ausencia de
técnicas adecuadas para su estudio. La primera descripcion de un elemento del
citoesqueleto bacteriano se hizo con FisZ (Lutkenhaus y col., 1980). Posteriormente,
se comprob6 el requerimiento de FtsZ en la division bacteriana (Pla y col., 1991; Dai y
Lutkenhaus, 1991). Sin embargo, cuando se deté}fniné la localizacién subcelular de
FtsZ (en el ecuador de la bacteria) se hizo aparente su verdadera funcién (Addinall y

Ll

Lutkenhaus, 1986; Sun y Mérgolin, 1998). Las bacterias tienen una organizacién

. subcelular que se mantiene por un grupo de proteinas que forman polimeros y

participan en pr;’Jcesos dindmicos dependiendo de su funcién. Se han identiﬁca&o al
menos tres clases de polimeros que guardan homologia con los elementos del
citoesdueleto eucarionte: las tubulinas y actinas bacterianas y los miembros de la
familia ParA/MinD. Las fubulinas bacterianas, FitsZ y BtubA/BtubB, se encuentran
estrechamente relacionadas en lés bacterias. Ademas, se han descrito miembros
divergentes que participan en la mantencién y replicacion de plasmidios (TubZ vy
RepX). Las actinas bacterianas, MreB, FisA y ParM, participan en varios procesos
como la divisién celular y mantencién de la forma celular. Finalmente, la superfamilia

de ATPasas ParA/MinD constituye un amplio y diverso grupo de proteinas donde su




capacidad de formar polimeros es necesaria para [a localizacién de ofras protefnas que
cumplen funciones importantes en la célula {Pogliano, 2008),

En Escherichia coli, la division celular ocurre a través de la invaginacion de la
‘membrana en la mitad longitudinal de la célula. Simultdneamente, comienza la sintesis
de un septo de peptido-glicano, en el ecuador de la bacteria, que separard a las células
hijas. En la septacién participan al menos 15 proieinas que se _ensamblan
jerarquicamente en el sitio de division. Las proteinas que participan son
citoplasméticas, de membrana y periplasmaticas y cada una de ellas se ubica en torno
a un polimero con forma de anillo ubicado en el sitio de septacidn de la célula. De este
modo, al observar la localizacién subcelular mediante microscopia de fluorescencia la
distribucién de a.Igunas de ellas aparece como un anillo en el centro de la bacteria. De
todos estos “anillos”, el de disiribucion mas definida es el de FisZ, también llamado
“anillo Z". Cuando la célula se divide el anillo desap;‘rece y también lo hace el complejo
de proteinas que lo acomparia (Errington y col., 2003; Vicente y col., 2006).

En E. coli las proteinas de division son reclutadas siguiendo un orden
jerarquico. El orden es el siguiente: FtsZ, (FisA,ZapA, ZipA), (FtsE, FisX), FisK, FtsQ,
-(FtsB, Ftsl), FtsW, Fisl, FtsN, AmiC, EnvC; donde las proteinas entre paréntesis lo
hacen en forma simultanea como complejos. Se piensa que la incorporacion de una
proteina requiere de la correcta ubicacién de todas las anteriores. S6lo ZapA en la
secuencia no es esencial. No todas las proteinas del divisoma poseen actividad
enzimatica sugiriendo un rol estructural o regulador de algunas de ellas en la divisién
(Er'rington y col., 2003).

La proteina FtsZ
Un gen ftsZ esté presente en casi todas las bacterias y arqueas cuyos genomas

se encuentran secuenciados, con excepcion de especies del género Suffolobus y en




-

los organismos Ureaplas.ma urealyticum y Streptomyces coeficolor (Vaughan y col.,
2004; Graumann, 2007), La elevada similitud de la secuencia aminoacidica de FtsZ de
bacterias y arqueas permite agruparlas en una familia de proteinas donde sélo los
residuos involucrados en la unién e hidrélisis de GTP aparecen conservados entre FisZ
y tubulina. Se predijo que FtsZ era una proteina de citoesqueleto sobre la base de la
conservacién de motivos de unién a nucledtido presentes en la secuencia de FtsZ que
son caracteristicos de las tubulinas eucariontes (“tubulin signature motif) (de Pereda y
col,, 1996). Sobre la base de la comparacién de la estructura tridimensional se
comprobé que FisZ y tubulina son homologos estructurales, lo que llevé a
considerarias como integrantes de una familia Gnica sugiriendo un ancestro comtn
(Nogales y col., 1998). ’

FtsZ en la bacteria

FtsZ es |la.primera proteina en ubicarse enwﬂé] ecuador de la célula duranie la
divisién celular, paraformar el anillo Z, en el mismo sitio donde comenzara a formarse
el septo. Una reconstruccion de la contraccién del septo durante la citoquiinesis, en
bacterias expresando la fusién ‘GFP-FisZ, mosiré que el ani[lq Z fluorescente se
contrae junto con la invaginagién de la membrana (Sun y Margolin, 19928).

La demostiracion de que FisZ es esencial para la division bacteriana provino de
la caracterizacién de una mutante condicional termosensible, donde la copia cro-
mosomal de ftsZ se reemplazé por un gen .de resistencia a antibidtico, mientras que
una copia del gen silvestre se mantuvo en un plasmidio de replicacién termosensible.
Esta mutante "termonula” es inviable y presenta una elongation anormal a lo largo de
su eje axial (fenotipo denominado “filamentoso”) en la condicidn restrictiva por la
carencia de FtsZ en el citoplasma bacteriano (Pla y col., 1991). La disminucién de la

viabilidad celular y la filamentacién se deben a que la ausencia de FisZ impide la




realizacién de la citoquinesis dejando a las células hijas fusionadas por la membrana
plasmatica.

FtsZ es una proteina abundante, se estima que hay entre 3.500 y 15.000
moléculas de FtsZ por célula de E. coli. FisZ forma polimeros lineales in vifro y se ha,
sugerido que las estructuras observadas j/n vivo podrian comresponder a estos
filamentos. Recientemente, en una crio-tomografia electrénica de células de
Caulobacter crescentus en division, se observd que [a proteina FisZ se ubica bajo ia
membrana plasmatica, en el sitio de septacién, en forma de miltiples filamentos cortos
no asociados de aproximadamente 100 nm de largo y 5 nm de ancho cada uno. Estos
resultados sugieren que los polimeros observados in vifro son similares a los
fiiamentos detectados in vivo (Li y col., 2007; Osawa y col., 2005).

FtsZ in vitro

FtsZ es una GTPasa cuyo sitio activo se}‘forma por la asociacién de dos
monomeros a través de la interaccidn longitudinal que consiste en |a interaccién de la
cabeza de una subunidad con la cola de la siguiente subimidad de manera que puede
prolongarse a partir de ambos extremos (cabeza y cola) del dimero de FtsZ (Erickson,
1998; Scheffers y col, 2002). FtsZ purificada se ensambla in vitro como
protofilamentos largos de 4 a 8 nm de ancho de una manera GTP-dependiente.
Aungue Ja hidrélisis de GTP no es requerida para la polimerizacién, el ién Mg*y la
hidrélisis del nucledtide son requeridos para la despolimerizacion de la proteina. La
polimerizacién de FtsZ presenta una concentracién critica indicando que es un proceso

' cooperativo (Mukherjee y Lutkenhaus, 1999). FisZ formé una variedad de estructuras
en diferentes con;jiciones, como filamentos simples, filamentos dobles, filamentos
curvos, anillos y hojas. La interaccion lateral se refiere en FisZ a cualquier asociacion

entre protofilamentos, mientras que en tubulina se refiere a la formacién de




microtibulos y hojas a partir de los protofilamentos (Lu y col., 2001; Nova y col,
2007; Beuria y col., 2003; Huecas y Andreu, 2004; Michie y Léwe, 2008). Un dimero
de FisZ y el heterodimero de o- y B-tubulina son muy similares, donde el
empaquetamiento de los mondmeros y los contactos de la interaccion longitudinal son
casi idénticos (Oliva y col, 2004). Las evidencias bioguimicas y estructurales
coi'nciden en que tubulina y FtsZ no comparten el mismo tipo de asociacién lateral
durante la polimerizacion. La tubulina posee el lazo “M" en su secuencia de amino .
acidos que es clave en la formacién de las interacciones laterales mientras que la FisZ
no posee este elemento de estructura secundaria en su secuencia, por tanto, no puede
establecer interacciones. [aterales estables in vitro (Andreu y col,, 2’002; Nogales y
col., 1998).
Estfructura y plegamiento de FisZ

La proteina FtsZ y.la proteina tubulina po'se&'l esiructuras similares, En FisZ el
dominio amino terminal posee un plegamiento Rossmann con una molécula de GTP
unida y ei.dominio carboxilo terminal posee un plegamiento tipo corismato mutasa que
participa en la interaccién con otras proteinas del divisoma (Nogales y col., 1998;
Osawa y col.,, 2005). Aunque presentan baja identidad de secuencia primaria {10-
18%), ambas son proteinas homaélogas debido al parecido de su estructura terciariay a
que se ensamblan en protofilamentos muy similares in vifro (Nogales y col., 1998;
Oliva y col, 2004; Michie y Loéwe, 2006). En la FisZ de Themofoga marilima
(TmFtsZ) los dos dominios se pliegan en forma independiente vy la funcionalidad de la
proteina se restituye al juntarlos en solucién (Oliva y col., 2004). La interacciéon que
establecen los dominios en la proteina nativa, referida como interfase interdominio, es

una interaccion de tipo permanente (Diaz-Espinoza y col., 2007).




Definicion de dominio proteico

Un dominio proteicc es la parie de una secuencia aminoacidica donde su
estructura puede evolucionar, funcionar y existir independientemente del resto de la
cadena polipeptidica. Un dominio tiene una estruciura tridimensional compacta y
estable que se pliega independieniemente. Los dominios pueden variar en tamafo,
desde 25 hasta 500 aminoédcidos. Los dominios usualmente forman unidades
funcionales, como los dominios de unién a calcio o los dominios de unién a DNA.
Debido a que son estables, ellos pueden intercambiarse para hacer proteinas
quiméricas (Lodish, 2003).

La prueba de que en FtsZ existen dos dominios proviene de un estudio del
mecanismo y arquitectura de los polimeros formados por FisZ de Thermotoga maritima
vy Methanococcus jannaschii (Oliva y col.,, 2004). Se definié la secuencia de los
dominios amino y carboxilo terminales de TmFtsZ\y se expresaron aisladamente en
forma soluble, ambas proteinas se plegaron independientemente, Mezclas de los
dominiocs reconstituyeron la actividad GTPasica y polimerizacion de TmFtsZ ‘
demostrando que ambos dominios son funcionales cuando se unen y.que son
esenciales para la actividad de la proteina. En contraste, evidencia in vivo, mostré que.
so6lo el dominio amino (aa 1-195 de EcFisZ) es estable y constituye una entidad de
plegamiento independienie (Osawa y Erickson, 2005). Una mutante de FisZ de
Mycobacterium tubercufosis donde se quit'aron 169 aminoacidos del carboxilo terminal
de la secuencia silvestre (MtFtsZ-AC169), se expreséd en forma soluble y presentd un
comportamiento similar al de MtFisZ silvestre in vitro, mosfrando que en esta proteina
un segmento que abarca el dominio amino y parte del carboxilo se comporta como una
unidad de plegamiento independiente (Anand y col., 2004). Sin embargo, a estos

resultados se les dio poca importancia debido a que no hicieron experimentos para




diferenciar si la actividad detectada era especifica. Ademas, sobre la base de un
analisis de la estructura de MtFtsZ nativa (1RQ7.PDB) se determind que la proteina
mutante seria inestable debido a que expondria una gran superficie hidréfoba (Borhani
y White, 2004).

Los dominios de una proteina, de acuerdo a lo expuesto anteriormente,
presentan una estructura terciaria compacta y son estables en forma independiente. La
presencia de dos dominios estables en FisZ se demostrd en la proteina termoestable
de Thermotoga maritima. En este trabajo se abordd el problema de la existencia de

dominios estables e independientes en la estructura de la FtsZ meséfila de Escherichia

coli.




HIPOTESIS DE TRABAJO Y OBJETIVOS

Sobre |a base de los antecedentes mencionados, -se definieron las siguientes
hipétesis:
Hipdtesis nula

Los dominios amino y carboxilo terminales de EcFtsZ son entidades de
plegamiento independientes y estables en solucién.
Hipdtesis de investigacion

[La interaccién perménente de los dominios amino y carboxilo a través de la

interfase interdominio es esencial para la funcién de EcFtsZ.

Obijetivo general
Definir y expresar los dominios amino y carboxilo terminales de FtsZ de

Escherichia coli y realizar una caracterizacion ir;kvitro e in vivo gque considere la
participacion de ambos en la funcién de la proteina nativa.
Objetivos especificos

» Determinar las propiedades estructurales de los dominios in sifico.

» Subclonar, expresar y purificar a los dominios amino y carboxilo terminales.

« Caracterizar la funcién de los dominios aislados in vitro.

e Caracterizar la funcidn de los dominios aislados in vivo.
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MATERIALES Y METODOS

Reactivos
Los matériales y reactivos més importantes usados en este trabajo son: BSA,
persulfato de amonio, azida de sodio, azul de Coomassie R-250, GTP sal sodica,
TEMED, EDTA, Tween 20, anticuerpo [g-G de conejo conjugado con fosfatasa alcalina
y RNasa de SIGMA (EE.UU.). Cloruro de S(‘)dio, cloruro de potasio, cloruro de
magnesio hexahidratado, acido, bérico, isopropanol, molibdate de amonio, bicarbonato
de sodio, fosfato monobasice de potasio, fosfato dibésico de potasio, hidréxido de
sodio, acido clorhidrico, sulfato de amonio, sulfate de niquel, Tris, urea y glicina de
Merck (Alemania). Acrilamida, agarosa, DTT, bisulfito de sodio, fenol,
dimetilformamida, ftriton X-100 de Winkler (Chile). Acido acético, etanol, metanol y
acetona de TCL (Chile). Triptona y extracto de levadura de Difco Laboratories
(EE.UU.). BCIP, NBT, SDS de Applichem (Alemani‘z'a}. Anticuerpo de cabra contra lg-G
de ratdn conjugado con fosfatasa alcalina de Pierce (EE.UU.). Anticuerpo de cabra
conira lg-G de ratdn conjugado con peroxidasa y anticuerpo monoclonal anti-histidina
.de ratén de Santa Cruz Biotechnology (EE.UU.). Bisacrilamida de Bioworld (EE.UU.).
DNA polimerasa Taq, didesoxinucleétidos y estandares de masa molecular de
Invitrogen (EEUU.). Cdactel inhibidor de proteasas sin EDTA de Roche {(Alemania).
Bolsas de dilisis de celulosa de Spectrum (EE.UU.). Columna de exclusién molecular
de WATERS (EE.UU.).
Estructuras, modelos y estudios in siico

Las estructuras usadas corresponden a: FisZ del hiperterméfilo Methanococcus
jannaschii (1FSZ, MjFtsZ), FisZ del meséfilo Pseudomonas aeruginosa (PAO1,

PaFtsZ) y FtsZ del hipertermdfilo Thermotoga maritima (1WSF, TmFtsZ). El laboratorio
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de Biologia Estructural y Molecular (BEM) dispone de un modelo tridimensional de
EcFtsZ obtenido- por modelado comparative a partir de las estructuras cristalinas de
FtsZ de Methanococcus jannaschii y Pseudomonas aeruginosa (Diaz-Espinoza y col,,
2007). Se hizo un analisis bioinformatico de la estructura 3D de EcFisZ para escoger el
sitio de corte en la secuencia que deja la regién de los dominios N-terminal y C-
terminal de modo de no afectar los elementos de estructura secundaria. Con este
propdsito ‘se compararon las estructuras del modelo de EcFisZ y de la estructura
cristalina de TmFisZ (1W5F.PDB. Los dominios de TmFtsZ y EcFisZ se alinearon
estructuralmente usando el algoritmo CE y STAMP (Shindyalov y Bourne, 1998;
Russell y Barton, 1992). Se identificaron las propiedades fisicoguimicas de la
interfase de ambos dominios y [os residuos involucrados en esta zona. El potencial
ele;:trostético se obtuvo con el método de céalculo de Poisson-Bolizman (constante
dieléctrica molécula = 2, constante dieléctrica del Solvente = 80, Radio del solvente
(agua) = 1,4 A, concentracion de sales = 150 mM) y la representacion se genero con
NMOLMOL 2K.2. La seleccion de los residuos de la interfase interdominio y el calculo
del area de interaccién de los dominios en la proteina nativa se hizo de acuerdo a lo
sefialado en Diaz-Espinoza y col, 2007. El sitio de corte en la secuencia
aminoacidica de EcFtsZ que permitié separar a ambos dominios, se encuentra entre
los residuos 170 y 182 con la secuencia KVLGRGISLLDA que corresponde a un “loop™
que une la hélice H6 con la hélice H7 (ver texto). Asi, el dominio N-terminal contiene
los residuos 1-179 y el carboxilo terminal los residuos 177-383.
Subclonacion de los dominios amino y carboxilo terminales de EcFtsZ

El disefio de la estrategia de clonacion de los vectores y de las secuencias se
realizé in silico usando VECTOR NTI 9.0.0 2003. Las condiciones usadas en estos

procedimientos corresponden a [os protocolos tradicionales de Biclogia Molecular.
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Las secuencias nucleotidicas que codifican a los dominios amino y carboxilo
terminales (bases 1-538 y 529-1150 del gen fisZ, respectivamente) se amplificaron por
PCR (en un termociclador BIOMETRA T-gradient) desde el plasmidio pMFV57 (tabla 1)
con los partidores EthsZNterm1,2 y EcFtsZCterm1,2, respectivamente (tabla ). En
ambos dominios se introdujo la secuencia de colas de histidina {tripletes CAC) en el
extremo carboxilo terminal y los sitios de restricciéon Nde | (Biolabs) y Hind 1l (Biolabs)
en el extremo 5' y 3' del marco de lectura, respectivamente. En el dominio carboxilo
terminal, se introdujo un codén: para metionina (triplete ATG) en el extremo 5' de la
secuencia codificante. Cada amplificado se digirié con Nde l y Hind Il y se ligd en el
plasmidio de expresién pT7-7 (tabla I}), digerido con las enzimas Nde.| y Hind Ili seguin
las instrucciones del fabricante. Los fragmentos quedaron en el marco de lectura bajo
el control del promotor T7, inducible por IPTG, este el plasmidio contiene el gen que
confiere resistencia a ampicilina y.un origen de repiﬁ:acién ColE1 (tabla ll, Fig. 6). Los
vectores ligados se infrodujeron por electroporacién en bacterias elecfrocompetentes
XL1-Blue (tabla II) y se seleccionaron desde las colonias resistentes en agar LB-
ampicilina (100 pg/mL). Los plasmidos que contienen el fragmento amino y carboxilo se
denominaron pECN1 Y pECC2, respectivamente (tabla Il). En ambas reacciones de
.amplificacién se ufilizd el siguiente protocolo: “hot start: 95 °C por 5 min.,
desnaturacion 95 °C por 1 min., “annealing” 62 °C por 1 min., extensién 72 °C por 2
min., extensién final 72 °C por 1§ min., N° cicles: 25. En la mezcla de reaccion se
utilizé la DNA polimerasa Pfu Turbo (Stratagene) segin las instrucciones del
fabricante. Se realizé una segunda clonacién para obtener a los dominios en
plasmidios con origen de replicacién compatible y asi, hacer la co-expresion en un

mismo cultivo celular.




La secuencia nucleotidica correspondiente al casseffe de expresion de los
plasmidios pECN'[ y pECC2, incluyendo el promotor T7, se amplificd usando como
partidor sentido a la secuencia del promofor T7 (T7-PRO) y los partidores antisentido
de la amplificacion previa (EcFtsZ(N,C)term2) (tabla ). Los productos se ligaron por los
extremos romos con el plasmidio pACYC184 digerido previamente con Dra | (Biolabs)
segtin las instrucciones del fabricante.

Los vectores ligados se introdujeron por eleciroporacion en baclerias
electrocompetentes DH5a (tabla 11} y seleccionaron como colonias resistentes en agar
LB-tetraciclina (35 pg/mL).'Se usé en ambas amplificaciones el protocolo: hot start. 95
°C por 5 min., desnaturacién 95 °C por 1min., annealing 60 °C por 1 min., extension 72
°C por 2 min., extension final 72 °C por 15 min., N° ciclos: 25. En la reaccidn se utilizo
la DNA polimerasa Pfu Turbo (Stratagene) segtin las instrucciones del fabricante. Los
plasmidios derivados de pACYC184 que: expresan%a los dominios amino y carboxilo
terminales bajo el conirol del promotor T7 se denominaron pAECN1{ y pAECC2. Estos
confieren resistengia a tetraciclina y poseen un origen de replicacién P15A (tabla 1, Fig.
8). La direccion del inserto de los veciores derivados de pACYC184 se verificé
mediante digestidn con enzimas de restriccién. La integridad de [a secuencia de todos
los vectores se verificd por secuenciacion y no se observaron mutaciones. El detalle de

la secuencia de los dominios se muestra en la figura 5.




Tabla 1. Partidores usados en esta tesis

Tablz l. Partidores ._usa_ilkxs en esta tesis,

Partidor

Secuencia®

Caracteristica

EcFtsZNterm1

EcFtsZNterm?

EcFisZCtermd

EcFisZClerm?

T7-PRC

5" TCGGGAGAGAACaTAT GTTTGAAC-T

5 TCTAGTGCCCAAGCTTITAGTGGTG

GTGGTGGTGG TGCAGCAGGGAGATAC

CGCGGE-3

5.CTGGGCCECcaTATgTCCCTGEIGG

AT-3

.&F

5-ATGTCAGCCCAAGCTITTAGIGETG
GIGGTGGTGGTGATCAGCTTGCITAC

GCAGGAATGC-3

5~ TTAATACGACTCACTATAGG-3

Partidor sentido paraamplficar
la  rmegiin codficante  del
dominio amino desde al vector
pMFV5Y. Agrega €l sifio Ndel.

Paridor  antisertide  para
amplfficar Ia reglon codificants
del dominio amino desde el
vecior pMFVEY. Agrega el sitio
Hid 1, coddn de $rming de
Iraduccmn fusifn de &
histidinas en C-terminal.

Partidor sentido para amplificar
la- regién codfficamte del

'domnm w:arbox]lo desde el

vector pMFV57 . -Agrega el sttio
Nde L.

Partidor  antiseritido para
amplificar la regidn codificante
del dominio carboxilo desde el
vector pMFVST. Agrega el sttio
Hmd H, coddn de trnino de
taduccion, fusibn de 6
histidinas en C-terminal.

Paridor para amplificar el
"casele” de expresiin de los
dominios desde los plasmidios
deexprestdn pECNTy pECC2

) . . . , , .
Se indican en minlsculas las nwtaciones puntudles agregadas, en negrita los codones
codificantes introducidos y los sifios de restriccion correspondientes se han subrasyado.
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Tabla Il. Vectores y cepas usados en esta tesis

Tabhla Il. Vectores y cepas usados en esta fesis.
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Vector o Cepa

Propiedacdes relevantes, genotipo

Fuente

pNEVE?

pti-7

pACYC184

pECN1

pECC2

pAECN1

pAECC2

XL1BWE

DH5¢

BL21(DE3)

MC1061 (DE3)

VIP2 (DE3)

Veclor de expresién de EcFisZ derivade de pET28a,
AmpR}.

Veclor de expresion 2to ndmero de copias, origen de
replicacidn CalE1, Amp{R), MCS.

Veclor de clonamiento general, nimero de copias
imtemedio, arigan de replicacidn pA1l5, TetR),
Cm{R).

Veclor de expresion del dominio anino de FisZ (aa.
1-179) clonado en pT7. AnpR).

Vecior de expresién del dominio cathoxlo de FisZ (aa
177-383) cdonado en pT7. Amp(R).

Wechor de expresion del dominio amine de FisZ {aa.
1-178} clonado en pACYC, TeHR}

Vachr de expresién del dominjo carboxils de Fis?
(8a.177-383) clonado en pPCYC}Tet(R).

F=Tn1) poA'B° lacf AflacZ)Mi5lkecAt endAt
qyrASS (Naf) thi hsdR17 {1,y +) ginV'dd refAt lac.
FlendAt hsdR17 {n-mcd) glnVi4 i recAt gyrAg6
(Naly relAt  NlaclZYa-amgF) U169 deoR
(@8 0diach{lac)Wi5)

F-ompT gd [dom] [fon] hsdSb (tb-mb; E. coli) con
DE3, un pmofago A que leva el gen de la RNA
polimerasade T7.

araD139 Alarale)7697, Nlac)Xi4 gall/ galK siA
con DE3, un profago A que lleva.al gen de la RNA
polimerasade T7.

araD139 Mara-leu)7697, Nlac)X74 gall gslK siih
fisZ:kan". pLARS (rep(ts) ftsZ) con DE3, un profago A
quelleva el gan dela RNA polimerasade T7.

Teds Jae Yen
Shin, 2007.
TaborS. ycol,
1485.
RoseR.ycol,
1988.

Este frabajo.
Este trabajo.
Este trabajo.

Este trabajo.

Stralagene.

Invitrogen.
Novagen.

Tesis JaeYen
Shin, 2007.

Teasis Jae Yen
Shin, 2007.
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Electroforesis de proteinas (SDS-PAGE) y DNA (Agarosa)

Los cultivos liquidos de la cepa de interés se lavaron tres veces con
amortiguador TEN (Tris 50 mM pH 8;0,‘NaCI 100 mM, EDTA 1 mM) y se suspendieron
en amortiguador de electroforesis (Tris 75 mM pH 6,8, glicerol 10%, SDS 0,3%, 2-
mercaptoetanol 0,1%, azul de bromofenol 0,01%) calentando a 95 °C durante 5
minutos. Adicionalmente las muestras se centrifugaron a 10.000xg durante 10 minutos
antes de cargar para decantar el material insoluble. Las muestras de proteina
purificada se trataron dnicamente con amortiguador de electroforesis. Usualmente para
el gel resolutivo se usé acrilamida al 10% vy la electroforesis se realizd a 100 V
(constante) durante 1,5 horas .;11 menos que se detalle una diferencia. Los productos de
PCR, las digestiones-y las extracciones de DNA plasmidial se analizaron en geles deﬂ
agarosa al 1% mediante electroforesis en amortiguador TAE (Tris acetato 46 mM vy
EDTA 1 mM). Previamente, las muestras se tratarc‘;h con amortiguador de carga (azul
de bromofenol 0.25 %, xylene cyanol FF 0.25%, glicerol 30 %). Las electroforesis de
DNA se hicieron a 100 V (constante) durante 1 hora. Los geles se revelaron con tincion
de Azul de Coomassie y bromuro de etidio para geles de proteina y DNA,
respectivamente.

Western-blot

Para determinar la pureza de las muestras y también confirmar [a presencia de
la proteina de interés en extractos celulares totales se realizaron ensayos de
inmunodeteccién. Para detectar a FtsZ y los dominios amino y carboxilo terminales se
utilizé6 como anticuerpo primario un suero policlonal de conejo anti-FtsZ (fabricado en el
laboratorio). Las colas de histidina introducidas en la clonacion de los dominios amino y
carboxilo terminales se marcaron especificamente con anticuerpos ‘-monoclonales de

raton anti-histidina (NOVAGEN). En ambos casos se utilizé un anticuerpo secundario




17

contra ratén o conejo conjugado con peroxidasa. Se revelaron en placas fotogréaficas
con ECL debido a que enfrega mayor sensibilidad.

Las proteinas del gel SDS-PAGE se transfirieron a una membrana de
nitrocelulosa (BIORAD) en una reaccién de transferencia en Tris 25 mM, glicina 190
mM, metanol 20% a -20 °C durante 1 hora a 100 V {constante). La membrana se
bloqueé con TS-leche 5% (Tris 50 mM, NaCl 150 mM) durante 1 hora y se incubé con
el anticuerpo primario en TS-leche 5% y se lavd con TS fres veces: Posteriormente, se
incubé con el anticuerpo secundario en TS-leche 5% durante una hora y se lavé con
TS fres vetes. Para revelar las membranas, éstas se incubaron por 3 a 5 minutos con
una solucién de Tris 100 mM pH 8,0 mas 22 pl del reactivo 1 (acido cumarico 90 mM
en DMSO) mas 50 pL del reactivo -2 (Luminol 250 mM en DMSQ). Finalmente, la
membrana se expuso sobre placas fotograficas de revelado (KODAK).

Expresion y cinética de crecimiento de Ftsfﬁ' y los dominios aislades en
BL21(DE3)

La expresion de EcFtsZ y los dominios amino y carboxilo terminales se hizo en
cepas sobre productoras de E. coli BL21(DE3) {(O.D.so0om 0,7-0,8 2 37 °C} al inducir con
IPTG 0,1 mM durante 3 horas en medio LB-ampicilina (100 ug/mL). Para los ensayos
de co-expresion de los .dominios se utilizé el inductor a una concentracién de 0,5 mM..
de IPTG durante 3 horas en medic LB-ampicilina (100 pg/ml) y tetraciclina (35 pg/mL}.
La expresion de las proteinas se verificé por SDS-PAGE y Westermn-blof. Las curvas-de
crecimiento en BL21(DE3) se hicieron preparando una dilucién 1:100 de un cultivo
liquido de noche de la cepa de interés en medio fresco LB-ampicilina (100 pg/mL) mas
0,1 mM IPTG y se incubd con agitacién a 37 °C; se registré la absorbancia a 600 nm

en los tiempos sefialados.
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Ensayos de viabilidad celular en VIP2 (DE3)

La funcionalidad de FtsZ silvestre y FisZ reconstituida a partir de los dominios
se analizé in vivo utilizando la mutante VIP2, una cepa descrita anteriormente (Pla y
col,, 1991). La cepa de E. coli VIP2 es una mutante condicional donde la copia
cromosomal de ffsZ se reemplazé por el gen que confiere resistencia a. kanamicina.
Esta cepa es viable debido a que ffsZ se expresa bajo el control de su promotor natural
desde el plasmidio de bajo niimero de copias pLARY. Este vecior tiene un replicon
termosensible y confiere resistencia a cloranfenicol. Asi, a 30 °C {temperatura
permisiva) el plasmidio se replica normaimente y la célula es viable. Si la temperatura
es elevada a 42 °C (temperatura restrictiva), los cultivos de VIP2 se vuelven inviables '
por la dilucién del plasmido pLAR9 debido a que su replicacion cesa y la sintesis de
FtsZ se detiene luego de 90 minutos.

En el laboratorio, la cepa VIP2 se Iiso&énizé con el fago ADE3 y fue
caracterizada con vectores de expresion derivados de T7 (Jae-Yen Shin, 2003). El
sistema de complementacién consistio en evaluar la viabilidad y cinética de crecimiento
en la temperatura permisiva donde se expresa FisZ desde el vector pLAR9. La
comparacion de estos resuitados con lo obtenido en la temperatura restrictiva entregd
la informacion acerca de la funcionalidad del alelo que se probé (Fig. 15). En la cepa
VIP2(DE3), se obsgrvé una disminucién de 4 a 5 ordenes de magnitud en la viabilidad
y una disminucion de 50% en la constante c‘le crecimiento en la condiciéﬁ restrictiva
respecto de la condicién permisiva (Fig. 16A, By C). p

Los plasmidios de interés se entregaron mediante electroporacion en
VIP2(DE3) y se dejo crecer un cultivo liquido hasta fase exponencial. Posteriormente,
se prepararon diluciones hasta 10”° y una alicuota de 10 pL de cada dilucién se sembré

en triplicado en LB-agar 1,5%. Cada plasmidio prohé en duplicado y se dejo creciendo
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a 30 °C en LB-agar mas kanamicina (100 pg/mL), cloranfenicol (580 pg/mL) vy el
antibiotico del plasmidio de interés {en la condicién permisiva). A 42 °C los cultivos se
crecieron en LB-agar mas kanamicina (100 pg/mL) y el antibidtico del plasmidio de
interés (en la condicién restrictiva). En ambos casos las placas se incubaron durante al
menos 16 horas y se tituld cada cultivo original. El antibidtico ampicilina (100 pg/mL) se
usd para seleccionar los plasmidios pECN1 y pECC2. El antibidtico tetraciclina (50
Hg/mL) se usé para seleccionar los plasmidios pAECN1 y pAECC2. Cada ensayo se
acompafié de un control positivo con el plasmidio pMFV57 (que expresa a FisZ
silvestre) y de un control negativo, con el plasmidio sin la copia de fisZ silvestre, que
permitié’ determinar la minima viabilidad de la cepa en la condicién restrictiva.

Cinética de crecimiento de los cultivos VIPZ(DE3)

Se estudié la cingélica de crecimiento de cullivos expresando FisZ y los
dominios aislados y juntos a 30 y 42 °C. 100 mL d'ei\fne'dio‘ de cultivo se inocularon con
una dilucién de 1:50 en la misma condicion selectiva que en los ensayos de viabilidad
celular. Cada condicion se realizd al menos en duplicado. Se registré la densidad
optica a 600 nm para seguir el crecimiento bacteriano y las curvas de crecimiento se
ajustaron a un modelo de crecimiento exponencial donde se estimd la tasa de cambio
del crecimiento en el tiempo. La region de los datos que corresponde a la fase de
crecimiento exponencial se rectificé usando el logaritmo en base 10. A pariir de
graficos de Logqp (D.O.s00am) Versus fiempo (min) se cobtuve la pendiente de la recta
resultante que corresponde a la constante de crecimiento de cada cultivo,

Morfologia celular por microscopia de transmision

Se estudié la morfologia celular de la cepa VIP2{DE3) mediante microscopia de

transmision en un microscopio LSM microsystem (Zeiss). Un cultivo liquido a D.O.go0nm

de 0,7-0,8 de la cepa de interés, se incubd por 3 horas a 30 y 42 °C. Posteriormente,
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832 L del cultivo se mezclaron con 520 pL de formaldehido 37%, mas 3.2 |l de
glutaraldehido, mas 645 uL de amortiguador fosfato (Na;PO, 100 mM pH 7,5). La
mezcla se incub6 durante 10 minutos a temperatura ambiente y posteriormente 30
minutos en hielo. Las células fijadas se lavaron fres veces con 500 L de amortiguador
PBS (Fosfato 20 mM pH 7,4, NaCl 100 mM) y se suspendieron en amortiguador GTE
(Tris 20 mM pH 7,5, glucosa 50 mM, EDTA 10 m'M); en este punto .Ia‘s muestras se
almacenarcn a 4 °C. Posteriormente se prepararon frotis desde estos cultivos fijados
para [a observacion y se tomaron las fotografias con el software del equipo.
Purificacién EcFisZ por el método de precipitacion de polimeros inducidos con
CaCl; (Adaptado de Rivas y col., 2000)

Dos litros de cultivo inducidos se centrifugaron a 5.000xg a temperatura
ambiente, las células se lavaron con amortiguador TEN (Tris 50 mM pH 8,0, NaCl 100
mM, EDTA 1 mM) y posteriormenie se centrifugarox}“a 5.000xg durante 10 minutos a 4
°C y se almacenaron .a -80 °C. Para iniciar la purificacion las células cosechadas se
descongelaron en hielo, se suspendieron en 20 mL de amortiguador PEM (PIPES 50
mM pH 6,5, MgCl, 5 mM, EDTA 1 mM) y se sonicaron con 5 pulsos de 45 Watts
durante 20 segundos con intervalos de espera-de 1 minuto y un pulse final de 75 Watts
durante 20 segundos, todo en hielo (en un sonicador MISONIX scnicator 3000). El
lisado celular se centrifugé. a 100.000xg (LS-75B l:lltracentrifuge, BECKMAN). El
sobrenadante se fransfirid a un tubo estéril y se afadié GTP y CaCl; a una
conceniracion ﬁnal de 1 mM y 20 mM respectivamente, la mezcla se incubé a 30 °C
durante 15 minutos y los polimeros formados se centrifugaron a 10.000xg durante 15 ‘
minutos. El precipitado se suspendié en 10 mL de amortiguador PEM por litro de cultivo
y se gjusid la concentracién de GTP y CaCl; a 1 mM y 20 mM respectivamente, la

mezcla se incubéd a 30 °C durante 15 minutos. Los polimeros formados se
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centrifugaron a 10.000xg por 15 minutos a 4 °C. El precipitado se suspendioé en 5 mL
de tampdn PEM vy se centrifugd a 10.000xg por 15 minutos a 4 °C para sedimentar el
material insoluble. El sobrenadante se cromatografié mediante HPLC (system gold,
BECKMAN) en una columna de infercambio aniénico (Q sepharosa, Amersham) con un
gradiente lineal de KCI en amortiguador A (50 mM Tris pH 8,0, 1 mM EDTA, 50 miM
KCl) para eluir la proteina retenida. El! cromatograma se siguid
espectrofotométricamente midiendo la absorbancia a-280 nm, el pico correspondiente a
FisZ (eluye a una concentracién de KC! aproximadamente de 350 mM) se recogié en
fracciones de 4 mL. La solucion de profeina se dializé toda la noche contra 2 litros de
amortiguador de didlisis (Tris 50 mM pH 3,0, KCl1 250 mM, glicerol 10%). La muestra
concentrada se almacend a -80°C. La concentracién de proteina se determiné usando
el método de Bradford calibrado para FisZ. En la figura 8A se muestra el SDS-PAGE
con las etapas de la purificacién: carriles 1, ésténdar de masa .mo[e'cular; 2,
sobrenadante del lisado celular; 3, peflet del lisado celular; 4, pellet de la primera
precipitacién con Ca'?; 5, sobrenadante de la primera precipitacion con Ca*?; 8, pellet
de la segunda precipitacion con Ca*? 7, sobrenadante de la segunda precipitacion con
Ca™: 8, carga de columna HPLC; 9, pico de elusion de FtsZ desde cromatografia
intercambio iénico; 10, concenirado FisZ purificada.
Purificacién del dominio amino terminal desde los cuerpos de inctusion

Esta proteina presentd elevados niveles de expresion y se acumuld
mayoritariamente en cuerpos de inclusién. En la primera etapa se purificaron los
'cuérpos de inclusion, en la'segunda, se purificd la proteina mediante cromatografia de
afinidad desde los cuerpos de inclusion solubilizados-en urea.

Para purificar los cuerpos de.inclusién, en la primera etapa, dos litres de cultivo

inducido se centrifugaron a 5.000xg y se lavaron en 20 mL de amortiguador TEN (Tris
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50 mM pH 8,0, NaCl 100 mM, EDTA 1 mM) y se almacgnaron a -80 °C. Las células se
descongelaron en hielo y se lavaron 3 veces con TEN. Se agregé bisulfito de sodio,
DTT, MgCl,, lisozima y PMSF a una concentracién final de 10 mM, 5§ mM, 10 mM, 40
mg/mL y 1 mM respectivamente. La muestra se incub6 durante una hora en hielo con
agitacidn oc:asional. Luego se agregé 250 L de acido deoxicolico 10% vy la muestra se
incubé por 15 minutos en hielo. Posteriormente se agreg6 250 pL de DNAsa 4 mg/mL y
se incubd una hora a temperatura ambiente con agitacién ocasional. Luego, la mezcla
se sonict para lisar completamente las células con 5 pulsos'de 45 Watts durante 20
segundos con intervalos de espera de 1 minute y un pulso final de 75 Watts durante 20
segundos, todo en hielo {en un sonicador MISONIX sonicator 3000). La mezcla se
centrifugd a 10.000xg por 25 minutos. El material insoluble se lavé con TEN 2 veces.
Luego se lavo tres veces con amortiguador de lisis (Tris 50 mM pH 8,0, EDTA 100 mM,
EDTA 10 mM, triton X-100 1% v/v). Finalmente se ré%lizé un lavado con,agua destilada
y el material insoluble, que contiene mayoritariamente el dominio amino terminal, se
congeld a -80 °C.

En la'segunda etapa, para purificar el dominio amino terminal, los cuerpos de
inclusion se suspendieron en 10 mL de amortiguador A més urea 6 M (Tris 50 mM pH
8,0, KCI 50 mM, glicero.l 10%) y se centrifugd a 10.000xg para descartar el material no
disuelto, Esta solucién se ajusté a 5 mM de imidazol y se cargd en la columna de
afinidad (NOVAGEN) que estaba previamente equilibrada en amortiguador A, mas
imidazol 5 mM. La cromatografiz se trabajd a un flujo de 0,5 mL/min. La columna
cargada se lavéd con 3 volimenes de columna (VC) del amortiguador de carga.
Posteriormente, se realizaron' tres lavados con 3 VC de amortiguador A mas imidazol
10 mM, 50 mM y 100 mM respectivamente. Finalmente, la proteina se eluyd de la

resina de afinidad con un lavado de 3 VC con amortiguador A mas imidazol 0,5 M. El
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eluido se dializé toda la noche contra un litro de amortiguador A mas urea 6 M para
diluir el imidazol y se centrifugé a 10.000xg por media hora para descartar el material
insoluble y se guardd a —80 °C. La concentracion de proteina se determind usando el
método de Bradford calibrado para FisZ. En la figura 8B se muestra el SDS-FAGE de
las etapas de la purificacién de amino: carriles 1, estdndar de masa molecular; 2,
cuerpos de inclusién purificados; 3, lavado con 5 mM Imidazol, 4, lavado con 10 mM
Imidazol; 5, lavado con 50 mM Imidazol; 8, lavado con 50 mM Imidazol; 7, lavado con
100 mM Imidazoi; 8, lavado con 0,5 M Imidazol.
Purificacion del dominio carboxilo terminal desde la fraccion citoplasmética

Ef dominio carboxilo terminal presenté bajos niveles de expresion en
comparacion al dominio amino terminal y se expresé en forma soluble de manera que
la purificacion se hizo desde la fraccion citoplasmatica de los culiivos inducidos. Dos
litros de cultivo inducido se centrifugaron a 5.0dETxg ¥ las células se lavaron cori
amortiguador A (50 mM Tris pH 8.0, 50 mM NaCl, 10% glicerol). Posteriormente, la
suspension se centrifugd a 5.000xg:durante 10 minutos a 4 °C y se almacené a -80 °C.
Para Iniciar ia purificacion, las cél)ulas descongeladas en hislo se suspendieron en 25
mL dé amortiguador A y se sonicaron (5 pulsos de 45 Watts durante 20 segundos con
in’;ervalos de espera de 1 minufo y un pulso final de 75 Watts durante 20 segundos;
fodo en hielo). Posteriormente; el lisado celular se centrifugd a 100.000xg. El
sobrenadante de [a ultracentrifugacion se ajustd a una concentracion 5§ mM de imidazol
¥ se cargd en la columna gue estaba previamente equilibrada en amortiguador A mas
imidazol 5 mM. La cromatografia se trabajo a un flujo de 0,5 mL/min. La columna
cargada con la proteina se lavéd con 3 voliimenes de columna (VC) del amortiguador d_e

carga. Posteriormente, se realizaron tres lavados con 3 VC de amortiguador A mas

imidazol 10 mM, 50 mM y 100 mM respectivamente. Finalmente, la proteina residual se
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eluyd de la resina de afinidad con un lavado de 3 VC con amortiguador A mas imidazol
0,5 M. El eluido se dializd contra dos Litros de amortiguador A para diluir el imidazol y
se centrifugd a 10.000xg por media hora para descartar el material insoluble y se
guardé a —80 °C. La concentracion de proteina se determiné usando el método de
Bradford calibrado para FisZ. En la figura 8C se muestra el SDS-PAGE de las etapas
de la purificacidn de carboxilo: carriles 1, estdndar de masa molecular; 2, sobrenadante
del lisado celular; 3, peflet del lisado celular; 4, post-columna de la carga del
sobrenadante; 5, lavado con Imidazol 5 mM, 6, lavado con Imidazol 10 mM; 7, lavado
con Imidazol 50 mM; 8, lavado con Imidazol 100 mM; 9, [avado con Imidazol 0,5 M:
Cinética de polimerizacion de FtsZ y cinética de agregacion-del dominio amino
terminal seguidas por dispersion de la luz

La cinética de polimerizacién de FtsZ y la cinética de agregacion del dominio
amino terminal se determiné por dispersion de Iu}'a 80° en un espectroflucrimetro
Perkin Elmer L$-50. Se utilizé una longitud de onda de excitacién y emisién de 350 nm,
ancho de banda de 5 nm, paso optico de 1 cm y se registrd a intervalos de 2 segundos
durante el tiempo especificado usando un fiitro aienvador de emisién de 2%, 4% 6 6%
dependiendo de la linea base obtenida: Las reacciones de polimerizacidon de FisZ se
hicleron en amortiguador de polimerizacién '(MES.SO mM pH 6,5, MgCl. 10 mM, KCI 50
mM, GTP.1 mM) a 30 °C. Se usaron concentraciones de proteina y de ofros
compuestos segin se indique. La concentracién critica de FisZ se calculé como se ha
descrito anteriormente (Mukherjee y col., 1999). En los experiment‘os de cinética de
agregacion de amino la proteina purificada se renaturé por dilucion rapida en
amortiguador de purificacién (Tris 50 mM pH 8,0, KCI 50 mM, glicerol‘10%) o en

amortiguador de poiimerizacién de FisZ a temperatura ambiente.
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Actividad GTPasica

La velocidad de la reaccion de hidrdlisis de GTP se determino por el método de!
verde de malaquita (Lanzetta y col, 1979), donde se utilizaron las siguientes
soluciones y procedimientos:
1) Solucién de colorante. Se preparé una solucion de verde de malaquita al 0.045%
+ (VM) vy otra de molibdato de amonio al 4.2% en HCl 4 N (MA), ambas soluciones se
mezclaron en una proporcion de 3:1, respectivamente. A 5 mL de la mezcla VM-MA se
le agregaron 100 pL de tritén X-100 al 0.02% (TX) y se obtuvo la mezcla VM-MA-TX.
2) Determinacion de fosfato libre. Se transfirieron 70 ylL desde la mezcla de reaccion
de polimerizacion de FisZ silvestre y FtsZ reconstituida con los dominios aislados a dos
tubos de 1,5 mL y se le agregé acido perclérico a una concentracion final de 10% y se
dejd en reposo por 10 minutos a temperatura amb[ente. De esta solucion se tomaron
50 pL y se transfirieron a un tubo de 1,5 mL al queféb le agregé 800 L de la solucién .
VM-MA-TX y se agité vigorosamente en un agitador vorfex por un minuto y se le
agregaron 100 pL de amortiguador citrato al '34%. Se esperd 20 minutos antes de
medir la D.O. a 630G nm en el espectrofotometro. La curva de calibracién sehizo con
fosfato mono potésico en un rango de 0 a 300 uM. La mezcla de reaccion contenia
FtsZ o los dominios a la concentracion sefialada en el amortiguador de polimerizacién
a30°Cyse inici&‘) al agregar el nucledtido a una concentracion de 1 mM, de manera
similar a lo descrito para los ensayos de polimerizac'ién.
Microscopia electrénica

Se estudid la polimerizacion. de FitsZ y de FtsZ reconstituida observando por
‘microscopia electrénica los polimeros inducidos con GTP 1 mM en amortiguador de

polimerizacion. Muestras de 10 pbL de cada condicion se agregaron a grillas cubiertas
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con Formvar y tefiidas negativamente con acetato de uranilo 1%. Las muestras se
observaron en-un microscopio electrénico modelo Zeiss EM-169.
Espectroscopia de dicroismo circular

Los espectros de dicroismo circular se registraron en un espectropolarimetro
Jasco J-600. Las muestras se colocaron en una cubeta de 1 mm de paso optico. Se
hicieron tres barridos por muestra en el UV-lejano (190 nm hasta 260 nm) a una
velocidad de 20. nm/min, con una sensibilidad de 20 mdeg (milésimas de grado). FtsZ
silvestre y el dominio carboxilo terminal se incubaron a temperatura ambiente en Tris
50 mM pH 7,5, el dominio amino terminal se renaturé por dilucién rapida en Tris 50 mM
pH 7,5, viv Tween20 0,1% a 4 °C durante 1 hora y ;e preincubé a temperatura
ambiente para la medicién. Antes de registrar los espectros. de dicroismo circular la
muestra se incubd a temperatura ambiente. A partir de los espectros de dicroismo
circular de FisZ silvestre y los dominics, aislados"}*se calculd la elipticidad residuo
promedio usando el software del equipo y se estimé el contenido de estructura
secundaria de cada preparacién de acuerdo a Sreerama y Woody, 2000.
Cromatografia de exclusién molecular

Se estudio el estado de agregacion de FtsZ silvestre y los dominios amino y
carboxilo terminales mediante cromatografia analitica de exclusién mole'c;llar en HPLC
(system gold, BECKMAN). Se utilizé una columna filtracion molecular Protein-Pak 125
(WATERS) que posee un rango de fraccionamiento de 1-100 kDa para proteinas
globulares. .La cromatografia se trabajé a un flujo de 0,5 mL/min a temperatura
ambiente con una fase movil de Hepes 50 mM pH 7,0, KCI 300 mM, EDTA 1 mM a
temperatura ambiente y- el desarrollo del cromatograma se siguid registrando la
absorbancia a 230 nm. La columna se calibré con estandares de masa molecular

(SIGMA) (Fig. 6): albimina de suero bovino de 66 kDa (cuadrado), anhidrasa carbdnica
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de 29 kDa (triangulo), apoprotinina de 6,5 kDa (circulo), EcFtsZ de 40 kDa (rombo) y
Y222W de 40 kDa (hexagono). Los estédndares se preincubaron en amortiguador de la
fase movil a una concentracion de 2-5 mg/mL y se cargd 50 pL de muestra. FtsZ y
carboxilo se preincubaron a una concentracion de 5 mg/mL y se cargd 50 pl de
muestra. Amino se preincubé a una concentracion 5 mg/mL y se renaturé por dilucién
rapida en la columna inyectando 10 a 50 pL de muestra. En otro experimento, el
dominic amino terminal se renaturé por dilucién rapida a 4° C, se preincubd a
temperatura ambiente y un volumen de 50 pL se cargd a la columna (ver texto). La
masa molecular se calculd interpolando el volumen de elusidn en la. curva de .
calibracién que corresponde al Lpgm(PM) versus volumen de elusién.
S?Iubilidad del dominio amino termina.

Una muestra de amino purificado se renaturd por dilucién rapida y se incubd a
temperatura ambiente durante el periodo seﬁalaé“b en [a figura 13A y 13B en el
amortiguador de purificacién y se tormaron alicuotas diariamente para visualizar la

integridad de la preparacién por SDS-PAGE.




28

RESULTADOS

Eil disefio de la secuencia que codifica los dominios amino y carboxilo
terminales de EcFisZ se hizo con"lp'arando la secuencia aminoacidica y [a estructura de
éstos con los de TmFtsZ. Debido a que no se conoce la estructura tridimensional de
EcFtsZ se construy6 un modelo de su estructura en estado monomérico, a partir de la
estructura cristalina de FtsZ de Pseudomonas aeruginosa y Methanococcus jannaschii,
que se usaron como templados. Adicionalmente, se consiruyd el modelo de la
estructura de un dimero de EcFisZ a partir de la estructura del heterodimero de o/-
tubulina (Diaz-Espinoza y col., 2007). Los dominios amino y carboxilo terminales se
construyeron a partir de la secuencia de EcFtsZ con un Unico corte. El sitio de corte en
la secuencia de EcFtsZ se determiné al hacer un alineamiento estructural de los
dominios de EcFtsZ con los de TmFisZ. Las secuencias de ambos dominios se

insertaron en plasmidios de expresién que se cafacté"ﬁzaron in vitro e in vivo.

Disefio de las secuencias que codifican los dominios amino y carboxilo .

. terminales de EcF{sZ

Alineamiento de las secuencias de EcFisZ, TmFisZ y de MjFtsZ. Al comparar
las secuencias de los dominios de EcFtsZ y TmFisZ (Fig. 1 y tabla lll), se observa que
la secuencia del dominio amino terminal tiene una mayor conservacién (54%) respecto
a la del dominio carboxilo terminal (37%). Cabe hacer notar que el porcentaje de-
identidad correspondiente al dominio amino terminal es mayor que el de las proteinas
(48%). Se sabe que un alineamiento de secuencias no representa en muchos casos ‘Ia

similitud estructural de las proteinas, por esta razén se hizo una comparacion

estructural entre el modelo de EcFtsZ y la estructura del cristal de T. maritima.
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Propiedades fisicoquimicas de EcFtsZ y sus dominios aislados

Se hizo una comparacion estructural entre el modelo de EcFisZ y la estructura
de TmFisZ debido a que él modelo de EcFtsZ se construyd a partir de ia estructura de
MiFtsZ. El R.M.S.D. entre el modelo de EcFtsZ y la estructura de MjFtsZ (usada como
molde en el modelamiento) es 0,19 A, indicando que el modelo predice una estructura
practicamente idéntica entre ambas proteinas.

En la figura 2 se muestran las estructuras tridimensionales del modelo
de EcFtsZ y def-cristal de TmFisZ. El modelo de EcFtsZ se representa en estado
monomérico y la estructura de TmFtsZ como un dimero que tiene sus dominios
intercambiados (domain-zwapped). La estructura del cristal de TmFtsZ (1W5F.PDB) es
la Unica de FtsZ de Thermotoga maritima disponible actualmente en la base de datos
PDB (Oliva y col., 2007). Se observa una clara diferencia en la disposicion del /oop-
T7, que es esencial para la interaccion Iongitué‘ﬁal responsable de la actividad
GTPasica. Con el objeto de ana[izar" en similares. condiciones odligoméricas las
diferencias estructurales entre el modelo de EcFtsZ y la estructura de TmFisZ, se
compararon las eétructuras diméricas de ambafs protelnas, como. se muestra en la
figura 3. Se observa que en el modelo de EcFtsZ cada cadena polipeptidica
correspande a un monéme;'o no asf en la estructura del cristal de TmFisZ, donde parte
de la cadena polipeptidica se encuentra en ambos monémeros (domain-swapped). Sin
embargo, la estructura de un mondmero de TmFtsZ se mantiene similar a la del
modelo de EcFtsZ mientras que el ofro mondmern de TmFisZ muestra una
c¢onformacion inverfida. Por lo tanto, solo se comparard la estructura de jos

mondérrieros similares.
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Figura 2. Estructura tridimensional de FtsZ de E. coli y T. maritima

EcFtsZ TmFtsZ

(modelo) (1WSF.PDB) GDP

Figura 2. Estructura tridimensional de FtsZ de Escherichia coli y Thermotoga maritima. En el
modelo de EcFtsZ (izquierda) se muestra en azul el dominio amino terminal y en rojo el dominio
carboxilo terminal. Adicionalmente se indica el bolsillo de unién del nucleétido con una molécula
de GDP. La cadena lateral de la serina 177 (en amarillo) corresponde a la frontera de ambos
dominios. En el dominio carboxilo terminal, se indica el loop-T7, que contiene el residuo
conservado Asp 212 (en verde), necesario para la actividad GTPasica de la enzima (ver texto).
En la estructura de TmFtsZ (derecha) se muestra el dimero domain-swapped en que los
dominios amino y carboxilo terminales de dos cadenas polipetidicas independientes (coloreadas
en azul y rojo) se encuentran intercambiados (Oliva y col., 2004). Se indica el bolsillo de union
del nucledtido con una molécula de GDP y el loop-T7 modlf cado por mutacion sitio-dirigida en
la variante de TmFtsZ. Nétese la diferencia en estructura del loop-T7 en ambas estructuras.
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El dimero de TmFisZ no polimeriza y no muestra actividad GTPasica como era
de esperar, pues se produce una interaccion carboxilo-carboxilo entre los monomeros
lo que impide el establecimiento de la interaccion. tongitudinal propia del protofilaniento
de FtsZ (Ofiva et al., 2004). La pérdida de la actividad GTPasica se explica porque
durante la polimerizacion, el contacto longitudinal entre .mondmeros de FisZ (ver
dimero de EcFisZ) permite que la superficie de del dominio carboxilo terminal del
monémero superior, donde reside el foop T7 (sefialado con flecha negra), contacte el
dominio amino terminal del monémero inferior. Esta interaccion activa la hidrolisis de
GTP mediante la insercién del residuo cataliti;:o aspartato 212, en el bolsillo de unién a
nucledtide en el dominio amino terminal (sefialado con flecha negra en Fig. 3)

(Scheffers y col., 2001y 2002).

Alineamiento estructural de los monémeros de E{:Ftsz y TmFtsZ

La figura 1 muestra que la distribucion de la estructura secundaria de ambas proteinas
es parecida. No obstante, se observan diferencias en la extensién de H1, 82, 83, 54,
S5, S6, H7, H8, S7, y S9 que son més largas en la estructura de TmFisZ, lo mismo
sucede con H6 y S8 en el modelo de EcFtsZ.

La hélice H3 de EcFtsZ muestra una division eﬁ ‘dos segmentos en TmftsZ (lo
mismo para MjFtsZ). Una hélice corta entre S5 y H5 en TmFtsZ y MjFtsZ no aparece
en el modelo de EcFtsZ; a su vez, una hélice corta entre H9 y S8 en TmktsZ, no
aparece en MjFtsZ ni en el modelo tridimensional de EcFtsZ. Finalmente, las hebras
S11y 812 en el extremo carboxilo terminal de MjFisZ, aparecen como una hélice en

EcFtsZ y TmFtsZ.
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Figura 3. Estructura de EcFtsZ y TmFtsZ en estado dimérico

EcFtsZ TmFtsZ
(modelo) (1W5F.PDB)

Figura 3. EcFtsZ y TmFtsZ en estado dimérico. A la izquierda se muestra el modelo del dimero
de EcFtsZ y a la derecha el cristal del dimero domain-swapped de TmFtsZ. En azul y rojo se
muestran dos cadenas polipeptidicas independientes para cada caso, donde cada cadena
polipeptidica corresponde a un mondmero. En la estructura de TmFtsZ se observa que parte de
cada una de las cadenas polipeptidicas forman parte de ambos mondémeros en el dimero. Se
indica el sitio del nucledtido y el loop-T7 en cada una de las estructuras.
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Postulamos que los cambios observados en los elementos de estructura
secundaria entre el modelo de EcFtsZ y las estructuras de TmFisZ y MjFisZ, se
deberian a las diferentes secuencias de estas proteinas.

En la figura 4A se muestra una sobreposicidbn de las estructuras de los
monomeros de EcFtsZ y TmFtsZ. La cadena polipetidica y los elementos de estructura
secundaria se colorearon de acuerdo al indice de similitud Q (R.M.S.D. normalizado).
Un valor Q=1 indica que las estructuras son idénticas y un valor Q=0 indica que los
atomos C-alfa presentan distancias mayores de 8 A (Eastwood y col., 2000). De
acuerdo a este criterio el dominio carboxilo terminal posee regiones gue alinearon
pobremente en comparacion al dominio amino terminal. El loop-T7 junto a H8, el lazo
conector H2-S7, H10, 39 y H11 (en la parte posterior de [a estructura) tuvieron un valor
Q cercano a 0 y tienen coloracién blanca a rojo. Por ofro lado, los elementos de
estructura secundaria correspondientes al dominio érnino terminal se alinearon blen y
el co[o;' azul predominé. Usando el alineamiento estructural STAMP (Russell y col.,
1992), se encontré una desviacién R.M.S. entre ambas proteinas de 4 A. La desviacién
obtenida en el alineamienio estructural es elevada considerando que ambas proteinas
comparten 48% de identidad de secuencia (tabla I1F).

El alineamiento estructural mosiré que la mayor parte de los elementos de
estructura secundaria se encuentran en ambas estructuras, esto sugirid que las
diferencias en la orientacion y extensién de algunos elementos de estructura
secundaria son responsables del elevado valor R.M.S.D. observado con STAMP (ver

mas adelante).
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Figura 4. Alineamiento estructural de EcFtsZ y TmFtsZ

FtsZ

Figura 4. A, Alineamiento estructural de los monémeros de EcFisZ y TmFtsZ. B, Alineamiento
estructural de los dominios amino (N) y carboxilo (C) de EcFtsZ y TmFtsZ. En colores se
muestra el RMSD normalizado de los alineamientos de acuerdo a la escala gue se muestra en
B (ver texto). Arriba y debajo de la superposicion de los dominios en B, se muestran el potencial
electrostatico de superficie y la interfase interdominio de EcFtsZ y TmFtsZ que se muestra hacia

el lector, donde el color azul, rojo y blanco indica carga positiva, negativa y neutralidad,
respectivamente. Las flechas apuntan hacia el lector.
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Alineamiento estructural de los dominios de EcFtsZ y TmFtsZ

Para evaluar la posible influencia de la orientacién de los dominios en las
estructuras monoméricas sobre la desviacién observada, se hizo un alineamiento
estructural de los dominios por separado de ambas proteinas. Los alineamientos se
hicieron con STAMP vy el algoritmo CE (Shindyalov y col., 1998) y ia imagen de la
superposicién creada se muestra en la figura 4B. Los resultados del alineamiento de
los dominios se resumen en la tabla [ll.

Con ambos algoritmos se calculé una desviacion R.M.S. de 2,48 y 3,70 A para
el dominio amino terminal de EcFtsZ y TmFisZ, respectivamente. El alineamiento de
los dominios carboxilo ‘terminal mostré una desviacion R.M.S. de 3,57 y 3,82 A,
respectivamente (tabla Ill). Estos resultados muestran que en [a estructura del cristal
de TmFtsZ una region del dominio carboxilo terminal seria responsable de la mayor

PR .
desviacién observada.

Superficie de interaccion interdominio

Para comparar la interfase de interaccion de los dominios en el modelo de
EcFtsZ y en el cristal de TmFisZ se determind el potencial elecirostatico de la
superficie de los dominios. En {a figura 4B se muestran [as superficies de interaccién
de cada dominio. Se enconiré una regién central neuira {apolar) similar en ambos
dominios y zonas cargadas hacia la periferia con diferente distribucion entre los
dominios de EcFtsZ y TmFisZ. Asi, en las zonas cargadas de EcFisZ, ! dominio amino
terminal presentd una regién negativa correspondiente a H4 y H5 que se encuentra
practicamente ausente en el dominio amino terminal de TmFtsZ. Un parche de carga
positiva. en la hélice H6 de EcFisZ se reduce a un. pequefio parche negativo en

TmFtsZ. En efecto, los residuos K170 y V171 de la hélice H6 de EcFisZ corresponden
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a los aminoacidos de carga negativa E181 y E182 en la secuencia de TrnFtsZ (ver
recuadro en Fig. 1). En la interfase del dominio carboxilo‘ terminal de EcFisZ, se
observd un parche neutro donde se encuentran H7, S8, S9 y 510 (Fig. 4B). La region
neutra correspondiente a H7 en el dominio carboxilo terminal de TmFisZ esta
interrumpida por un parche de carga negativa debida a la influencia de E181 y E182 en
la cara complementaria del domini-o amino terminal. La regién correspondiente a H8 y
el loop T7, de carga negativa en EcFtsZ, fueron reemplazadas por un parche de carga:
positiva en TmFisZ. Esto ultimo se debe a mutaciones en el foop T7 de TmFisZ (Oliva
y col, 2004),

El potencial de supericie se -relacioha con las cadenas laterales de los
aminoacidos, entonces es esperable encontrar similitudes a este nivel debido a la
elevada identidad de secuencia de ambas pro’teinas. Para corroborar esta hipétesis, se
compararon los aminodcidos gue participan en la ?ﬁterfase interdominio de EcFtsZ y
TmFisZ. Los 72 residuos de la interfase se marcaron con un punto negro sobre la
secuencia en el alineamiento‘ de la figura 1. Se encontrd un 47% de identidad en los
aminoacidos de la interfase interdominio entre ambas proteinas, en concordancia con-
el promedio de similitud de la secuer;cia completa (tabla Ill). El area de la interfase
interdominio es de 1540 A2 en EcFtsZ y 2043 A? en TmFtsZ, indicando una interaccién
de tipo permanente de los dominios en la protelna nativa y que la superficie de
interaccién interdominio de TmFisZ es mayor que la de EcFisZ, lo cual probablemente

le confiere una mayor estabilidad térmica.

Caracteristicas de la secuencia de los dominios aislados

En la figura. 5 se muestra la secuencia nucleotidica y aminoacidica de los

dominios amino vy carboxilo terminales de EcFisZ. La seécuencia de nucledtidos que
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corresponde al dominio amino terminales abarca las bases 1 a 537, mientras que el
dominio carboxile terminal abarca las bases 531 a 1149 del gen fisZ. El dominio amino
terminal incluye a los residuos 1 a 179 de la secuencia de FisZ silvestre v,
considerando la cola de seis histidinas introducida en la clonacion, tiene 185
aminodcidos. El dominio carboxilo terminal incluye a los residuos 177 a 383 y, con la
metionina y la cola de seis histidinas infroducidos en el clonacion, tiene 213
aminoacidos (tabla 1V). La cola de histidinas en ambos dominios se introdujo con el
objeto de facilitar la purificacion. Para aumentar la eficiencia de traduccién del dominio
carboxilo terminal se agregd el residuo metion_ina en el extremo N-terminal de la
secuencia. Con las secuencias mostradas en la figura 5 se calcuid la masa molecular
tedrica de las proteinas y, de acuerdo ‘a estos andlisis, los dominios amino y carboxilo
terminales poseen una masa molecular teérica den 19,3 y 23,1 kDa, respectivamente
(tabla 1V). Por otro lado, los dominios amino ;&‘carboxi[o terminales de TmFts% .
presentaron una masa molecular experi!nental de 18,2y 17,8 kDa {Oliva y col., 2004),
El dominio amino terminal de EcFisZ y de TmFtsZ tienen una masa molecular parecida
debido a la similitud de sus secuencias. En contraste, se eficonird una diferencia de 5,5
kDa entré el valor de masa molecular predicho para el dominio carboxilo terminal de
EcFtsZ y el valor reportado del dominio carboxilo terminal de TmFisZ. Esto se debe a

que el extremo C-terminal de EcFtsZ es mas largo que el de TmFisZ.
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Figura 5. Secuencia de nucleétidos y aminoacidos de los dominios de EcFtsZ

Secuencia denudedfidosdel dominio amino de EcFisZ.

ATGTTIGAACCARTG G AACTTACCTTACCAATGACGCG GTGAT TAAAG TCATCGGCETCGGC
GGCGGCGGECEGTAATG CTG TIGAACACATGGTGCGCGAGCGCATTGAAGG TG TIGAATICT
TCCCGGTAAATACCGATGCACAAG CGCTELG TAAAACAGCG GTTGGACAGACGATTCAAAT
CGGTAGCGGTATCACCAAAGGACTGGGLGE CTGGCECTAATCCAGAAL TIGECCE CAA?ECG
GCTGATGAGGATCGCE ATG CATTGCG TGCGGCGCTGGAAGGTGCAGACATGE TCTTTATIG
CTGCGGGTATG GGTGGTGGTACCGGTACAGG TGCAGCACCAGTCOGTCGCTEAAG TEG CAA
AAGATTTGGEG TATCCTG ACCG TTIGCTG TCG TCACTAAGCCTI ICAACT T TG AAGGCAAGANG
CETATG GCATTCGCGGAGCAGGGEATCACTGAACTGTCCAAGCATG TG GACTCICTGATCA
CTATCCCGAACGACAAACTGLTGAAAGTICTG GG CCG CGGTATCTCCCTG CTGLCACCACCA
CCACCACCAC

Secuencia de aminodcides del dominie amine de EcFtsZ.

MFEPMELTNDAVIKVIGVGG G GGNAVEHMVRERIEGVEFFAVN TD AQALRK TAVGQTIQIGS
GITKGLGAGANPEVGRNAADEDRDAL RAM EGADMVFIAAGMGGG TG TGAAPVVAEVAKDL
GILTVAYWITKPFNFEGKKRMAFAEQGITELSKHVD SLITIPNDKI KVIGRGISL HHHHHB

Secrencia nudestidos del dominio catboxilo de EcFisZ.

ATGTCCCTGCIGGATGLG TTTGGCGEAGTS AACGATG'QE\CT GAAAGGCGCTGTGCAAGGTA
TCECTGAACT GATT;BCTCG TCEGG GWA‘!‘(ZJ&ACGTG GACTITG CAGACGTACG CACCGTA
ATGTCIGAGATGG GCT ACGCAATG ATG GG'ITCT GG CGTGGCGAGCG GTG. AAGACCGTGCG
GAAGAAGCTGCT GAAATGG Ci ATCTC'W CICCGLT GO GGAAGATA?CGACCT GTCT GGLGC
GCGCEECE TGCTG GTTAACATCACGGCGGG CITCG ACCT G CGTCTGGATGAGT.I‘CGAAACG
GTAG GTAACACCATCCGT GCA'!TTG CTR:CG ACAACG CGACT GTG GTTATCGGTACTZ‘CT CT
TGACCCGG ATATG AATGACGAGCTGLG CGTAACCGTTG‘ITG CGACAG GTATCG GCATGGAC
AAACGTCCTGARATCACTCIGG TCACCAATAAGCAGGTTCAGCAG CCAG TG ATGGATCGLTA
CCAGCAGCATE GGATE GCTCCG CHACCCAGGAG CAGAAGCCG GTIGCTAAMGTCGTGAAT
GACAATG CGCCGCARACTG CGARAGAG CCGG A'!TATCTG GATATCCCAGCATICCTGCGTA
AGCAAGCTGATCACCACCACCACCACCAC :

Secuenda de aminodcidos del dominie carboxilo de EcFisZ.

MSLLDAFGAANDVLKGAVQGIAELITRPGLMNVDFADVRTVMSEMGYAMMG SGYASGEDRAE
EAAEMAISSPLLEDID LSGARGVLWNTTAGFDL RIDEFETVGN TIRAFASDNATVVIGTSLDPDM

NDELRVTVVATGIGMD KRPEITLVTNKQVQGPVMD RYQOHG MAPL TQEQKPVAKVVNDNAPQ
TAKEPDYLDIPAFLRXQADHHHBHH

Figura 5. Secuencia de nucledtidos y aminodcidos de los dominios amino y carboxilo terminales
de EcFisZ. Se destacan los elementos introducidos en el clonacién: las colas de histidina
(triplete CAC) en el extremo carboxilo terminal de ambos dominios y un residuc metionina
(triplete ATG) en el amino terminal del dominio carboxilo (ver Materiales y Métodos para méas
detalles).
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Tabla 1V. Propiedades fisicoquimicas de la secuencia de EcFtsZ y sus dominios

aislados

TablaN. Propledades fisicoquimicas de la secuenciade EcFisZ y sus dominios ds lados®,

Masa Molecular _ Punto N° nucleétidos® N residuos °
[kDa] isoeléctrico
=% 403 4,65 1 1149 (1149} 1-383
amino 19,2 6,05 1 - 538 {555) 1 — 179 {185}
carboxilo 231 4,69 531 - 4143 (638} 177 — 383 (2*:3}'

2 cilculos reafizados con PratParam ( i expasy org), en ]as dummms la secuencia mciuye~
metionina e histidinas.inroducidas parala punficacién.
® hucle didos del gen fisZ corréspondientes al marco de leclura-ablerto que se encuentra en los
plasridios de expresion. Entre. paréntesis se mmestra €liotal de bases del cassefle de expresidn
Qe incluye la metionia {en-el.dorinio C) y colas de histidina {snlas dominios N.y C).
“aninodtidos de la:protefna FisZ que corresponden en‘cada caso. Eritre- paréntesis se mdicael
total de residuos de Ja cadena polipeptidica mc]uyendnaqg.el{ns introducidos en’a clonacion.
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Especificamente, el dominio carboxilo terminal de EcFtsZ abarca los residuos
177 a 383 {(mas seis histidinas), mientras que el dominio carboxilo terminal de TmFtsZ
a los residuos 188-336 (mas seis histidinas), es decir, una diferencia de 58
aminoacidos que qorresponden aproximadamente a 6,2 kDa (considerando una masa
molecular promedio de 110 Da por aminoacido). Con la secuencia mosirada en la
figura 5 se predijo un punio isoeléctrico de 6,1 y 4,7 para los dominios amino y
carboxilo terminales de EcFisZ respectivamente (tabla [V), indicando que la sclubilidad
del dominio carboxilo terminal seria mayor que la solubilidad del dominio amino

terminal en el pH fisioldgico de la bacteria (6,5 a 7,5).

Subclonacién de los dominios amino y carboxilo terminales de EcFisZ

La regién codificante de los dominics de EcFisZ se amplificé por PCR en el
paso 1y se clond en el vector pT7-7, en el paso 2 se&ampl'iﬁcé el cassetfe de expresion
de los-dominios y se cloné en el vector pPACYC184. (Fig. 6, para mas detalles consultar
Materiales y Métodos). Los amplificados del paso 1 corresponden a I,o:s dominios amino.
(N) y carboxilo (C) y se esperaban fragmentos de 588 pb y 673 pb, respectivamente.
Los amiplificados incluyen a las colas de histidina y a los sitios de restriecion
introducidos artificialmente. El gel de electroforesis mostré que los productos de PCR
migran enire las bandas de 500 y 750 pb del patréon de masa molecular y que el
amplificado correspondiente al dominio carboxilo terminal tuvo mayor tamafio que el
amino terminal en concordancia con lo esperado (Fig. 6). Los amplificados,
previamente digeridos, se ligaron en el vector pT7-7 en los sitios Nde | y Hind Il1. El
vector que expresa al dominio amino terminal se denomind pECN1 y tiene un tamafio

de 3 kpb, el vector que expresa al dominio carboxilo terminal se denominé pECC2 y

tiene un tamafio de 3,1 kbp.
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Los amplificados del paso 2, corresponden al casseife de expresién de cada dominio
que se obtuvo desde los vectores pECN1 y pECC2 (Fig. 6, ver materiales y metodos).
Se esperaban fragmentos de 655 y 741 pb para los dominios amino terminal (N+T7) y
carboxilo terminal (C+T7), respectivamente y la electroforesis mostré que las bandas
migran de acuerdo con el tamafio esperado. Los productos de PCR se ligaron en
pACYC184 en el sitic Dra |. El vector que expresa el dominio amino terminal se
denominé pAECN1 y tiene un tafnaﬁo de 4,5 kpb mientras que el vector que expresa al
dominio carboxilo terminal se denomindé pAECC2 y tiene un tamafo de 4,6 kpb. La
secuencia de los dominios en los vectores de expresion s;a comprobdé mediante

secuenciacion.

Expresion de EcFtsZ y los dominios aislados

Se verificéd la integridad de los vectores construidos demosfrando la expresiéh de
las proteinas correspondientes. Los vectores se intro&jeron por electroporacién en
células electrocompetentes BL21(DE3) y se analizé la expresién de las proteinas en
extractos totales mediante Wesfern-blof especificc para FisZ. 'Un cultivo de
BL21(DE3)/pMFV57 que’ expresa a FtsZ silvestre se usé como control interno del
ensayo (Fig. 7A). La elevada expresion de proteina; del control estuvo acompafada de
degradacion, probablemente por la actividad de proteasas infracelulares. En los cultivos
de BL21(DE3)/pECN1 y BL21(DE3)/pECC2 el Western blot con el anticuerpo policlonal
anti-FisZ detecto las bandas de expresién de FtsZ cromosomal y unas i::andas de mayor
mavilidad electroforética que no se marcaron en el extracto control. L.as nuevas bandas
encontradas corresponden los dominios amino y carboxilo terminales que se expresan
aisladamente desde los vectores pECN1 y pECC2. El dominio carboxilo terminal
presentd menor movilidad electroforética que el dominio amino terminal indicando que

tiene mayor masa molecular en concordancia con lo esperado (ver tabla V).
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Figura 7. Expresién de EcFisZ y de sus dominios aislados en BL21(DE3)
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Figura 7. Expresion de FisZ silvestre y de los dominios amino y carbexilo terminales en
BL21(DE3). A, Western blot con suero policlonal anti-FisZ de la expresién de FtsZ (pMFV57) y
los dominics amino (pPECN1) y carboxilo (pECC2). B, Western biot con anticuerpos monoclonales
anti-histidina de la co-expresién de los dominios amino (pECN1 y pAECN1} y carboxilo (pECC2 y
pAECC2). C, curvas de crecimiento de los cultivos de BL21(DE3) que expresan-a FtsZ y los
dominios amino y carboxilo terminales en condiciones de induccidn.
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Considerando la intensidad de las bandas de expresion al cargar la misma cantidad de
proteina en los tres pocillos, el dominio carboxilo” terminal presenté menor nivel de
expresion que el dominio amino terminal (Fig. 7A). Una interpretacion alternativa de
este resultado es gue debido al cardcter policlonal del anticuerpo primario, la menor
intensidad de la banda del dominio carboxilo terminal se debe a una menor reactividad
frente reconocimiento del anticuerpo.

Los vectores pECN1 y pECC2 ‘(derivados de pT7-7) se encuentran en
aproximadamente 100 copias por célula en fase exponencial de crecimiento mientras
que pAECN1 y pAECC2 (derivados de pACYC184) se encuentran en
aproximadamente 10 copias en fase exponencial de crecimiento. Los vectores pT7-7 y
pACYC184 son compatibles 1o.que permitié propagarlos en el mismo cultivo. En la Fig.
7B se muestra un ensayo de co-expresién de los dominios amino y carboxilo
terminales en un cultivo de BL21(DE3) trans’férmado con pECN1+pAECC2 o
pECC2+pAECN1. El extracto total se analizd mediante Western-blot con anticuerpos
monoclonales anti-histidina lo que permitié seleccionar especificamente a los dominios
amino y carboxilo terminales de FisZ. La regulacién del nimero de copias de los
vectores compatibles se. reflejo en la intensidad de las bandas de la co-expresion,
siempre que un dominio se expreso desde el vector de alto ndimero de copias (defivado ;
de pT7-7), este aparecié como una banda de gran intensidad y tamaiio (Fig. 7B).

Se analizd el efecto de la expresion de FisZ y los dominios aislados sobre el
crecimiento celular en cultivos liquidos de BI;21(DE3)_en condiciones de induccidn (Fig.
7C). La curva de crecimiento del cultivo que expresaba a FisZ silvestre mostrd una
fase de retardo durante la primera hora de incubacién, una fase exponencial entre la
primera y sexta hora y, por Gltimo, una fase estacionaria de crecimiento desde la sexta

hora de incubacion (circulos en Fig. 7C). Este resultado mostré. que e! nivel de
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expresion de FisZ silvestre en condiciones de induccion no afecté el crecimiento
bacteriano. Las curvas de crecimiento de los cultivos de BL21(DE3)/pECN1 y
BL21(DE3)/pECC2 presentaron un comportamiento diferente de lo observado en el
cultivo control (tridngulos y cuadrados en Fig. 7C). Asl, se observo una fase de retardo
en el crecimiento bacteriano durante las primeras 5 horas de incubacion v,
posteriormente, se observé un’ crecimiento lento con una fase exponencial que se
extendi6 desde la sexta hasta la décima hora de incubacién. El mayor retardo en el
crecimiento de la cepa BL21{DE3) mosiré que la expresion de los dominios aislados
interfiere en la divisién celular. Esto tltimo sugiere que los dominios adquirieron una

conformacion mas bien activa en el citoplasma bacteriano in vivo y no se degradaron.

Caracterizacion in vitro

La caracterizacién in vitro se hizo para compgrar la dependencia de la actividad
GTPé4sica de ambos dominios, pues se encontro actividad GTPasica en presencia de
ambos dominios de Thermofoga maritima pero no la hubo cuando estaban separados

(Oliva et al., 2004).

Purificacion de EcFtsZ y de sus dominios amino y carboxilo terminales

EcFisZ se purificd por el procedimiento de precipitacién de los polimeros -con
cloruro de calcio y se obtuvo Una preparacién de proteina de pureza mayor a 98% en
concordancia con lo descrito por Rivas y col., 2000 (Figs. 8A y 8D).

La purificacién del dominio amiho terminal se hizo en dos etapas: primero se !
purificaron los cuerpos de inclusion y se obtuvo un precipitado insoluble que contenia

el péptido del dominio amino terminal con una pureza de 90% (Fig. 8B, linea 2). En la
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segunda etapa, los cuerpos de inclusion solubilizados con urea 6 M, se purificaron
mediante cromatografia de afinidad en condiciones desnaturantes y se obtuvo una
preparacion del dominio amino terminal con una pureza de 99% (Fig. 8B y 8D). La
expresion en cuerpos de inclusién det dominio amino terminal significé una ventaja,
pues la primera etapa liberd practicamente todo el material celular contaminante y
permitié que para la segunda etapa de la purificacién (cromatografia de afinidad), la
muestra inicial tuviera pocas impurezas facilitando |a seleccién por afinidad.

El dominio carboxilo terminal se purificé desde la fraccién citoplasmatica pLiesto
que se expresaba en forma soluble. ‘Luego de la cromaiografia de afinidad, se obtuvo
una preparacién del dominio carboxilo- terminal con 80% de pureza (Fig. 8C y 8D). A
diferencia de o obtenicio con el .dominio amino terminal, la preparacion del dominio
carboxilo terminal tuvo menor pureza debido a que se expres6 en menor cantidad y en
forma soluble junto a las proteinas citoplasmaticas de\-! la célula, lo que dificulté la
seleccién‘por afinidad en la cromatografia.

La concentracién de proteina de las tres purificaciones se determiné por el
método de Bradford. Se obfuvo por litro de cultivo, 10 mg de FtsZ, 20 mg del dominio

amino terminal (soluble en ureaj y 1 mg del dorrinio carboxilo terminal.

Estructura secundaria de EcFtsZ y los dominios ‘amino y carboxilo terminales

Para determinar el estado del plegamiento de EcFtsZ y, de los dominios amino y
carboxilo terminales se registraron los espectros de dicroismo circular en solucion y se
determind el contenido de estructura secundariz a partir de los espectros. Los

resultados se tabulan en la figura 9.
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El espectro de FtsZ presenté dos minimos, uno a 208 nm y otro alrededor de
222 nm, indicando que la protefna tiene un plegamiento tipo alfa-beta (Fig. 9A). La
cuantificacion de estructura secundaria de EcFisZ mostré mayoritariamente hélice alfa
con 48%, 28% de hoja beta y 26% de otro tipo de estructuras secundarias, mostrando
algunas diferencias con lo reportado anteriormente (Fig. 9, EcFisZ-ref). Se observé un
contenido de hélice alfa 10% mayor y el otro tipo de estructura disminuyo en 10%, no
obstante, el contenido de hebra beta estuvo de acuerdo con lo reportado. Las
diferencias observadas en el contenido de estructura secundaria pueden explicarse por
la metodologfa utilizada en la cuantificacion debido a que a una inspeccién visual del
espectro reveld corre-spondenc-ia con lo reportado para EcFtsZ (Rivas y- col., 2000).

El dominio amino terminal, renaturado por dilucidn rapida y estabilizado con
Tween20 (ver leyenda de Fig. 9), present6 dos minimos, uno en 212 y otro en 222 nm
indicando que la proteina adquiridé un plegamiento de&tipo alfa-beta después de la
renaturacién. El dominio amino terminal mostré mayoritariamente hélice alfa con 42%,
28% de hoja beta y de otro tipo.de estructura 26%.

Ef espectro del dominio carboxilo terminal presenté un minimo a 219 nm
sugiriendo un plegamiento rico en hoja beta. Este resuitado no era esperado, pues en el
cristal de MjFisZ el dominio carboxilo ter!'ni,nal presenta similares proporciones de
estructura secundaria alfa y beta que el dominio amino terminal (ver topologia en ‘el
alineamiento de Fig. 1), por tanto, se esperaba un espectro de similares caracteristicas.
La cuantificacién de la estructura secundaria mostré que el dominio carboxilo terminal
posee 41% de hélice alfa, 29% de hoja beta y 31% de otroztipo de estructura revelando
un aumento notorio en el contenido de otros tipos de estructura y hoja beta respecto del
dominio amino terminal y de EcFisZ. Cabe destacar que la porcién de secuencia de
EcFtsZ que corresponde al dominio carboxilo terminal tiene 68 residuos que no

aparecen en el modelo tridimensional construido (equivalente a un 31% de la secuencia

>
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del dominio) y Ja estructuracion que ellos pudieran adquirir daria cuenta de la diferencia
encontrada.

Los espectros de ambos dominios demostraron que estos se enconiraban
plegados, sin embargo, para cbtener una sefial comparable al espectro de EcFisZ, se
usé una concentracion de ellos cua’;ro veces mayor a la utilizada con EcFisZ (Fig. 9).
Los resultados sugieren que una poblacion mayoritaria de los dominios tiene un estado
semi-desplegado en nuestras condiciones experimentales.

Para confirmar que los dominios estaban mal plegados, se agrego el co-solvente
TFE a los dominios aislados, y se us6 como control a EcFisZ (Fig. 9B). TFE (2,2,2-
Trifluoroetanol) induce la formacién de puentes de Hidré;geno de la cadena polipeptidica
y, con ello, estabiliza el estado nativo de las proteinas (Roccatano y col,, 2002). Para
e'stos ensayos se utilizé. la misma concentracion de proteina para las tres muestras (5
uM) y no se usé el detergénte Tween20 en la solucion de{dominio amino terminal: Enla
Fig. 9B se observan sefiales de elipticidad comparables entre los espectros de
dicroismo circular de las tres muestras a diferencia del registro en ausencia de TFE. El
espectro de EcFtsZ mostré dos.minimos de similar intensidad a 212 y 222 nim indicande
un plegamiento de tipo, alfa-beta. de manera similar a lo observado en ausencia‘de TFE.
(Fig. 9B). El espectro del dominio amino terminal presenté dos minimos en 212y 222
nm indicando la presencia de estructura tipo aifa-beta (Fig. 9B). El espectro del dominio
carboxilo terminal en presencia de TFE mostré dos minimos, uno a 222 nmy otro a 215
nm sugiriendo cambios en éi cor;tenido de estructura secundaria en comparacion al.
espectro en ausencia de TFE c;ue. mostré sélo un minimo a 219 nm (Fig. 9B).

La cuantificacién de estructura secundaria en presencia de TFE mc;stré para
EcFtsZ 50% de hélice alfa, 23% de hoja beta y 27% de otro tipo de estructura. En los
domirios amino y carboxilo terminales se observé 42 y 45% de hélice alfa, 31y 28% de

hoja beta v, -por dltimo, 28 y 27% de otro tipo de estructura, respectivamente (Fig. 9).




53

Los experimentos de dicroismo circular en su conjunto mostraron que la estruciura de
las proteinas en ausencia de TFE es basicamente la misma que en presencia del co-
solvente {Fig 9). En cuanto a la estabilidad de los dominios, los resultados sugieren que

se pliegan con mayor eficiencia en presencia de TFE.

Estado de oligomerizacién en solucién de FtsZ y los dominios amino y carboxilo
terminales

El estado de agregacién de las proteinas purificadas se determiné por
cromatografia de exclusién molecular (Fig. 10). EcFtsZ en las condiciones
experimentales utilizadas se encontré como un monémero de masa molecular aparente
de 43 kD;, en concordancia con la masa molecular re;Jortada por Rivas y col. (2000) a
bajas concentraciones de Mg*, que-corresponde a la de un mondmero globular. El
dominio amino terminal renaturado por dilucién rapida eluyé en el volumen de exclusion
de la columna (no mostrado), resultado que indica una a;bregacién de este dominio. Sin
embargo, al renaturarlo directamente en la columna, por retencién del agente
desnaturante, se encontré una forma globular compacta de 16 kDa. (Fig. 10). Esto
sugirié que amino renaturado es-una protein_a globular y que desde este estado se
agrega a formas de mayor masa molecular. El dominio carboxilo terminal se encontré
como un oligdmero de 54 kDa que podria corresponder a un dimero (Fig. 10). La
asociacion (o agregacion) de los dominios era esperada debido a que exponen una gran

superficie hidrofébica al interrumpir la interaccién que establecen en la proteina nativa

(ver caracterizacion estructural in sifico). )
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Pruebas de funcionalidad de EcFtsZ silvestre y EcFtsZ reconstituida a partir de
sus dominios aislados

FtsZ hidroliza el nucleétido GTP en prese;ncia de Mg a pH 8,5 in vitro. La
activacién de la hidrolisis de GTP se debe a la interaccién longitudinal entre los
dominios amino y carboxilo terminales de dos monémeros de FtsZ. La unin de GTP en
el dominio amino terminal induce Ia polimerizacién de FtsZ y forma filamentos rectos de
una o dos subunidades de ancho in vitro (Mukherjee y Lutkenhaus, 1999). Debido a
esto, la actividad GTPasica de FtsZ se encuentra ligada a la polimerizacién.

FtsZ silvestre purificada por el método de precipitacion de polimeros con Ca" se
caracterizo in vitro de acuerdo a su polime.rizacién y actividad GTPésiéa. En la figura.
11A se muestra la polimerizacién seguida por dispersion de luz y el progreso de la
actividad GTPasica cuantificado con el ensayo colorimetrico cie verde de malaquita (ver
Materiales y Métodos). Se observa que la polimerizaciQn de EcFisZ inducida con la
adicién de GTP, es muy rapida en alcanzar el maximo y se mantuvo estacionaria
durante 5 minutos. Pos‘teriormente, se observd la despolimerizacion de la proteina en
dos fases una lenta de 20 a 25 minutos y ofra rapida de aproximadamente 15 minuios
que acabé complétamente a los 50 minutos (linea continua en Fig. 11A). La actividad .
GTPasica se induce en forma simultanea con la polimerizacién al agregar GTP 1 mM y
mostré una velocidad. méaxima de 13,7 #3,7 M GDP niin que se mantuvo durante los
primeros 10 minutos (circulos en Fig. 11A). La velocidad de hidrolisis se mantuvo sdlo
durante los primeros minutos debido a que el nucledtido es consumido répidamente,
esto indicé que la despolimerizacion de FisZ se debié a la disminucion en la actividad
GTPasica, confirmando que la actividad GTPasica y la polimerizacion se encuentran

ligadas temporalmente.
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dominios amino y

Figura 10. Estado de agregacién en solucién de FtsZ y los dominios amino y carboxilo terminales
purificados. Arriba se muestra el -cromatograma de la filracion molecular de FtsZ (Z) y de los
dominios amino {(N) y carboxilo (C) en Hepes 50 mM pH 7, KCI 300 mM, EDTA 1 mM a
temperatura ambiente. Abajo, curva de calibracién de la cromatografia con los estandares BSA
(66 kDa, cuadrado); FtsZ silvestre (40 kDa, rombo); Y222W (40 kDa, hexagono), Anhidrasa
carbénica (29 kDa, tridngulo); Aprotinina (6,5 kDa, circulo). De acuerdo a la calibracion FtsZ se
encuentra en forma monomérica y el dominio carboxilo terminal en forma dimérica; el dominio
amino terminal renaturade en la columna corresponde a un mondmero compacto, de acuerdo a

su volumen de elusién.




56

Figura 11. Polimerizacién y actividad GTPasica de EcFisZ
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Figura 11. Polimerizacién y actividad GTPasica de EcFtsZ. A, Turbidez de EcFtsZ 37 uM (linea
continua, eje derecho) y curva de progreso de [a actividad GTPasica de EcFtsZ 12 uM (circulos
negros, €je izquierdo) inducida por la.adicién de GTP 1 mM en amortiguador de polimerizacion
(MES 50 mM pH 8,5, KCI 50 mM, MgCl, 10 mM) a 30 °C. B, Concentracion critica (Cr) de la
polimerizacion de FisZ, C, Micrografia electrénica de los polimeros formados por FtsZ (ME), la
flecha negra indica el ancho de un polimero de EcFtsZ. Los parametros de la actividad
GTPasica de EcFtsZ se informan en la figura 12,
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A partir de experimentos a distintas concentraciones de proteina se estimdé una
concentracion critica de polimerizacion de 4 uM (Fig. 11B}, en concordancia con un
mecanismo de polimerizacién cooperativo. La micrografia electrdnica de los polimeros
formados por EcFtsZ in vitro (Fig. 11C) muestra filamentos de 5 a 9 nm de ancho que
corresponden al diametro de dos moléculas de EcFtsZ. La proteina purificada por el
método de precipitacion de polimeros con Ca+2, presenté una actividad especifica de
1,13 pM GDP pM FtsZ™ min™ (Fig. 11D). Este valor esta por debajo de lo reportado
para esta purificacion por Rivas y col., 2000, en donde se obtuvo una preparacioén de
EcFtsZ con una actividad especifica de 4,8 pM GDP uM FisZ™* min™.

EcFisZ reconstituida a partir de los dominios aislados en la misma re'accic'Jr.I.
presentd una actividad especifica de 0,19 [umol GDP umol dominio™ min™] indicando

que no hubo recuperacion de la actividad GTFasica al mezclar a los dominios en

* solucion. Este resultado reveld el estado no fu'ncioﬁ%l de EcFisZ reconstituida Jin vitro.

Para determinar‘si la mezcla de los dominios polimerizaban con GTP se.o_bservaron los
polimeros formados en una micrografia electronica y mostré soélo agregados amorfos
(Fig. 12C). De la misma manera, en las micrografias de los dominios aislados se
encontraron sélo agregados sin forma (no\mostrado).

Estos resultados indican que los dominios aislados de EthsZ, en estas
condiciones experimentales, no polimerizan y por ende, no debieran poseer. actividad
GTPasica a diferencia de lo que ocurre con TmFtsZ reconstituida. Para mantener el
dominio amino terminal de EcFisZ soluble se utilizé el detergente Tween2G, esto se
debe a que se observd agregacion cuando se renaturd por dilucién rapida en ausencia
del detergente. Con el objeto de eliminar el ::ietergente se caracterizo la agregacién de

este dominio.
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Figura 12. Actividad GTPéasica y polimeros formados por EcFisZ reconstituida a

partir de los dominios amino y carboxilo
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Figura 12. Actlividad GTPésica y palimeros formados por EcFtsZ reconstituida. a partir de los
dominios amino y carboxilo terminales. A, Curva de progreso de la actividad GTPasica de FisZ
12 pM (igual que en la figura 11), amino 12 uM {N), carboxilo 12 pM (C) y la mezcla de ambos
12 pM cada uno {N+C) inducida por la adicién de GTP 1 mM en amortiguador de polimerizacion
a 30 °C (para la mezcla del dominic amino terminal el amortiguador contiene Tween20 0,1%
viv). B, Velocidad y actividad especifica de la hidrélisis de GTP de FtsZ, N, C y N+C. C,
Micrografia electrénica de los agregados formados por la mezcla de N+C en condiciones de
polimerizacion (igual que en A),
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Caracterizacion del dominio amino terminal renaturado

El dominie amino terminal de EcFisZ se expresé como cuerpos de inclusion en E. cofi
BL21 (DE3), sin embargo, una pequedia fraccion de la proteina se enconiré en forma
soluble (no mostrado). Para los experimentos que se describen a confinuacion, una
alicuota de la preparacion del dominio amino terminal solubilizado en urea 6 M se
renaturd por dilucion rapida en el amortiguador indicade. Se analizd la estabilidad de la
proteina purificada en amortiguador de purificacién siguiendo su presencia por SDS-
PAGE (tefiido con azul de Coomassie}, en una muestra renaturada a temperatura
ambiente (Fig. 13A) y a 4 °C (Fig. 13B). En ambos ensayos se obhservd una banda
correspondiente al tamafo ;1el dominio amino terminal durante el tiempo (dias) en que
se inclibé la proteina. En el experimento a temperatura ambiente hacia.el sexto dia se
observd una banda de—'45 kDa que corresponde a una dimerizacién. del dominio amino
terminal (Fig. 13A), mientras que en el experimentc;‘*a 4 °C [a cinética de dimerizacion
se retraseé, pues. no se.observd la banda de agregacion hasta el noveno-dia (Fig.. 13B).
Para caracterizar el pl:OCESO de agregacién desde un punto de vista cinético, el dominic ‘
amino terminal _renaturado: por dilucién rapida se incubé a temperatura ambiente y se
siguid la agregacion mediante turbidimetria a 350 nm (Fig. 13C y D). Sepbse-rvélque el
dominio amino terminal renaturado se encontraba agregado y continué agregandose
lentamente en amortigtjador de polimerizaciéon, En cambio, al renaturar el dominio
amino terminal en el amortiguador de purificacién, es decir, diluyendo la urea desde 6
M hasta 0,1 M (una dilucién de 50 veces), no se observé un aumento notorio de.la

turbidez indicando gue no habia agregacién en estas condiciones experimentales.
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Figura 13. Caracterizacién del dominio amino renaturado por dilucién rapida
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Figura 13. Caracterizacion del dominic amino terminal renaturado por dilucion rapida. Una
solucién del dominio amino terminal (25 pM) renaturado por dilucién rapida en el amortiguador
de purificatién (Tris 50 mM pH 8, KCI 50 mM, glicerol 10%) se incubd a temperatura ambiente
(A) y a 4 °C (B); Mr, el patron de masa molecular; los niimeros sobre cada linea sefialan los
dias de incubacion. C, cinética de agregacion del dominio amino terminal renaturado en
amortiguador de polimerizacion de EcFisZ (1) y renaturado en amortiguador de purificacién del
dominio amino terminal (2) seguido por dispersién-de luz. D, cinética de agregacién del dominio
amino terminal .en amortiguador de polimerizacion de EcFisZ mas tres concentraciones (v/v) de
Tween20 y en presencia de EDTA 0,1 M.
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El dominic amino terminal se expresé como en cuerpos de Inclusion
probablemente debido a la presencia de una regién hidréfoba de fa zona de interaccién
con el dominio carboxilo terminal o a un plegamiento incorrecto. Por esta razon, se
analizé la agregacién del dominic amino termina! renaturade en presencia del
detergente TweenZ20 (no i6nico y no desnaturante).

Se observa en la Fig. 13D que al agregar concentraciones crecientes de:
Tween20 a la solucidn en donde se renaturé el dominio amino terminal, la turbidez
inicial disminuyd al incrementar el detergente indicando que la interaccién que
promueve la agregacion del dominio amino terminal es de tipo hidréfoba (Fig. 13D), Al
renaturar en amor@iguador de polimerizacién de EcFtsZ mas 0,1 M EDTA (un quelante
de iones Mg* y Ca*?) a una concentracién 0,05% de Tween20, se observéd una minima
turbidez sugiriendo que es el cation Mg*? el agente que favorece la agregacion. En
efecto, en thZ de Methanococc“us Jannaschii, -el it’)ﬁ"‘Mg+2 es suficiente para inducir la
polimerizacién de la protéina_sin Iigaﬁdo (I:luecas y Andreu, 2004).

Se determind el efécto de GTP y Mg™ sobre la cinética de agregacion del
dominio amino terminal renaturado en amortiguador de purificacion, es decir, en la
condicién en que nohhay agregacion evidente durante un tiempo razonable (Fig. 14A).
GTP no produjo-cambios significativos en la turbidez de la sclucién del dominio amino
terminal renaturado, mientras que al agregar MgCl, 10 mM a una mezcla estabilizada
del dominio amino termi_nal {linea base constante), se regisird un rapido aumento de la
turbidez de la 'solucién y, posteriormente, un estado estacionario. La agregacion
inducida por MgCl, se revirtié parcialmente al agregar EDTA 0,1 M (Fig. 14A). Estos
resuitados mostraron que la agregacién del dominio amino terminal es insensible al
nucleétido, que el ién Mg*? induce especificamente el proceso de agregacion y que los

agregados no se despolimerizan una vez formados.




Figura 14. Caracterizacion de la agregacion del dominio amino
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Figura 14. Caracterizacion de la agregacién del dominio amino terminal, A, cinética de
agregacion a-temperatura ambiente del dominio amino (25uM) en amortiguador de purificacion
mas Tween20 0,05% inducida por MgCl, 10 mM 6 GTP 1mM; luego de {a estabilizacion de la
turbidez se agrego EDTA a una concentracién de 0,1 M. B, agregacién del dominio amino
terminal {10 pM) en amortiguador de purificacion inducida por MgClz 20 mM, CaCl; 20 mM y
MgCl, 20 mM mas EDTA 0,1 M. C, efecto de la concentracién de proteina sobre la cinética de
agregacion del dominio amino inducida por 10 mM MgCls. D, concentracidn critica de la
agregacién de amino inducida por MgCl; a partir de la curvas mostradas en C. Las flechas

negras indican el momento en que se agregd MgCl,, GTP ¢ CaCl,.
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Para verificar directamente el efecto de Mg*?, se hizo el mismo experimento de
renaturacion e induccién de la agregacion con MgCl, 10 mM méas EDTA 0,1 M (Fig.
14B) ¥ no se observé el mismo aumento de turbidez, confirmando que es el ion Mg*? el
responsable de [a agregacidn. Los iones magnesio y calcio favorecen la formacion de
manojos en la polimerizacion de FisZ, este efecto se manifiesta como un aumento
exacerbado de la turbidez de la solucién en los ensayos de polimerizacion seguidos
por turbidimetria. Para verificar la especificidad de Mg*™ se usé calcio a la misma
conceniracidn y se observé una cinética de agregacion similar a la inducida con 20
mM Mg*? (Fig. 14B). Se determiné el efecto de la concentracién de proteina sobre la
agregacion del dominio amino terminal (Fig. 14C) v se encontré una dependencia lineal
de la turbidez con la concentracién proteina que intersecta ambos ejes en cero y que
pierde la linealidad sobre 12 UM de proteina (Fig. 14D) sugiriendo que la agregacion
ocurre a través de un proceso isodésmico (sin ljha etapa de nucleacion), que es
caracteristico de las agregaciones. El comportamiento.del dominio amino terminal con
el cation Nflg+2 sugiere que, en la estructura nativa, este dominio tiene un rol eﬂh la
polimerizacion y el proceso cooperativo y reversible de polimerizacién requiere de la
presencia del dominio carboxilo terminal, es decir, del establecimiento de la interaccién

de ambos deminios.

Caracterizacién in vivo

La reconstitucién de la funcién de EcFtsZ in vitro a partir de sus dominios
purificados se dificultdé por la inestabilidad de ambos dominios en solucién -(ver
caracterizacién.in vitro). Debido a esto, se estudié la reconstifucion de EcFtsZ desde un

punto de vista fisiolégico in vivo usando la maquinaria de plegamienio de la célula.
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Para ello se caracterizd el efecto de [a expresidn de ambos dominios sobre la

viabilidad, cinética de crecimiento y morfologia celular de la cepa mutante. VIP2(DE3).

Caracterizacion de la cepa VIP2(DE3)

La cepa VIP2(DE3) es una mutante “termonula” del gen fisZ (Pla y col., 1981).
En condicién permisiva (30 °C) la cepa crecié normalmente con bacterias de forma de
bastén, mienfras que en la coqdibién restrictiva (42 °C) ocurrié una disminucion notoria
. de la viabilidad y presenté un fenotipo celular filamentoso (Fig. 15). Este efecto se debe
a que la sintesis de EcFtsZ en el citoplasma de la cepa mutante se detiene luego de 90
minutos de incubacién a 42‘°C (ver Materiales y Métodos). Los cultivos a 30 °C
presentaron una viabilidad de 2 x 10* ufe/mL (Fig. 16A) y las bacterias mostraron forma
de baston de 1 a 2 micrones de largo sobre su eje longitudinal (Fig. 17A). Los cultivos a
42 °C presentaron una viabilidad de 8 x 10° «.{chlmL (Fig. 16A) con bacterias
filamentosas de largo de 5 a 20 micrones sobre su eje longitudinal (Fig. 178). Estos
resultados mostraron que a 42 °C, en la cepa termonula, se produce una disminucion
de hasta 4 érdenes de magnitud en la viabilidad y una drastica filamentacion en las
bacterias e‘n fase exponencial de crecimiento.

Se caracterizo el crecimiento en cultivos liquidos de la cepa VIP2(DE3) en la
condicién permisiva y restrictiva y en ambos casos se observé un aumento de la
densidad éptica, sin' embargo, el cultivo a 42 °C mostré una disminucién de la viabilidad
conforme aumentaba el tiempo de incubacion. Esto coincide con el grupo que
construy6é la mutante (Pla y col., 1991). Para comparar cuantitativamente las
diferencias en el crecimiento, se Heterminé la constante de crecimiento en la condicion
permisiva y restrictiva a partir de la curvas de crecimiento. A 30 °C se obtuvo una

constante de 1,01*102, mientras que a 42 °C se obtuvo una constante de crecimiento




Figura 15. Propiedades de la cepa VIP2 (DE3) de E. coli
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Figura 15. Propiedades de la cepa mutante VIP2 (DE3)-pLAR9 termonula para el gen ftsZ. Un
cultivo de la cepa VIP2 se crecio¢ hasta fase exponencial de crecmento a una densidad dptica
a 600 nm de 0,7-0,8. Luego, se hizo una dilucién seriada desde 10° hasta 10° y se sembré en
duplicado con incubacién durante al menos 16 horas a 30 y 42 °C. El conteo de celulas viables
en los duplicados (A y B) entregd la informacién sobre la cepa sin transformar (control positivo).
La carencia de FtsZ se manifiesta como una disminucién de hasta 4 érdenes de magnitud en la

viabilidad (C) y un fenotipo filamentoso en la morfologia celular (B).

Estas diferencias

permitieron evaluar la viabilidad de la cepa en presencia de los genes mutantes de FtsZ que se
logré transformando el vector de expresion correspondiente en la cepa VIP2(DE3)
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Figura 16. Viabilidad y constantes de crecimiento de cultivos liquidos que

expresan a EcFtsZ y los dominios amino y carboxilo
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Figura 16. Viabilidad y constantes de crecimiento de cultivos liquidos que expresan a FisZ
silvestre y los dominios amino y carboxilo terminales in vivo. A, se determiné la viabilidad de la
cepa VIP2(DE3) que expresan a los dominios aislados y co-expresando ambos dominios en la
condicién permisiva (30 °C) y-restrictiva (42 °C), respectivamente. B y C, curvas de crecimienta
(sélo fase exponencial) de VIP2(DE3) expresando los dominios por separado y juntos a 30 y 42
°C, respectivamente. D, constantes de crecimiento de la fase exponencial de crecimiento de los
cultivos mostrados en B y C. El valor enfre paréntesis indica la desviacion esténdar de al menos
dos experimentos independientes, “N+C" corresponde a VIP2(DE3)/pECN1+pAECC2 y “C+N" a
VIP2(DE3)/pECC2+pAECN1.
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de 6,03 x 10 (Fig. 16D}, que corresponde a.una disminucién de 50% en la velocidad
de crecimiento por la carencia de FisZ en la condicion restrictiva.

Al complementar la cepa VIP2(DE3) con un plasmidioc portador del alelo
silvestre del gen ftsZ (pMFV57), la viabilidad en la condicién permisiva alcanzé 3 x 10°
ufe/mL con bacterias de 0,5 a 1,5 micrones de largo (Fig. 16A y 17C). En la condicién
restrictiva la viabilidad alcanzé 8 x 107 ufc/mL con bacterias de 1 a 2 micrones de largo
(Fig. 16A y 17D). En los experimentos de crecimiento bacteriano, se observaron
constantes-de crecimiento a 30 y 42 °C de 9,57 x 10 y 1,47 x 10, respectivamente
(Fig. 16C). Estos resultados mostraron una recuperacién de la viabilidad a 42 °C desde
8 x 10* ufe/mL en la cepa mutante, a 8 x 107 ufc/mL en la cepa que expresaba FtsZ
silvestre desde pMFV57 indicando que hubo complementacion d;a la cepa mutante. No
se observé una recuperacién total de la viabilidad celular debido a que [os veciores
derivados de pT7 (pPMFV57 es un derivado de pE'I:§8) presentan elevados niveles de
expresion basal en ausencia del inductor. Es sabido que la sobreexpresion de FtsZ
puede inducir un efecto’ dominante negativo en Escherichia coli provocando :lna
disminucic’)nlde la viabilidad y una leve filamentacién (Osawa y Erickson, 2005). Al
evaluar la constante de crecimiento de los cultivos liquidos a 42 °C, se observé un
valor de 6,03 x 102 en la cepa mutante y un valor de 1,47 x 102 en la cepa
complementada, mostrando un aumento de dos veces en la velocidad de crecimiento
en comparacién a la cepa mutante en la condicion restrictiva (Fig. 16D). Estos
resultados .mostraron que al complementar la cepa VIP2(DE3) con el vector pMFVS7
en la condicion restrictiva se produjo una reversion fenotipica de los defecios

observados en la morfologia y fisiologia de la mutante VIP2(DE3).
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Viabilidad, crecimiento y morfologia de la cepa VIP2(DE3) expresando a los

dominios aislados

De acuerdo a la caracterizacion de la cepa termonula VIP2(DE3), el fenotipo
mutante se revirtié al proveer una copia del gen ftsZ en trans. Debido a esto, se hizo un
experimento de complementacién in vivo en la cepa VIP2(DE3) entregando los
dominios amino vy carboxilo terminales expresados desde los vectores de compatibles
pECN1 (pPAECNT) y pAECC2 (pECC2) suponiendo que los dominios tendrian mayor
estabilidad en el citoplasma’ bacteriano debido a que hay chaperonaé c’fue facilitan el
plegamiento de las protelnas atrapadas en intermediarios semi-desplegados. En estos
experimentos se caracterizé la viabilidad, crecimiento celular y la morfologia de la
bacteria en la condicion permisiva y restrictiva de la misma manera que hizo con Ia
cepa VIP2(DE3). . N

La expresion. del dominio amino- terminal en [a mutante termonula
VIP2(DE3)/pECN1 produjo una viabilidad a 30 °C de 7 x 107 ufc/mL, una disminucion

de dos ordenes de magnitud-en la viabilidad respecto de VIPZ(DE3), que presenfé 2%

10° ufe/mL en la condicion pérmisiva (Fig. 18A). Ademas, se observaron bacterias .

filamentosas de 10 ‘'0c mas micrones de large en la cepa VIP2(DE3)YpECN1 en la
condicién permisiva; en estos filamentos se distinguieron granulos densos distribuidos
uniformemente en el citoplasma celular que podrian corresponder_ a los cuerpos de
inclusién del domino amino terminal (Fig. 17E). Estos resultados indicaron un fenotipo
dominante negativo debido a que se observé filamentacion y una disminucion de la.
viabilidad en la condicién permisiva, es decir, en presencia de FisZ silvesire. Estos
resultados concordaron con la inhibicién del crecimiento observada con la cepa de

expresion BL21(DE3) (Fig. 7C). En la cepa VIP2(DE3)/pECN1 a 42 °C se observé una

v
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viabilidad de 8 x 10* ufc/mL (Fig. 16A) con bacterias filamentosas de largo mayor a 10
micrones y numerosos granulos densos en el citoplasma celular (Fig. 17F). Estos
resultados demuestran que la expresién del dominio’amino terminal es toxica para la
bacteria y que no complementa a la cepa VIP2(DE3).

En los experimentos de crecimiento en cuitivos liquidos que expresaban el
dominio amino terminal, se observé una constante de crecimiento a 30 y 42 °C de 4,97
x 107 y 8,03 x 107 respectivamente (Fig. 16D). Este resultado indica gue la expresion
del dominio amino terminal provocé una disminucién en la velocidad de crecimiento
respecto de la cepa VIP2(DES3) en la condicibn permisiva, confirmando el fenotipo
dominante negative observado anteriorh‘ente.

Al expresar los dominios amino y carboxilo terminales in frans en la cepa
VIP2(DE3)/pECN1+pAECC2 $e observd una viabilidad a 30 y 42 °C de 2 x 10%y 3 x
107 ufclml, respectivarr-tente‘(Fig. 1f:—‘>A).’En fa ct;hdicién permisiva se enconfraron
bacterias filamentosas de tamafio mayor a 10 micrones'y basiones de 1 a 2 micrones
de largo. En ninguno de los filamentos se observaron granulos opacos en el citoplasma
(Fig. 17G). En jo;} cultives liquidos de la cepa VIP2(DE3)/pECN1+pAECC2 se obtuvo
una constante de crecimiento de 1,04 x 10y 1,59 x 102 a 30 y 42 °C, respectivamente
(Fig. 16D). Estos, resultados mostraron que la expresién de ambos dominios juntos
desde pECN1 y pAECC2 si complementaron a la cepa termonula.

Tres evidencias apoyan la conclusién sobre la complementacion de la funcién
de FtsZ.in vivo al expresar ambos dominios: primmero, se observé un aumento de la
viabilidad a la temperatura permisiva de \?lPZ(DES)/pECN‘HpAECCZ respecto de la
VIP2(DE3)/pECN1 desde 7 x 10 a 2 x 10° ufc/mL indicando una reversion del efecto
dominante negativo al expresar al dominio amino terminal en los cultivos.liquidos. Una

posibilidad es que la expresion del dominio amino terminal desde pECN1 disminuya
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1

cuando se expresa el dominio carboxilo terminal simultaneamente desde el vector
pAECC2 en la cepa VIP2(DE3), lo que podria explicar la reversi'c‘m.. Otra explicacion es
que la expresion del dominio carboxilo terminal secuestre al dominio amino terminal
para formar una FtsZ reconstituida in vivo y evitar el efecto tdxico de su expresion.
Segundo, se observd una recuperacion de la viabilidad celular en la condicién
restrictiva (42 °C) en la cepa VIP2(DE3)/pECN1+pAECC2 respecto de la cepa
VIP2(DE3)/pECN1 desde 8 x 10* a 3 x 107 ufc/mL, un valor similar a lo observado con.
la cepa; cc;mplementada con FtsZ silvestre en la condicidn restrictiva). Ter;:ero, se
observo un aumento de la constante de crecimiento desde 8,03 x 102 en Ia cepa
VIP2(DE3)/pECN1 a 1,59 x 102 en la cepa VIP2(DE3)/pECN1+ pAiECCZ.

. Para complementar ‘estos resultados se, co-expresaron los dominios con la otra
combinacién de vectores de expresién, es decir, con los vectores pECC2 y pAECN1 y
se caracterizé la cepa VIR2(DE3Y pECCZ+pAECI\h. En [a cepa ViIP2(DE3)/pECC2,
que expresa el dominio carboxilo terminal, se observé una viabilidad a'30 y 42 °C de 8
x 10°y 6 x 10* ufc/mL (Fig. 16A). En los cultivos liquidos se observé una constante de
crecimiento de 6,7 x 10° y 8,47 x 10° en condicién permisiva y restrictiva,
respectivamente (Fig. 16D). Al suplementar con el dominio amino. terminal la cepa
VIP2(DE3)/pECC2+pAECN1, es decir, al proveer ambos dominios usando ofra
combinacién de plasr\nidios, se observé una viabilidad de 1 x 10% y 5 x 107 ufc/mL a 30
y 42 °C, respectivamente (Fig. 16A). En los cultivos liquidos se observé una velocidad
de crecimiento ‘de 8,5 x 10° y 1,48 x 162 en condicién permisiva y restrictiva,
}espectivqmente. En estos experimientos, se observé una recuperaciéon de la viabilidad
y la velocidad de crecimiento al complementar la cepa que expresaba el dominio
carboxilo terminal desde pECC2 con el vector que expresaba el dominio amino terminal

desde pAECN1. A excepcidén del fenolipo filamentoso observado en VIP2(DE3)-
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pECN1/pAECC2 en la condicién restrictiva (Fig. 17G), estos resultados confirmaron la
observacion que la expresién de los dominios aislados in trans complemento la funcion

de FtsZ silvestre en la cepa VIP2(DE3).

DISCUSION

En esta tesis se abordé desde un punto de vista experimental la hipétesis de
que FtsZ de Escherichia coli sepa}rada en sus dominios amino terminal y carboxilo
terminal puede restituir su funcionalidad. Sobre la base dé la informacion estructural y
funcional de FtsZ de diferentes organismos, se definié [a secuencia de FisZ de
Escherichia cofi que contiene a los dominios amino y carboxilo terminales y se
expresaron en forma aislada. Los dominios se caracterizaron in vitro e in vivo de
acuerdo a la funcidn de la proteina.

Los resultados de la caracterizacion in vitro gon los dominios amino (aa. 1-179).
y carboxilo (aa. 177-383) terminales de EcFisZ, purificados por cromatografia de
afinidad, mostraron que al reunirlos en solucion ellos no restituyeron la funcionalidad de
la proteina FtsZ nativa. Probablemente la inestabilidad del dominio amino terminal es la
causa de este resultado. L.os resultados de la caracterizacién in vivo mostraron que al
complementar la cepa con ambos dominios las propiedades fisiolégicas de la bacteria

en condiciones restrictivas son similares a lo observado en la cepa complementada con
FtsZ silvestre. Por lo-tanto, la actividad de FtsZ in vivo sl se‘restauré al expresar ambos
dominios en la cepa VIP2(DE3). Una explicacién para estos resultados es que los
dominios se pliegan correctamente en el citoplasma bacteriano y que el
establecimiento de la interaccién entre ambos esta favorecida in vivo. En cambio, -Ios

experimentos con los dominios aislados demostraron que los dominios amino vy

carboxilo terminales tendieron a oligomerizarse espontaneamente, el dominio amino
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terminal en agregados insolubles y el dominio carboxilo terminal permanecié soluble
formando dimeros. Ambos dominios se encontraban en un estado semi-desplegado de
acuerdo a los experimentos de dicroismo circular. A continuaciéon se presenta una

discusion detallada de los resultados encontrados en este trabajo.

Secuencia y estructura de los dominios amino y carboxilo terminales de EcFisZ

El modelo fridimensional de EcFitsZ y la estructura cristalina de TmFisZ
representan 79 y 89% de su secuencia completa, respectivamente; tienen los mismos
elementos de estructura secundaria y poseen 383 y 351 residuos' cada una,
respectivamente. Asi, estas estructuras podrian carecer de algunos elementos;
especialmente EcFtsZ que tiene un extremo carboxilo terminal mas largo que TmFtsZ.
Los posibles errores estructurales del modelamiento de EcFtsZ se consideraron
despreciables debido a la elevada identidad de seguencia_ que comparte con PaFtsZ
(58%) y MjFtsZ (40%), entonces la secuencla representada en el modelo iridimensional
de EcFisZ es probable que muestre fielmente la estructura real (tesis Andrea Garcés,
2007).

En el dominio. amino terminal de las estructuras de EcFtsZ y TmFtsZ no
aparecen representados los primeros 9y q21 aminoécidos, respectivamente. En la
secuencia carboxilo terminal hay 68 y 15 residuos que no aparecen en EcFisZ y
TmFtsZ, respectivamente. La secuencia que antecede a la hélice HO (aminoacidos 1-
20) y la secuencie gue sigue después de la hebra 812 (aminoacidos 355-364) en
MiFtsZ, se considerd como lazo no estructurado por el grupo que resolvié su estructura
(Léwe y col., 1998). En EcFtsZ, los residuos 1 a 9 y 316 a 383 no se modelaron
debido a que no estan presentes en las estructuras que se usaron como moldes y ‘l'a

conformacion que tienen se desconoce. En PaFtsZ, donde no se encontrd la hélice HO
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en ninguna de las estructuras resueltas hasta ahora, y por lo tanto los primeros
aminoécidos no poseen estructura definida, asi, se esperarfa que al menos los
primeros 20 aminoacidos de EcFtsZ no presenien estructuracion (Oliva y col., 2007).
La secuencia que codifica para los dominios amino y carboxilo terminales de
EcFtsZ se escogid a partir de un alineamiento basado en la estructura tridimensional
de EcFisZ y TmFtsZ (figura 1), donde los dominios amino y carboxilo terminales
corresponden a los residuos 1a 179y 177 a 383 de la secuencia de EcFtsZ. FisZ de
ambos organismos presentaron 48% de identidad, un resultade esperado considerando
que la proteina tiene una funcién evolutivamente conservada en [a division celular de
procariontes: y arqueas (Vaughan y col., 2004). Al comparar [a secuencia de los
dominios aislados de EcFisZ y T}nFtsZ se observd que el dominio amino terminal
presenta una mayor conservacion de secuencia alcanzando 54% de identidad en
comparacién a 37% para el dominio carboxilo termir;ﬂél. .
Una revision sistematica de las secuencias de 225 FtsZ de distintoé organismos
mostrd que la proteina Fst se puede dividir en cuatro segmentos, tomando como
criterio su conservacién de secuencia: un segmento N-terminal, de largo variable (5-
168 aa.), una regién nucleo (del inglés core), de largo menos variable (296-324 aa.),
una regién espaciadora, de largo variable (2-330 aa.), y un exiremo C-terminal
bastante conservado, de largo menos variable (10-37 aa.) (Vaughan y col., 2004). La,
region conservada correspondiente a la regidn nucleo consideré la secuencia
,contenida‘entre' 81 y 810 de la estructura de MjFisZ y tiene todos los elementos
necesarios para unir e hidrolizar el GTP. Se definié a la regién nucleo como la
secuencia de MjFisZ que va desde la isoleucina 40 hasta la valina 340. Otra region

bastante conservada correspondié al péptido C-terminal con la secuencia consenso

D(E)D(Y/F) LD(E)IPA(P/S)FL que representa un motivo de interaccién proteina-
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proteina en casi todas la secuencias analizadas. En E. coli se analizé la funcion de
esta zona de FtsZ y se encontré que los residios 316-366 constituyen un espaciador®
para la cola de interaccién con ZipA/FtsA ubicada entre los residuos 366-383, y
también se sugirid que la regién no estructurada de EcFisZ constituye un lazo de
interaccion protefna-proteina (Osawa y col., 2005).

La figura 1 muestra el alineamiento de secuencia bésadq en la estructura de la
region ntcleo de EcFtsZ, TmFtsZ y MjFtsZ. Se encontré una identidad de 46% sobre
un alineamiento de 310 residuos de E. colf para esta regién entre EcFtsZ y TmFisZ, un
valor algo menor que la conservacion observada con la secuencia completa que fue de
48% (Tabla I11). La definicién de una regién nacleo tiene mayor relevancia evolutiva que
la definicion de dos dominios en FtsZ puesio que es el segmento conservado mas
extenso de la secuencia en la mayoria de los casos estudiados (Vaughan y col.,
2904). No obstante, se encontré un 54% de identida&de los dominios amino terminales
de EcFisZ y TmFtsZ, mosirando la importancia evolutiva de esta zona dentro del
nicleo conservado de las FtsZ

Debido a las anomalias esfructurales presentadas por el cristal domain-
fwapped de TmFtsZ, se analizaron las posibles diferencias con el modelo de EcFtsZ
comparando las cadenas de carbonos alfa. Los dominios aislados de EcFtsZ y TmFisZ
se alinearon estructuralmente usando CE y STAMP (Fig. 4 y Tabla [ll}. Con CE, se
observé una desviacién estructural R.M.S. menor del dominio amino terminal respecto
del dominio carboxilo terminal, probablemente por las diferencias enc?ntradas a nivel
de secuencia. Al comparar la proteina completa se obtuvo un R.M.S.D. de 4 A, algo
mayor que la desviacion observada con los dominios separados. Esto sugirio que los
dominios poseen un plegamiento similar pero tienen diferente orientacion en la proteina

nativa. Oliva y col (2007} mostraron que la orientacion del dominio carboxilo terminal
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(dentro de la regién nicleo) de FisZ de orgaflismos mesdfilos y terméfilos presento
varigciones debido a la secuencia mas que ha cambios conformacionales especificos.
Diaz-Espinoza y col (2007) mostraron que el dominio carboxilo terminal de FisZ (uﬁ
estudio realizado con los cristales de PaFtsZ y MjFtsZ), presenté mayores factores de
temperatura cristalograficos que el dominio amino terminal y mayor cantidad de
regiones flexibles (tesis Leonardo Septlveda, 2007). En consecuencia, las
diferencias en R.M.S.D. encontradas con los alineamientos del dominio carboxilo
terminal de EcFtsZ y TmFtsZ en este trabajo, se deben a una mayor divergencia de la

secuencia aminoacidica.

Expresién y purificacién de los dominios amino y carboxilo terminales de EcFtsZ

La secuencia del gen fisZ que codifica los dominios amino y carboxilo
terminales contiene a los-nucledtidos 1-538 y 531-1 1&9, re§pectivamente._ Para evaluar
la expresién de los dominios, los vectores transformaron en BL21(DE3) y se encontré
que el dominio carboxilo terminal tiene menor migracion electroforética que el dominio
amino terminal, en concordancia a la predicciéq de la masa molecular en base a la
secuencia aminoacid_icz;l. Los vectores pECN1 y pECC2 mostraron mayor nivel dé
expresion de los dominios que los vectores pAECN1 y pAECC2, respectivamente. Este
resultado era esperado debido a la regulacion del nimero de copias de ambos
vectiores (Tabor y Richardson, 1985; Chang y Cohen, 1978). )

Osawa y col., 2005, demostraron que [a region amino terminal de EcFtsZ (aa.
1-195), causaba un efecto dominante negativo en la bacteria. Se sugirié que podria
deberse a la inhibicién de la polimerizacion de FisZ puesto que el dominio aminc

terminal posee todos los residuos necesarios para el establecimiento de la interaccion

longitudinal, entonces generaria un “heterodimero” que bloquea la elongacion del
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protofilamento. En este trabajo, se evaludé el crecimiento en cultivos liquidos de
BL21(DE3). expresando ambos dominios en condiciones de induccidn y se encontro
que ambos poseen actividad biolégica pues produjercn una inhibicidn del crecimiento
durante las primeras horas de incubacion. Sin embargo, el crecimiento normal se
restituyé después de 6 horas de induccién probablemente por la seleccion de
poblaciones de baja o nula expresién de proteina (Fig. 7C).

EcFitsZ y el dominio carboxilo. terminal se expresaron en forma soluble y se
purificaron desde la fraccion citoplasmatica de los cultivos inducidos. En contraste, el
dominio amino se expresé como cuerpos de inclusion (Fig. 8B). Usando la secuencia
de los dominios amino y carboxilo terminales se hizo una prediccion de la masa
molecular de las proteinas purificadas y comresponden a 193 y 23 kDa,
respectivamente. FtsZ purificada presentd una masa molecular aparente de 41 kDa y
los dominios amino y carboxilo ferminalés una maeéa molecular aparente de 21 y 24
kDa, respectivamente. Las diferéencias observadas entre el valor de la masa molecular
esperada y observada estuvieron dentro del error. De acuerdo a la secuencia, el
dominio amino terminal tiene un punto isoeléctrico de 6,05 mientras que el dominio
carboxilo terminal tiene un valor de 4,69. Entonces, la expresion insoluble del dominio
amirio terminal podria deberse a la baja solubilidad que predice su punto isceléctrico
en el pH fisiolégico de la bacteria que corresponde a 6,5-7,5 (Wilks y col, 2007).

La preparacion de FtsZ alcanzé una pureza de 98% de manera similar a lo
reportado por Rivas y col., 2000, donde se utilizé el mismo métado <2 purificacién. Los
dominios amino y carboxilo terminales alcanzaron una pureza de 99 y 80%,
respectivamente. Las impurezas presentes en la purificacion del dominio carboxilo
teljminal se trataron de eliminar agregando un paso de filiracion en columna (no

mostrado). En el cromatograma de la filtracidon, se encontré que la fraccion
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correspondiente al pico de mayor intensidad (se supuso que era la sefial de un dimero
del dominio carboxilo terminal en la figura 10), correspondela una banda del tamario
del dominio carboxilo terminal y una banda del tamafio de un dimero de carboxilo (no
mostrado). Debido a esto, se realizd una electro-elusién de la 5anda correspondiente al
- dominio carboxilo terminal desde un SDS-PAGE de la purificaciéon. En el gel del
dominio carboxilo terminal obtenido con la electroelusidn, nuevamente se obtuvieron
dos bandas indicando que la “contaminacién” que apareci¢ en [a purificacion se debe a
una oligomerizacién del dominio carboxilo terminal resistente al detergente SDS (no
mostrado). Se ha reportado que las proteinas de membrana, que exponen grandes
superficies hidrofobicas, a veces se agregan y forman oligémeros resistentes a SDS
(Sagné y col., 1996). Los dominios. purificados de EcFtsZ mostraron una tendencia a
la agregacion que se caracterizaba por la formacion de oligémeros insolubles en SDS,
indicando gue la interfase hidrofébica que exponen a separarlos esta involucrada en el

proceso de agregacion.

EcFtsZ y los dominos amino y carboxilo en solucién

El plegamiento de EcFisZ purificada por ciclos de polimerizacién con Ca* fue
caracterizado por Andreu y col. (2002), donde se encontrd un espectro de dicroismo
circutar con minimos en 208 y 220 nm. Marrington y col. (2004) calcularon el
contenido de estructura secundaria usando el algoritmo CDSSTR (Sreerama y col.,
2000} a partir de los espectros'de EcFtsZ, lo que permiti6 comparar los resultados
obtenidos en este trabajo.

EcFtsZ presentd un espectro de dicroismo circular con dos minimos no a 208
y otro alrededor 222 nm, y el contenido de estructura secundaria calculado a partir del

espectro mostré diferencias significativas con lo publicado. Los dominios amino y
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carboxilo terminales también presentaron espectros caracteristicos de proteinas
plegadas. Sin embargo, se encontré que los dominios mostraban una sefial de
elipticidad muy baja, aun cuando se habia realizado una cuantificacién de la
concentracién proteina confiable y la solucién del dominic amino terminal se
encontraba estabilizada con el detergente no desnaturante Tween20. Sdlo se obtuvo
una sefal de elipticidad clara y de intensidad comparable al pontfol de EcFisZ cuando
se aumenté cuatro veces la concentracion de proteina del dominio amino terminal. Esto
sugirié que una fraccién mayoritaria de la proteina en la solucion se encontraba mal
plegada o simplemente desnaturada. Para confirmar esta hipdtesis, se indujo
artificialmente el plegamiento de los dominios con el co-solvente TFE y se regisird su
espectro de dicroismo circular que mostré intensidades comparables a las de FisZ
silvestre (Fig. 9). Esto Gltimo confirmé que los dominios se encontraban desplegados.
El control de FisZ mostré que los dominios se pleg}ban con distintas proporciones de
estructura secundaria en presencia de TFE y en ausencia del co-solvente. Esto era
esperable pues TFE induce preferentemente la formacién de hélice-alfa y hoja-beta en
péptidos desnaturados (Roccatano y col., 2002).

Rivas y col.,, 2000 determinaron el equilibric de auto-asociacién de FisZ
purificada por el métedo de precipitacién con Ca*. En estudios de sedimentacién al
equiliorio encontraron que siempre que se mantenga la concentracion de ‘Mg*? muy
baja, en forma casi independiente de la fuerza idnica, la proteina es un monémero. No
obstante, al aumentar la concentracion de proteina, se observé un aumento de la
asociacion de FisZ. Para determinar el estado de oligomerizacion de las proteinas
purificadas en esta tesis, se hizo una cromatografia de exclusién molecular de EcFtsZ
y los dominios aislados (Fig. 10). FtsZ se encontré mayoritariamente como un

monémero en concordancia a lo reportado anteriormente. También el dominio amino
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terminal se encontré como un mondmero compacto y el dominio carboxilo terminal en
estado di‘mérico. Cabe destacar que el dominio amino terminal se agregd al poco
tiempo de realizar la renaturacién pues eluyé en el volumen de exclusion cuando se
pre-incubé a temperatura ambiente (ver mas adelante).

Estos resultados permiten concluir que los dominios amino y carboxilo
terminales de EcFtsZ no se plegaron toialmente en las condiciones experimentales
usadas. Sin embargo, la fraccion de proteina que si presentd estructura en las
purificaciones de los dominios, mosiré un espectro de dicrofsmo circular propio de
proteinas plegadas y un contenido de -estructura secundaria esperado (Fig. 9).
Evidentemente, la separacion de los dominios desde la proteina nativa los hizo
inestables en solucion. La caracterizacién in sifico sugiri6 que la inestabilidad se
deberia a-que estos exponen una gran superficie hidréfoba correspondiente a la

interfase de interaccion de los dominios en la proteina nativa,

Una mezZcla de los dominios amino y carboxile terminales de EcFtsZ no restifuye

la funcionalidad de la proteina in vitro

Los domiriios amino y carboxilo de TmFisZ, una proteina termoestable (lo
mismo para MjFtsZ), se pliegan independientemente en solucién y restablecen la
actividad de la proteina nativa sélo con mezclarlos. En cambio, los dominios amino y
carboxilo de EcFtsZ no presentaron un comportamiento estable en solucién lo que llevo

“

a suponer gue no activarian la polimerizacién ni la actividad GTPéasica al mezclarlos
como se hizo con los dominios de TmFtsZ. Come muestra la figura 12, al juntarlos no
se recuperd una actividad GTPasica mayor que [a actividad basal. Cabe destacar que

en las reacciones de los dominios aislados no se esperaba actividad significativa y, sin

embargo, se encontré actividad en la purificacién del dominio carboxilo terminal. Esto




81

se debié, probablemente, a la presencia de una GTPasa contaminante de [a célula que
contribuiria con una sefial en la deteccion de fosfatos (ver purificacion de los dominios).
Debido a que la hidrélisis del nucledtido no es necesaria para indugcir la
polimerizaciéon de FtsZ (Michie y Lowe, 2006), se observaron los polimeros formados
por las mezclas de los dominios amino y carboxilo terminales en el microscopio
electrénico y no se observaron verdaderos polimeros en los campos analizados (figura

12C). Estos resultados indicaron que la ‘actividad GTPasa de EcFtsZ reconstituida no

se activd debido a que los dominios se encontraban en una conformacién no funcional.

El dominio amino terminal de EcFtsZ se agrega en solucién

< 8e menciond previamente que la solucién del dominio amino terminal se
estabilizd con el detergente Tween20. Este surfactante es un detergente no idnico y no
desnaturante utilizado frecuentemente para estabil'gar proteinas con tendencia a la
agregacién. La primera evidencia que mostié que t;l dominio amino terminal se
agregaba, se obtuvo con un andlisis de la estabilidad de la solucién del dominic.
renaturado. En presencia del detergente se observd una dinterizacion resistente a SDS
del dominis zmino terminal renaturado, un resultado similar a la agrégacién observada-
en la purificacion del dominio carboxilo terminal (ver Resultados). La cinética de
agregacion del domino amino fue mas lenta que la del dominio carboxilo-terminal pues
se agregd luego de 6 dias de incubacion a temperatura ambiente, sin embargo, cuando
se incubd a 4 °C no se observd agregacion hasta el dia 9. Este resultado apoya la idea
que la separacién de los dominios desde la proteina nativa es responsable d,e‘la
agregacion de [os dominios purificados.

Curiosamente, la agregacidon del dominio amino terminal se aceleré

significativamente al diluir rapidamente en amortiguador de polimerizacion (Fig. 13C).
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Para probar la hipétesis que las interacciones hidréfobas median la agregacién del
dominio amino terminal en el amortiguador de polimerizacion, se titulé una preparacion
del dominio amino terminal renaturado con el detergente Tween20 (Fig. 13D). Como se
esperaba del aumento de la concentracion del detergente, [a velocidad de agregacién y
turbidez inicial disminuyd. Entonces, la principal causa de la agregacion observada
corresponde a una interaccidn de tipo hidréfoba que es revertida por la accién del
detergente Tween20. Cuando se agregé EDTA a la solucidn de renaturacién, la
agregacién se abolio. Este resultado mostré que el cation Mg*™ era también
responsable de acelerar [a agregacion de esta proteina y que el detergente afectd la
cinética debido a que estabilizd las superficies hidrofébicas que conducen a la
agregacion del dominio amino terminal renaturado.

Es interesante el hecho que la agregacién del dominio aminc ierminal
renatu;'ado se aceleré con Mg'2. Se ha reportadd con anterioridad. que Mg*? es
suficiente para inducir la formacién de polimeros en MjFtsZ sin nucleétido (Huecas y-
Andreu, 2002). Entonces, para comprobar si la agregacién del dominio amino terminal
inducida con el ibn magnesio presentaba un comportamiento similar al de MjFtsZ se
realizaron experimentos de “agregacion® inducida con MgCl; 10 mM. Se encontrd que
la agregacion presentaba una saturacién y no mosiraba una concentracion critica
detectable. Estos resultades indican que se tfrataba de un proceso isodésmico, es
decir, carente de una fase de nucleacion. Adicionalmente, la agregacion se indujo por
CaCl, un conocido inductor de la asociacion lateral de FtsZ in vitro (Rivas y col,
2000). Esto ultimo sugirié que el deminio amine terminal podria ser el principal actor en

la induccion de la asociacion lateral de FisZ silvestre.
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La co-expresion de los fragmentos 1-179 y 177-383 de EcFtsZ complementa a la

cepa mutante VIP2(DE3)

La falta de actividad de EcFisZ reconstituida a partir de los dominios aislados
sugirid que los dominios no se plegaron en una forma funcional in vitro. En contraste,
se observd un efecto dominante negativo in vivo, lo gue sugirid que adquirieron un
plegamiento fisiologicamente activo en el citoplasma de la bacteria. Por este motivo, se
usé la cepa de complementacion Vi'PZ(DE3) gque impide la sintesis de EcFtsZ a 42 °C
de modo de analizar la viabilidad al complementar con los dominios-in vivo.

Un resultado que merece atencién en los experimentos de complementacion,
es que la viabilidad de la cepa VIP2(DE3)-pMFV57 (control positivo), en la condicién
restrictiva, no alcanzé 100% de complementacion (Fig. 16A). Se observaron diferencias
de 1 a 2 drdenes de magnitud en la complementacién del control positivo. Se discutié
en los resultados que la sobreexpresién de FisZ si‘[\}éstre causa un fenotipo dominante
negativo en la bacteria y podria explicar la diferencia en la viabilidad a 30 y 42 °C
(Osawa y col, 2005). Otra.explicacion para este resultado es que el nivel de expresién
basal del vector pMFV57 es menor de [o necesario para lograr un 100% de
complementac;ién. Para probar este punto, se realizdé un experimento de
complementacion a varios niveles de induccién con IPTG (Fig. 18). En particular, se
estudié el intervalo de conceniracion de IPTG desde 0 a 0,1 mM, que consideré los’
niveles de induccion utilizados en los experimentos de complementacion (sin inductor)
y la concentracién de PTG en la que se observd el fenctino dominante negativo en
BL21(DE3) (0,1 mM). La figura 18 muestra que en el intervalo de 0 a 0,01 mM de IPTG
se -obtiene el mismo resultado en la complementacion y sélo con concentraciones

mayores a 0,05 mM- del inductor, se produjo una disminucién de la viabilidad.
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Entonces, la expresion basal de los vectores es adecuada para realizar el experimento
de complementacién (todas las proteinas se encuentran bajo el control del promotor
T7).

Cuando se expresaron los dominios amino y carboxilo terminales por separado
en la cepa VIP2(DE3), en la condicién permisiva se observd un fenotipo dominante
negative en la viabilidad celular y en la velocidad de crecimiento de los cultivos (Fig. 16
y 17). Este resultado concuerda con la inhibicién del crecimiento observada en la cepa
BL21(DE3) que expresan a los dominios aislados (Fig. 7). Al complementar la cepa
VIP2(DE3) con ambos dominios a la vez, desde vectores de expresion compatibles, se
observé una reversion del fenotipo dominante negativo y los parametros de
complementacién (viabilidad, velocidad de crecimiento y morfologfa) mostraron que
hubo complementacion.

Se concluye que los ddminids expres‘adc’u} simultdneamente addquirieron un
plegamiento funcional in vivo. EI' dominio carboxilo terminal se expresé en forma
soluble formando dimeros con un contenido de estructura secundaria propio de una
proteina plegada. A parte de estas cualidades no se observé un comportamiento
anémalo por parte del dominio purificado. El-fenotipo dominante negativo que mostré la
expresion del dominio carboxilo terminal in vivo, sugiere que tiene una actividad cuya
sobreexpresion afecta el crecimiento bacteriano. En este trabajo, la secuencia del
domino carboxilo de EcFtsZ incluyé el carboxilo terminal del nicleo de la proteina (aa.
179-316), un peptido’ espaciador (aa. 317-366) y, por Ultimo, &l péptido de interaccion
proteina-proteina en el extremo carboxilo terminal de la proteina (aa. 367-383)
(Vaughan y col., 2004; Osawa y col., 2005).

Solo el péptido del exiremo carboxilo terminal de la proteina, denominado

péptido de interaccién proteina-proteina tiene una funcién en la division celular per se,




Figura 18. Efecto de la expresion de EcFtsZ sobre la viabilidad de la cepa
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Figura 18. Efecto de la expresion de FisZ silvestre sobre la viabilidad de Ia cepa VIP2{DE3). Se
evalué la viabilidad de la cepa VIP2(DE3) a diferentes niveles de induccion con IPTG. Arriba se
muestra la viabilidad en condicién permisiva y restrictiva del control negativo (VIP2(DE3)) y
abajo se muestra [a viabilidad en condicion permisiva y restrictiva del control positivo
{(VIP2(DE3)-pMFV57). Scbre 0,01 mM de IPTG, la expresion de FisZ causd una fuerte
disrhinucion de la viabilidad en la condicion restrictiva. En el intervalo 0-0,01 mM de IPTG se
registrd una recuperacién de la viabilidad en la cepa complementada respecto de la no
complementada en la condicién restrictiva (42 °C).
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a diferencia del péptido espaciador y de la porcién del nlcleo del dominio carboxilo
terminal (ver mas arriba). Este fragmento de FisZ es reconocido por FtsA y ZipA y su
presencia es requerida para la division bacteriana (May Margolin, 1999). Entonces, el
mecanismo propuesto para el efecto dominante negativo de este dominio, es que la
sobreexpresion del péptido C-terminal secuestra a FitsA y ZipA en e! citoplasma
reduciendo su biodisponibilidad a niveles que impiden la septacién normal. La razdn
FtsZ:FtsA es importante durante todo el ciclo celular para la viabilidad de la bacteria
(Léwe y col., 2004; Errington, 2003). Es importante mencionar que el mecanismo
propuesto no requiere que todo. el dominio se encuentre plegado correctamente puesto
que sélo el extremo carboxilo terminal ejerce la accién. Entonces, el plegamiento del
dominio carboxilo terminal en los dimeros observados en solucion no necesariamente
representa una conformacion ﬂs‘iolégiqamente relevante o la que tiene el dominio-in
vivo. - \ s
En la sobreexpresion del dominio amino terminal también se observé un
fenotipo _dom‘inant"e negativo (Figs. 7, 16 y 17). Es menos probabie que la interaccion
con otras proteinés de division esté involucrada en el mecanismo de inhihicién del
crecimiento por el dominio amino terminal, puesto que no se han reportado funciones
moduladores de la actividad-de FisZ que involucre una interaccion a través del dominio
amino terminal (Errington 2003; Ldwe, 2004; Graumann 2007). Sin embargo, en
varias de las proteinas que regulan la funcién de FtsZ no se conoce con exactitud a
qué porcién de la proteina se unen, enfonces esta posibifidad no se puede descartar.
La insolubilidad del dominio amino terminal causd que se expresara como cuerpos de
inclusion, sin embargo, una pequefia proporcién (se estimo 1%) se expresé soluble y
pudo purificarse desde ia fraccion citoplasmatica de cultivos irducidos (no mostrado).

Para el dominio amino terminal, se propone un mecanismo de inhibicién que involucre
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la- interaccion directa con FtsZ. Una discusion del modelo de polimerizacion de FtsZ y

del posible mecanismo de inhibicién del dominio amine terminal se presenta al final de

la discusion.

El modelo de polimerizacién de FitsZ se puede resumir en las siguientes etapas

(Fig. 19);

(1

@

)

©)

FtsZ-GDP se encuentra en un equilibrio de asociacion y disociacién, a
través de una interaccién débil.

La unién de GTP en el bolsillo de unién del dominio amino terminal
estabiliza la asociacion de monémeros y dimeros a través de la interaccién
longitudinal y promueve la elongacién de los protofilamentos por un proceso
cooperativo. La adicién de mondmeros ocurre en ambos extremos del
polimero. Eventualmente, los protofilamentos pueden asociarse a través de
la interaccién lateral para formar ﬁ[amenta‘s dobles.

En el protofilamento, se forma completamente el sitio activo de hidrélisis de
GTP de FisZ a través de la interaccion longitudinal. El sitio activo consiste
en el posicionamiento del dominio carboxilo terminal sobre el dominio amino
terminal de manera que el foop T7, del dominio carboxilo ter'minal, entra en
contacto con el GTP unido y expuesto en el dominio amino terminal.

Si el nucledtido se encuentra disponible en ia solucidn, éste se intercambia
activamente a lo largo del protofilamento. Se establece un estado
estacionario durante la polimerizacion de FisZ que depende de la
concenfracién de proteina y de GTP.

No es posible el intercambio de nucleédtido en los filamentos asociados

lateralmente debido a que el sitio activo se encuentra obstruido.

-~
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(6) Cuando el nucledtido se consume y disminuye el intercambio, entonces
FtsZ -con GDP unido en el dominio amino terminal desestabiliza la
intéraccién longitudinal y ocurre la despolimerizacién de la proteina.

(M) Después de la despolimerizacién se vuelve a establecer el equilibrio de

asociacién de FtsZ en solucién.

terminal renaturado in vitro

En este modelo (Fig. 20), las moléculas de dominio amino terminal que se
encuentran bien plegadas in vivo, interactian con FtsZ a través de la interaccion
Io_ngitudinal impidiendo la elongacidén def protofilamento. Este efecto disminuye la
biodisponibilidad de FtsZ interrumpiendo la septacion. Para probar esta hipétesis, se
realizaron experimentos de inhibicion de la polimerizacion de FtsZ por el dominio amino
terminal in vifro (Fig. 20). Debido a que el dominio amino terminal se mantuvo estable
en solucién con el detergente Tween20, se realizé un experimento control de
polimerizacion en presencia del detergente y se encontré que no produjo un efecto
sustancial en la cinética de polimerizacién de FtsZ (Fig. 20). Al agregar proporciones
estequiométricas del dominio amino terminal y FtsZ sé observé una disminucién de la
polimerizacion y este efecto era proporcional a la concentracién del dominio. Este
resultado es una evidencia directa del efecto negativo del dominio amino terminal sobre
la capacidad polimerizante de FtsZ in vitro. En la ﬁgur_a 20C se muestra un maodelo de
la interaccién que estableceria el dominio amino terminal con FisZ, es’\ta interaccién
“secuestraria” la proteina impidiendo la polimerizacion. Es probable que in vivo las
condiciones de crowding del medio induzcan la interaccién entre ambos dominios para

reestablecer [a division celular en ausencia de FisZ. Se sugiere experimentos futuros




probar la interaccion entre ambos dominios en presencia de agentes inductores de

crowding como Ficol 40 y otros de accion conocida.

CONCLUSIONES

La FisZ de Escherichia coli (EcFisZ) ha sido ampliamente caracterizada in vitro
e in vivo y se conocen en gran medida los principios tanto bioguimicos como
fisioldgicos de su funcién. Sin embargo, la relacién de su estructura con su funcién no
ha sido completamente dilucidada pues la estructura 3D de EcFtsZ no ha sido resuelta
hasta ahora, no obstante, tenemos un modelo 3D de su estructura que representa con
alta fidelidad la estructura real de la protefna. La estructura de EcFitsZ posee dos
dominios, el amino que abarca los residuos 1 a 179 y el carboxilo que abarca los
residuos 177 a 383 de la secuencia completa. Un andlisis de la FtsZ de distintos
organismos muestra que el dominio amino terminal-¢s mas conservado que el dominio
carboxilo ferminal. Los dominios amino y carboxilo terminiales de EcFisZ aislados en
solucién son inestables y no alcanzan un plegamiento correcto debido a que al
separarios exponen una gran superficie hidrofoba que comresponde la superficie de
interaccidn interdominio que es .de-lipo permanente. Debido a esto, los dominios
aislados no consiguen restituir la actividad GTPasica de FtsZ in vitro. El analisis del rol
fisiolagico de los dominios aislados en la funcién de EcFisZ se estudié in vivo con la
c;apa termonula VIP2(DE3). Mientras la expresion de los dominios por separado-inhibe
el crecimiento bacteriano, la co-expresion de los dominios amino y carboxilo terminales
juntos complementa a la cepa termonula: VIP2(DE3).- Los dominios podrian adquirir un
plegamiento funcional en el citoplasma bacteriano debido al efecto de crowding
intracelular, A futuro, proponemos -estudiar in vitro el efecto de crowding sobre los

dominios por separado vy juntos.
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Figura 20. Modelo de la inhibiciéon de la polimerizacién de FtsZ por el dominio

amino in vitro.

>

0,05% Tween20

Turbidez, U.A.

FtsZ 12 uM

A Turbidez, U.A.
o
3

FisZ 12_51M +N 15 M

FtsZ 12 uM + N 30 uM

0 20 40 60 80

Tiempo, min.

Figura 20. Modelo del mecanismo de inhibicién de la polimerizacién de FtsZ por el dominio
amino terminal in vitro. A, cinética de polimerizacion de FtsZ silvestre (25 uM) inducida por GTP
1 mM en amortiguador de polimerizacion (basico) en presencia y ausencia del detergente no
ibnico no desnaturante Tween20 a 30 °C. B, polimerizacién de FtsZ silvestre en presencia y

ausencia del dominio amino en amortiguador de polimerizacién mas 0,05% Tween20 (ver
nrnf’r‘n nara mas dntnllm:\ Se aobservd una inhibicion de la nnllmnn?amnn de FtsZ silvestre

cuando se preincubd con proporciones estequiométricas del domlnlo amino terminal. C, Modelo
tridimensional de un ‘“heterodimero” de FtsZ-amino gque bloguea la elongacién del
protofilamento. En rojo se muestra una molécula de FtsZ y en azul el dominio amino terminal de
EcFtsZ, ambos emulando la interaccién longitudinal. En amarillo se muestra S177, el residuo

Frambn An las AAarminisae al AlAaAtiA~A MOD mida Aan Al lhalailla Aa (iniAls Aal AAamisisa Aamad
|IUIII.G1U uc IUJ v mniivo ,, UI IILIUIGU!.IUU s L¢I| I'I\JU T Tl WUV uc Ul HU WS Ui nw GIIIIIIIU

terminal de EcFtsZ.
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