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Resumen
La af—tubulina es el principal componente de los microtdbulos, qué se encuentra en
todas las células eucaribticas y participa en procesos tan importantes como la
mitosis, la divisién celular, la forma y el transporte intracelular. La FisZ es el
componente principal del anillo Z, proteina que participa en la divisidn celular
bacteriana. Esta proteina conforma un nuevo tipo de GTPasa y se desconoce el
mecanismo molecular de la hidrélisis del fosfato del nucledtido.

Los parametros cinéticos para la hidrdlisis de GTP fueron determinados para ofi-

tubulina, af-tubulina Ca2+y af-tubulina S (ap-tubulina sin parte de sus extremos C-

terminales), los valores para K, fueron 8 uM, 16 uM y 21 uM, respectivamente. Los

valores de Kkgqt para afp-tubulina, op-tubulina Caz+, op-tubulina S fueron 0,06 min” |
0,12 min™ y 0,4 min™' , respectivamente. La of-tubulina y la EcFtsZ inmovilizadas
muestran una actividad GTPasica, de 0,4 nmoles de GTP mi™' mg™ proteina min™ y
16 nmoles de GTP mi™ mg™ proteina min™, respectivamente. Por lo que se concluye
que existe una actividad GTPasica intrinseca, libre de interacciones proteina-
proteina, por lo tanto en el sitio de unién estan los requerimientos minimos para la
hidrélisis del GTP y la interaccion de estas proteinas en sus respectivos polimeros
estimularia la actividad intrinseca de estas proteinas.

Con el fin observar que residuos estarian involucrados en la hidrolisis del GTP, se
construyé la estructura de un dimero de FisZ de E. coli (EcFisZ), por homologia
estructural con FisZ de M. Jannaschii, con el programa Modeller 6.0. El modelo

mostré que en el sitio activo del nucledtido esta presente la glutamina 47 (Q47), que

xi




se encuentra a 5 A del fosfato gamma de GTP. Este residuo es conservado en las
proteinas que unen GTP como Ras y Cdc, donde participa en el mecanismo de
hidrélisis del nucleétido. También se encontrd que el acido aspartico 212 (D212) de
un mondémero interactda con el fosfato gamma del GTP del otro mondmero. Este
residuo esta conservado en todas las FtsZ estudiadas.

Con el objeto de determinar la participacién de estos residuos en el mecanismo
molecular de hidrélisis de GTP, se construyéron las mutantes de EcFisZ Q47N y
D212G, se purificaron y caracterizaron in vitro. La EcFisZ Q47N mostrd una K, de 97
MM para GTP valor 3 veces mayor que el de EcFtsZ tipo silvestre. Las curvas de
progreso de la actividad GTPasica y la cinética de polimerizacion mostraron un
periodo de latencia que fue inversamente proporcional a la concentracion de
protefna. El valor de la K, para GTP de la mutante D212G fue 430 pM, la
polimerizacién y la hidrolisis de GTP fueron mucho menores que los de la proteina
silvestre. Estos resultados permiten concluir que el residuo D212 es importante para
la polimerizacién de FtsZ-GTP y que la mutacion Q47N desfavorece la hidrdiisis del
GTP, y le confiere estabilidad a los polimeros formados.

Se determiné en este trabajo que la EcFtsZ une la sonda fluorescente DAPI, se
utilizé como sonda fluorescente extrinseca para estudios estructurales, si se produce
una variacion en la estructura terciaria por efecto de ia mutacién puntual, el sitio de
union de la sonda se modificaria, presentando una afinidad distinta a la que presenta
la EcFtsZ tipo silvestre.

Los resultados mostraron, por primera vez, que DAPI se une a EcFtsZ silvestre y a

las mutantes EcFtsZ Q47N y EcFtsZ D212G. Las valores de las constantes de unién

xii
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(Kos) fueron determinadas por anisotropia de fluorescencia, las tres proteinas
presentaron una Kgs del orden de 10°°.

Los filamentos de EcFisZ formados en presencia del DAP! fueron mas estables en el
tiempo. El DAPI afecto la hidrolisis, la actividad GTPasica, en presencia de DAPI, fue
menor a la observada en ausencia de la sonda, analisis cinéticos a diferentes
concentraciones de la sonda mostraron que el DAPI es un inhibidor de tipo
incompetitivo, con una Ki de 4,5 x 10°° M.

Se encontraron cuatro posibles sitios de unidn de DAPI en la EcFtsZ, usando
métodos de “docking” proteina ligando. Uno de ellos resultdé ser estructuralmente
equivalente al observado en ap-tubulina, se midieron las distancias del triptéfano de
dos mutantes y el DAPI, se modelaron las estructuras tridimensionales de las
mutantes y resultaron ser similares a la tipo silvestre. Para la determinacion de las
distancias se utilizd el método de FRET, como par dador-aceptor, se utilizd el
triptéfano-DAPI. Se utilizaron las mutantes puntuales de EcFtsZ F135W y 1294W,
pues EcFisZ no posee triptofanos en su estructura primaria. Se enconiro que en el
sitio de unién del DAPI participarian los residuos E118, K121, K155, V157, D158,
$159, M217, $218, E219, M220, G221. Este sitio corresponde a un surco apolar, en
el cual se ubican los anillos fenil e indol del DAPI, en la parte media de este surco
estan las lisinas 121 y lis 155, en un extremo del surco se encuentran los residuos
acidos E118, D157 y en el ofro extremo esté el residuo acidico E219, los cuales

podrian estar formando interacciones iénicas con las cargas positivas del DAPI.

xiit




Abstract
of-tubulin is the principal component of microtubules in all eukaryotic cells, they
participate in important cellular processes like mitosis, cellular division, form and
intracellular transport. FitsZ is the principal component of the Z-ring, structure
essential for bacterial division. These proteins conform a new family of GTPases and
their GTP molecular hydrolysis mechanism is unknown.

For the hydrolysis of GTP the kinetic parameters were measured for ap-tubulin, af-

tubulin Ca’ and af-tubulin S, whose values for K, were 8 pM, 16 uM and 21 pM

respectively. The values of ke for o -tubulin, af-tubulina Ca2+and of -tubulin S were
0.06 min™' , 0.12 min™, 0.4 min™, respectively.

The ap-tubulin and EcFitsZ immobilized showed GTPasic intrinsic activity of 0.4
nmoles of GTP mi™* mg™ protein min™ and 16 nmoles de GTP mi™ mg™ protein min™
respectively. These resuits allow to conclude that the protein-protein interaction in
their respective polymers stimulates the intrinsic GTPase activity of these protein.

In order to observe what residues would be involved in the GTP hydrolysis, a 3D
model of EcFtsZ dimer was built, by homology with the crystal structure of FtsZ of M.
jannaschii, using Modeller 6.0 program. In the nucleotide binding site was possible to
observe the amino acid residue glutamine 47 (Q47), was located at 5 A of the GTP
gamma phosphate. This residue is conserved in GTP binding protein like Ras and
Cde, and participate in the nucleotide mechanism hydrolysis. The same model

showed that aspartate 212 (D212) residue, of a monomer interacts with the GTP
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gamma phosphate of the other monomer, through the longitudinal interaction. This
residue is conserved in all FtsZ family.

In order to determinate the participation of these residues in the GTP molecular
mechanism hydrolysis, the mutants EcFisZ Q47N and EcFtsZ D212G were built, they
were purified and characterized in vitro. Ky for GTP of EcFtsZ Q47N was 97 pM,
value three time higher than that for EcFtsZ wild type. The progress curve and
polymerization Kinetic showed a lag period during the polymerization, that was
inversely proportional respect to the EcFisZ Q47N concentration. Ky for GTP of
EcFtsZ D212G was 430 pM, the polymerization and the hydrolysis of GTP were lower
than EcFtsZ wild type. These results allow to conclude that the residue D212 is
important for the polymerization of EcFtsZ-GTP and that the mutation Q47N
diminished the hydrolysis of GTP keeping the polymers of this mutant more stable.
The results of this work showed that EcFtsZ has one binding site for the fluorescent
probe DAPI in both a monomeric and polymerized. The standard dissociation
constant of DAPI for EcFtsZ monomeric was 1.6 x10~,

These characteristics of the fluorescent probe allowed to use it for structural
characterization of EcFisZ Q47N and EcFtsZ D212G, showing that these site in both
mutants was the same that of the wild type, due to they showed a similar affinity
constant respect to the wild type. These results showed that terfiary structure of
mutants around this site did not change with the substitution of amino acids respect to
wild type.

However, the polymers of EcFisZ formed in presence of DAPI were more stable. The

GTP hydrolysis in presence of DAPI was lower than that observed in the absence of




the probe. Kinetic analysis of GTPase activity at different concentrations of the probe
showed that DAPI is an uncompetitive inhibitor, whose Kiwas 4,5 x 10° M.

The binding site of DAPI in EcFtsZ was characterized through protein-ligand
molecular docking. The results showed four possible binding site, where one of these
sites was structurally similar to the DAPI binding site in af-tubulin. In order to
determinate the distance among tryptophan of the mutants and DAPI, assuming that
the 3D structure of the mutants were similar to the wild type, the localization was
determinate using FRET (fluorescent resonance energy iransfer), The iryptophan-
DAPI was used as pair donor-acceptor. Two mutants EcFtsZ F135W and 1294W were
used because EcFtsZ wild type does not have tryptophan in its primary structure. The
results all together showed that in the binding site of DAPI would participate the
residues E118, K121, K155, V157, D158, S159, M217, §218, E219, M220, G221.
This site matched with an apolar groove, where the indole and phenyl rings of DAPI
could be located. In the half of the apolar groove the basics residues K121 y K155
were found, and in one of the ends of the groove the acids residues E118, D157, and
in the other end the acid residue E219. These negatively charged residues could be

forming an ionic interaction with the positive charge of DAPI.
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Introduccién

Las a, B, 1, 8 tubulinas, las FtsZ y la BtubA y la BtubB forman una nueva familia
de GTPasas y todas estas proteinas presentan homologfa por alineamiento de
sus secuencias (Erickson, 1995; Sontag y col, 2005). El heterodimero
ofi—tubulina se encuentra en todas las células eucaridticas, forma parte del
citoesqueleto y participa en procesos tan importantes como Ia mitosis, la
division celular, la forma celular y el transporte intraceiular (Joshi y col., 1992).
La FisZ proteina que participa en la division celular, es un homélogo de tubuiina
presente en todas las archeaes y los procariontes hasta ahora secuenciados,
excepto en Chlamydae, Plancfomicefes, y Crenacardeota y en las especies
Ureaplasma urealiticum (Erickson, 2000; Glockner y col,, 2003; Margolin, 2000;
She y col., 2001; Vaughan y col., 2004).

Otros homoélogos que se encuentran en procariontes, especificamente en
Prosthecobacter dejongeii (Jenkins y col., 2002) son la BtubA y la BtubB. El
analisis de sus secuencias, utilizando el programa Blast, mostré una identidad
de secuencia entre 31 a 35 % y 34 a 37 % con a-tubulina y B-tubulina,
respectivamente. En cambio, la identidad de secuencia que presenté BiubA yB
con FtsZ fue entre 8 a 11 %. La BtubA y la BtubB forman manojos de
filamentos, en presencia de GTP y cumplen la funcion de mantener la forma

alargada de la bacteria, mediante la formacion de un tallo que se proyecta

desde uno de sus extremos (Sontag y col., 2005).




La estructura del heterodimero formado por af-tubulina se determiné con una
resolucién de 3,7 A, mediante la difraccion de electrones (Nogales y col.,
1998b). Otras tres estructuras de FtsZ han sido resueltas. La primera fue la
FtsZ de Methanococcus jannaschii (MjFtsZ, 1fsz.pdb) a una resolucién de 26
A, determinada por difraccién de rayos-X (Lowe, 1998; Lowe y Amos, 1998). La
otra estructura de FtsZ que ha sido resuelta fue la de Pseudomonas
aeuroginosa (PaFtsZ, 1ofu.pdb), a una resolucion de 2,1 A (Cordell y col.,
2003). La ditima estructura resuelta fue la FisZ de Microbacterium tuberculosis
(MtFtsZ, 1rq7.pdb) (Leung y col., 2004), también obtenida por difraccién de
rayos X, con una resolucion de 2,6 A. Todas las estructuras presentaron el

mismo tipo de plegamiento.

Similitud estructural entre el heterodimero af-tubulina y FtsZ

Existe una alta similitud estructural entre las proteinas que pertenecen a la
familia de las tubulinas. Las estructuras tridimensionales de B-tubulina y MjFtsZ
se muestran en la figura 1. Una nomenclatura comun para los elementos de
estructura secundaria fue creada por Nogales (Nogales y col.,, 1998a). Los
elementos estructurales comunes entre tubulina y FisZ corresponden a los
dominios amino. El dominio intermedio de tubulina es equivalente al dominio
carboxilo terminal de FisZ . El dominioc amino, corresponde al dominio de union
al GTP. Este esta conformado por una sébana beta, compuesta por 6 hebras

paralelas, que son las S1 a S6, las que se encuentran rodeadas por 6 hélices




alfa, H1 a H6. La hélice alfa H7 conecta el segundo dominio. El dominio
carboxilo en FtsZ o dominio intermedio de tubulina, esta conformado por las
hélices alfa H8 a H10 y la sabana beta paralela, conformada por las hebras
beta S7 a §10.

El dominio C-terminal de FisZ presenta un parecido menor con el dominio
intermedio de las tubulinas. El dominio carboxilo terminal de la FtsZ es mas
pequefio. La tubulina tiene dos extensas alfa hélices que corresponden a H11 y
H12, las cuales estan por el exterior de este dominio Y que se conocen como el
dominio C-terminal (Nogales y col., 1998b). La FtsZ presenta un pequerio “beta-
hairpin”, conformado por $11y S12.

Si comparamos los elementos estructurales comunes entre -tubulina y MjFtsZ,
de la superposicién de estas estructuras, resulta que existen 277 carbonos alfa
superponibles, la superposicion presentd un r.m.s de 4,3 A. Al superponer los
178 carbonos alfa de los elementos de estructura secundaria comunes, el r.m.s
de la superposicion estructural bajo a 2,4 A, Esta gran diferencia se debe
principaimente a las distintas conformaciones de los lazos (Nogales y caol.,
1998a), todas estas semejanzas permiten afimar que estas proteinas son
homoélogas.

Un alineamiento de las secuencias primarias, de algunos miembros de la familia
de la tubulina, con estructura tridimensional conocida, se muestra en la figura 2.
En el alineamiento se observan algunas diferencias entre estas proteinas. En

primer, lugar existe en la MjFtsZ una hélice alfa denominada HO que es




exclusiva de esta estructura, y que se encuentra en el amino terminal de esta
estructura. En la tubulina existe un gran lazo, insertado entre H1 y S2. Las
o yPtubulinas presentan una gran insercion en el extremo C-terminal,
correspondientes a hélices alfa denominadas H11 y H12 las que no se
encuentran en las FtsZ. Las FtsZ presentan un “hairpin” en el C-terminal, el cual
no esta presente en la a-p tubulina.

La identidad aminoacidica es muy baja, menor al 7 %. Si se analizan los
residuos del sitio de union a nucledtido, el que se encuentra en el dominio
amino terminal. La identidad de secuencia en este dominio es de
aproximadamente un 10 %. Se

analizé la identidad de secuencia de los lazos que estan involucrados en la
union a GTP, el lazo T1 el cual se muestra en la figura 2, entre S1 y H1, tiene
dos glicinas conservadas. E! lazo T2, el que se encuentra entre S2 y H2
presentd un residuo acidico conservado. El lazo T3 el cual se encuentra entre
S3 y H3 present6 una asparragina conservada excepto en 1rq7 (PaFtsZ), la
cual fue reemplazada por un residuo aspartato, y también presenté una glicina
conservada en todas las secuencias. El lazo T4, que se observa entre S4 y H4,
presenta la mayor identidad de secuencia, la que corresponde al motivo
caracteristico de la familia de las tubulinas, y corresponde a la secuencia
GGG, seguido de un residuo polar, el que corresponde a una serina en las dos
subunidades de tubulina y treonina en las otras tres FisZ. El lazo T5, el que se

encuentra entre S5 y H5, y que participa especificamente en el reconocimiento




del az(car, no presenté ninguna identidad de secuencia. El lazo T8, que se
encuentra entre S6 y H6 presenta un residuo de asparragina conservado en las
cuatro estructuras. El lazo T7, que conecta la H7 con H8, esta involucrado en
las interacciones longitudinales entre las subunidades. Este lazo presenté una
asparragina y un acido aspartico conservados. La conservacion de esta region
en las FisZ sugiere fuertemente que el mismo tipo de interacciones ocurren en

los filamentos de FisZ (Nogales y col., 1998a; Romberg y Levin, 2003).




Cara de interaccion con otra Cara de interaccién con otra FtsZ
ap-tubulina en la polimerizacién en la polimerizacion inducida por
inducida por GTP GTP

e
\ N l : i

Eje Longitudinal de Polimerizacion

Figura 1. Estructura de B-tubulina (1tub.pdb) y MjFtsZ (1fsz.pdb).
Las estructuras estan representadas en esquema de cintas. La molécula
de GDP esta representada en formato CPK. En A B-tubulina y en B
MjFtsZ.
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Figura 2. Alineamiento estructural de las secuencias de la familia de las
tubulinas y de FtsZ con estructura tridimensional resuelta. El alineamiento
estructural se realizé con el programa Modeller. Sobre la secuencia de las proteinas
se indica la estructura secundaria. Los rectangulos corresponden a las hélices alfa,
las flechas a las hebras beta y Ia linea que los conecta corresponden a los lazos. En
los alineamientes de secuencia las columnas negras indican bloque de secuencia
conservados en todas las moléculas. Las columnas en gris corresponden a residuos
similares, presentes en todas las moléculas. Las estructuras son: 1tubA corresponde
a o-fubulina; 1tubB corresponde a B-tubulina; 1fsz corresponde a MjFtsZ; 1ofu,
corresponde a Ps aureginosa (PaFtsZ) y 1rq7 corresponde a ftsZ de Mb
tuberculosis. H1 y H7 participan en el reconocimiento de la base de GTP, T4
participa en el reconocimiento de los fosfatos del GTP, T5 participa en el
reconocimiento del aztcar del GTP. H7 es el conector entre los dominios amino y
carboxilo terminal.




Dinamica de la polimerizacién del heterodimero ap-tubulina y FtsZ

El heterodimero af-tubulina posee dos sitios de unién a GTP, unc denominado
sitio N, que no es capaz de intercambiar el nucleétido, se encusntra en la a-
tubulina. El otro sitio para GTP es el denominado sitio E, que es capaz de
intercambiar el nucledtido, se encuentra en la B-tubulina (Bhattacharyya y col.,
1985; Bramhill y Thompson, 1994; Jayaram y Haley, 1994; Linse y Mandelkow,
1988; MacNeal y Purich, 1977; Shivanna y col., 1993). En la dinamica de la
polimerizacién de los microtiibulos es necesario que la hidrdlisis del GTP se
produzca, en el sitio E, después de la adicién de un heterodimero al extremo de
un protofilamento, y que el GDP permanezca en el sitio E de la B-tubulina hasta
que el microtitbulo se desensamble y este sitio se exponga al solvente
(Erickson y O'Brien, 1992). Se ha postulade que la estructura del microttibulo se
mantiene por la presencia de una tapa de tubulina—GTP en cada exiremo.
Cuando estas tapas se pierden por la hidrolisis del nucleétido, los microttibulos
se hacen inestables y se despolimerizan (Carlier y col., 1997; Erickson y
O'Brien, 1992; Nogales v col., 1998a). Por otro lado, cuando un microtdbulo se
quiebra en algin punto, se exponen extremos que poseen B-tubulina-GDP, lo
cual los hace inestables y comienzan a despolimerizarse, hasta que se
incorporen af-tubulina-GTP en el sitio E, y se reconstituyen las tapas. Estas
propiedades constituyen la base de la ‘“inestabilidad dindmica de los
microtubulos™. Un solo heterodimero de tubulina-GTP por protofilamento (13

protofilamentos en promedio forman un microtiibulo) es suficiente para




estabilizar el extremo del microttibulo (Caplow y Shanks, 1996). Es por esto,
que la regulacién de la actividad GTPasica del heterodimero en solucion es tan
importante, pues una alta actividad impediria la formacién del microttibulo. Por
el contrario, si no hay actividad GTPasica el microttibulo seria muy estable y los

procesos dindmicos que ocurren en la célula no serian posibles.

La forma de la of-tubulina-GTP, mirada desde su eje mayor, es lineal. En
cambio, la ap-tubulina-GDP tiene una forma curva, siendo el estado basai de la
proteina (Shearwin y Timasheff, 1992; Timasheff y col., 1991). El heterodimero
polimeriza, en presencia de GTP, para formar los microtiibulos, que son
estructuras lineales que son mantenidas por las interacciones laterales entre los
protofilamentos y la tapa de af-tubulina-GTP en sus extremos. Cuando las
tapas se pierden, ya sea por hidrélisis del GTP o la ruptura de los microtibulos.
Se produce la exposicién de zonas con ap-tubulina-GDP y aparecen en los
extremos protofilamentos curvados (Erickson y O'Brien, 1992), los que
despolimerizan el microttbulo, y dan origen a los anillos de ap-tubulina-GDP.
Esto indica que cuando los contactos laterales entre las subunidades se
pierden, los protofilamenios se separan y se curvan para finalmente

despolimerizarse (Mandelkow y col., 1991).

Se ha postulado que la actividad GTPasica se produce so6lo cuando existe
interaccion de dos o mas heterodimeros en forma longitudinal al formar

oligmeros lineales. Esto implica que el heterodimero en solucién no tiene

actividad GTPasica (Nogales y col., 1998). En este trabajo de tesis se inmovilizo
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af-tubulina, por una unién covalente a un soporte, para impedir la interaccién
entre los heterodimeros de op-tubulina. El heterodimero inmovilizado presentd
actividad GTPasica medible, io que estd en conflicto con el postulado de

Nogales (Nogales y col., 1999).

La FtsZ forma polimeros en presencia de Mg®* y GTP, presentan actividad
GTPasica (Lu y col., 2000; Mukherjee y Lutkenhaus, 1999; Rivas y col., 2000).
Esto ha llevado a concluir que la actividad GTPasica de FisZ ocurre
exclusivamente cuando la proteina forma parte del polimero. Pero la FisZ no
polimerizada presenta una actividad GTPasica al igual que la op-tubulina. El
heterodimero of-tubulina y FisZ son proteinas homologas que comparten
muchas propiedades funcionales. Asi los residuos que rodean a los fosfatos del
GTP en el sitio E de la ap-tubulina y en la FtsZ son similares. También EcFtsZ
inmovilizada mostré actividad GTPasica y un aumento de su actividad basal.
Por lo tanto el aumento de la actividad GTPasica inducido por la polimerizacién
podria ser explicado por un efecto alostérico similar a lo que sucede en las
proteinas que unen GTP (GTP Binding Protein GTPBP), donde la asociacion
con su respectivo activador, proteina activadora de GTP (GTP activator Protein
GAP) aumenta la hidrélisis del GTP entre 2 y 3 ordenes de magnitud (Bourne y

col., 1991)




11

Mecanismo de hidrélisis del GTP

Las estructuras tridimensionales de of-tubulina y MjFtsZ fueron determinadas
como complejos GDP, y en ambas se observa que el lazo T4, posee una
secuencia de consenso para las tubulinas y para FtsZ que corresponde a
(G/A)GGTG(S/T)G, y que es el sello propio de esta familia. Los resultados de la
comparacion estructural muestran que la superposicion del motivo Rossman,
motivo de unién a GTP (Kull y Fletterick, 1998), enire el heterodimero
of-tubulina y la FtsZ presenta un rms de 1,61 A. En base a estas
comparaciones estructurales se puede afirmar que op-tubulina y FisZ son
proteinas homélogas.

E!l heterodimero aff-tubulina y FtsZ son una familia muy divergente de p21®° y
de otras proteinas del tipo GTP “Binding Protein” (GTPBP), ya que las GTPBP
poseen un sitio de concenso diferente (GX4GK) en el sitio de unién al
nucledtido y presentan un motivo de unién a GTP denominado Walker.

Si se compara la composicion de los residuos aminoacidicos del sitio de unién
a GTP de Cdc42, que es una GTPBP (Abdul-Manan y col., 1999; Garrard y col.,
2003; Morreale y col., 2000), la af-tubuiina y la FtsZ, todas estas proteinas
tienen una glutamina en una posicién equivalente respecto a la posicion de
GDP en su sitio de unién al nucleétido. Esta glutamina es capaz de fijar una
molécula de agua a través de un puente hidrégeno, lo que es esencial para el

ataque nucleofilico del agua sobre el y-fosfato de GTP en la Cdc42 (Chung vy

col.,, 1993; Nassar y col., 1998). En la estructura de ap-tubulina. se observa
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también una glutamina (Q11) que esta conservada en las tubulinas (Lowe y
Amos, 1998). Una glutamina equivalente esta presente en las estructuras de
FtsZ (Q47 en la EcFTsZ). Por esto postuiamos que éste residuo seria esencial
en la hidrélisis del GTP en af-tubulina y FtsZ.

Para establecer que éste seria un mecanismo comun en la familia de las
tubulinas se propuso estudiar el papel de la Q47 en la hidrélisis del GTP por
EcFtsZ, la cual esta en una posicion equivalente a la glutamina 11 en la B-
tubulina. Se propuso caracterizar estas mutantes in vifro. Se propuso también
caracterizar la viabilidad de las bacterias que sélo expresen la EcFisZ con esta
mutacion.

Regulacidn de la actividad GTPasica

La region carboxilo-terminal de la ap-tubulina participa en la unién de MAPs y
tau, proteinas que tienen gran importancia en la regulacion de la polimerizacion
y estabilizacion de los microtibulos (Littauer y col., 1986). La unién de Ca®* a
esta region inhibe la polimerizacion de af-tubulina y despolimeriza los
microtibulos previamente formados al inducir la actividad GTPasica (Kirschner
y Mitchison, 1986; Solomon, 1977; Soto y col., 1996; Weisenberg y Timasheff,
1970).

La aB-tubulina S corresponde al heterodimero sin parte de sus C-terminales.
Los exiremos C-terminales digeridos tiene un pesoc entre 2 a 4 Kda

(Bhattacharyya y col., 1985). La actividad GTPasica de la ap-tubulina S es

significativamente mayor que la de aB-tubulina inducida por el Ca?", lo que
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sugiere que la regién C-terminal de o p—tubulina modularia la hidrélisis de GTP
localizado en el sitio E de B-tubulina. Los extremos C-terminales interactian
con la ap ~tubulina S (Ortiz y col., 1993). Ademas los C-terminales unen Ca®*,
el cual es un activador de la hidrélisis de GTP (Soto y col., 1996). Otro papel
importante de los C-terminales es que a través de estas estructuras la
of —tubulina interactta con MAP (Mejillano y Himes, 1891). Estas proteinas
estabilizan los microtdbulos. La regién C-terminal de op—tubulina tiene un papel
importante en la estabilizacién de microtlbulos y la hidrélisis del GTP.

Se ha postulado que la actividad GTPasa aparece sodlo cuando hay una
interaccion de dos o mas heterodimeros en forma longitudinal para formar
oligdmeros lineales (Carlier y col., 1997). Este postulado supone que un residuo
catalitico, el &cido glutamico 254, de la a-tubulina interacttia en frans con el sitio
E de la B-tubulina del heterodimero vecino en el protofilamento, para constituir
el sitio activo responsable de la actividad GTPasa (Nogales y col., 1999). En la
B-tubulina el residuo equivalente es una lisina, por lo que el GTP, en el sitioc N
de a-tubulina del heterodimero, no se hidroliza . De acuerdo a este modelo, la
actividad GTPasa debiera aparecer s6lo cuando hay polimerizacion.

Este postulado se sustenta en que la polimerizacién de los microtibulos, Ia
polimerizacion de los anilios inducida por Ca®" y la polimerizacién de
af-tubulina S inducen la actividad GTPasica. Sin embargo, se ha demostrado

indirectamente la existencia de una actividad GTPasica intrinseca de
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of-tubulina independiente del proceso de polimerizacién (Davis y col., 1994:
Soto y col., 1996).

Si consideramos el conjunto de los resultados, podemos postular que el sitio de
union a GTP en op-tubulina y FtsZ posee los residuos necesarios para la
hidrélisis del nucledtido, y éstos se encuentran distribuidos de manera tal que
la eficiencia catalitica es baja. Cuando se produce la polimerizacién, ocurriria un
cambio conformacional que aumentaria (en forma alostérica) la eficiencia

catalitica.

La FtsZ como ya se ha explicado, es un proteina monomérica. Se ha postulado
que el residuo de acido aspartico 212 en EcFtsZ y 238 en MjFtsZ serian
homélogos al acido glutamico 254 de la o-tubulina. La mutante D212G ha sido
caracterizada, pero existen ciertas contradicciones con respecto a su capacidad
de hidrolizar el GTP. Algunos autores dicen que no hidroliza el GTP (Dai y col.,
1994), en contradiccion a ofros que afiman que esta mutante es capaz de
hidrolizar el nucleétido (Mukherjee y col., 2001). Por esta razén es que en este
trabajo se caracterizaran la EcFtsZ D212G en cuanto a su capacidad de

polimerizar e hidrolizar el GTP in vifro, y se determinara también su

funcionalidad in vivo.
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Todos los hechos hasta aqui detallados nos han llevado a postular la siguiente

hipdtesis:

En la of-tubulina y EcFtsZ existe una actividad GTPasica intrinseca. Esta
actividad es estimulada alostéricamente cuando se produce la interaccién

proteina-proteina, en el proceso de la polimerizacién inducida por GTP.
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Objetivos

1. Demostrar que existe una actividad GTPasica intriseca en los miembros
de la familia de las tubulinas

Existe aln controversia si el heterodimero of-tubulina y, su homologo en
procariontes, la FisZ tiene actividad GTPasica en solucion, libre de interaccion
proteina-proteina. Para resolver esa duda, se propuso lo siguiente: determinar
la actividad GTPasica del sitic E del heterodimero of-tubulina y de FtsZ en
forma aislada de manera de impedir la interaccién entre proteinas. Para esto se
inmovilizara la proteina en una matriz sélida y se caracterizara la dependencia
de la actividad de FtsZ, ap-tubulina, ap -tubulina Ca®* y ap-tubulina S. Para
caracterizar esta actividad se determinaran sus parametros cinéticos, Km, Vinax ¥
keat ¥ la dependencia de!l pH.

2. Caracterizacién estructural de EcFtsZ y sus mutantes EcFtsZ Q47N y
EcFtsZ D212G

La EcFisZ, la mutantes EcFtsZ Q47N y EcFTsZ D212G se purificaran a
homogeneidad, se analizara por geles de poliacrilamida su pureza, se verificara
que las proteinas purificadas correspondan a EcFisZ a través de estudios de
“Western blot”, utilizando un anticuerpo policlonal contra EcFtsZ. Se
caracterizaran los contenidos de estructura secundaria de la EcFisZ y las
mutantes, mediante estudios de dicroismo circular. Finalmente se caracterizara

la estructura tridimensional a través de estudios de unién de la sonda DAPI a




17

EcFtsZ y sus mutantes y se vera que efectos tiene esta sonda en la
funcionalidad de la EcFtsZ, se aprovechara que en el laboratorio existen dos
mutantes con un ftriptéfano (W) en sus estructuras primarias para realizar

estudios de transferencia de energia de fluorescencia en resonancia (FRET)

3. Caracterizacién funcional de EcFtsZ y sus mutantes EcFtsZ Q47N y
EcFTsZ D212G

El sitio de union del GTP en el sitio E de af-tubulina y FtsZ posee la propiedad
de hidrolizar el nucledtido, a una muy baja velocidad. Los sitios son
practicamente idénticos al comparar MjFtsZ y ap-tubulina. Por tanto la FisZ de
E. coli es un modelo ideal para entender el mecanismo de la hidrolisis del GTP
tanto in vivo como in vifro en bacterias y extrapolar los resultados a la familia de
las tubulinas. Con este propésito se construira la mutante EcFisZ Q47N y se le
determinara la actividad GTPasica, su capacidad de polimerizar y su
funcionalidad in vivo.

Como se indico en la introduccién, la mutante EcFisZ D212G ya ha sido
caracterizada. Se enconird que esta mutante es letal para ia bacteria y que in
vifro presenta muy baja actividad GTP4sica, aunque tiene la capacidad de unir
GTP. El residuo D212 en los modelos de protofilamentos de FtsZ se encuentra
a 5 A del fosfato beta del GDP, de la FisZ adyacente, por eso se pensé que
este residuo era catalitico. FtsZ D212G in vifro presentd una baja actividad

GTPasica. Esto nos llev a sugerir que mas bien este residuo es el responsable
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de la induccién de la actividad. Para probar esto se determinara la actividad
GTPésica de la mutante EcFisZ D212G, donde el residuc de acido aspartico
mutado es equivalente al residuo D254 de «-tubulina. Se caracterizaran los

polimeros formados por estas mutantes y su funcionalidad in vivo.
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Materiales y métodos
Materiales
Cepas Bacterianas
La cepa de E. coli BL21 (DE3) (F" ompT hsdSB (1" mg’) ga dem (DE3) que
posee en su genoma una copia del gen de la RNA polimerasa T7 inducible
por IPTG, se transformé con los plasmidios pMVF56 y pMVF57, ambos
contiendo el gen silvestre de la FtsZ de E. coli (EcFtsZ).
La cepa de E. coli VIP2 tiene interrumpido el gen de la FtsZ por un gen de
resisitencia a la kanamicina y es ademas lacX74, y str’. Esta cepa fue
proporcionada por Dr. Miguel Vicente (Pla y col., 1991) y se transformé a E.
coli VIP2 (DE3) con el DE3 Lysogenization Kit Novagen® (Madison, W, USA).
Esta cepa fue la utilizada para las pruebas de complementacién in vivo de las
mutantes de FisZ.
La cepa de E. coli XL1-Blue (reaA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1
lac [F’ proAB laci®ZAM15 Tn 10 (tet)], se utilizo para la transformacion con los
plasmidios mutados. Esta cepa se adquirié como parte del kit de mutagénesis

sitio-especifica QuickChange de Stratatagen® (La Jolla, CA, USA).

Plasmidos
El plasmido pMVF 56, que es un plasmidio derivado de pET 28a de Novagen
(Madison, WI, USA), se utilizd para la sobreexpresion de EcFisZ. Este

plasmidio tiene un tamario aproximado de 8.000 pares de bases y contiene un
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gen cuyo producto confiere resistencia a la kanamicina. Este plasmidio fue
proporcionado por el Dr. Miguel Vicente (Pla y col., 1991).

El plasmido pMVF57 se cre6 a partir del pMVF56, cambiando la resistencia de
kanamicina a ampicilina, para poder realizar las pruebas de complementacién
in vivo, que se hicieron en E. coli VIP2 (DE3), que posee la resistencia a la
kanamicina.

El plasmido pMJ0370, es un derivado de pHis17 y fue creado por Léwe
(Lowe y Amos, 1998). Tiene resistencia a ampicilina, fue proporcicnado por el
Dr. Miguel Vicente. Este plasmidio contiene el gen de FtsZ de Methanococcus
Jjannnaschii (MjFtsZ) al cual se le adicioné en el extremo carboxilo terminal
una serina, glicina y 6 histidinas, y fue clonado entre los sitios de corte de las
endonucleasas Ndel y BamHI. Las histidinas se adicionaron para facilitar la
purificacion de la MjFtsZ. El gen quedo bajo el control del promotor T7, y para
su transcripcion fue necesario proveer a la bacteria hospedera de una fuente
de la RNA polimerasa del fago T7. En la Tabla 1 se pueden observar las

cepas y plasmidios utilizados en esta tesis.




Cepas y plasmidos utilizados en esta tesis
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Cepa o Plasmido Fenotipo o genotipo Fuente
relevante
RecA’, endA1, gyrA96, thit,

E. coli XL1-Blue hsdR-17, supE44, relAl, lacq Stratagene
ZAM15, Tn10

E. coliBL 21 F- ompT, rs" mg” Novagen

E. coli VIP2(DE3)

FtsZ::kan, lacX74, strf

(Play col., 1991)

pPMFV 56

Plasmido derivadc de pET28a

que porta el gen de la FtsZ, kan'

(Play col., 1991)

pMFV 57

Plasmido derivado de pMFV 56
, €l gen que confiere resistencia
a kanamicina fue interrumpido

por el gen de B-lactamasa.

Contruido en este

trabajo

pMJ0370

Plasmidio derivado de pHis17,

tiene resistencia a Ampicilina.

(Lowe y Amos,

1998)
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Partidores mutagénicos

Los partidores utilizados para introducir mutaciones en &l gen de fisZ de E.
coli fueron los siguientes:

Glutamina 47 por Asparragina:
5’-TAAATACCGATGCAAACGCGCTGCGTAAAAC
3-ATTTATGGCTACGTITGCGCGACGCATTTTG

Acido aspartico 212 por Glicina:
S-ACGTGGACTTTGCAGGCGTACGCACCGTAAT

3-T GCACCTGAAACGTCCGCATGCGTGGCATTA

El triplete de bases subrayado corresponde al coddon del aminoacido
reemplazado, y en negrita aparece la base sustituida.

Los partidores fueron sintetizados por Invitrogen (Carlsbad, CA, USA) a

traves de Bios Chile (Chile)

Medios de cultivos

Medio Luria-Bertani (LB)

Los materiales que se utilizaron en la preparacion de este medio fueron 10 g
de friptona, 5 g de extracto de levadura, 10 g de cloruro de sodio y se ajust6 el
pH a 7,5 con hidroxido de sodio 1 N. El medio LB se esterilizdé mediante
autoclave, se mantuvo a 37 °C, hasta su uso y se le agregé, depeniendo de la

cepa que se crecid en el medio, ampicilina (amp) 100 pg/mL, kanamicina (km)

50 ug/mL, cloramfenicol (cm) 25 ug/mL.
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Medio SOB

Los materiales que se utilizaron en la preparacion de 1 L de este medio
fueron triptona 20 g, extracto de levadura 5 g, cloruro de sodio 5 g, 10 mL de
cloruro de potasio 250 mM y se ajusté el pH a 7 con una solucién de NaOH 5
N. El medio SOB se esterilizd mediante autoclave y se mantuvo a 37 °C,

hasta el momento de su uso.

Medio SOC
Este medio se prepard a partir del SOB, el que se suplementé con glucosa

esteril 10% (p/v), hasta lograr una concentracion final de 20 mM.

Medio NZY"

Los materiales que se utilizaron en la preparacién de 1 L de este medio fueron
NZ amina 10 g. ( hidrolizado de caseina), extracto de levadura 5 g, cloruro de
sodio 5 g., se ajusté el pH a 7,5 con una solucién de NaOH 1 N. Se esterilizd
mediante autoclave y el medio se suplementé con 12,5 mI MgCl, 1 My 10 ml

de glucosa 20 % (p/v) esterilizada.

Medio solido LB-agar
Los materiales que se utilizaron en la preparacién de este medio fueron medio
LB suplementado con agar hasta un concentracion final de 1 % (p/v). La

concentracion final fue la misma que se utilizd en los medios liquidos. El
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antibidtico fue agregado al medio, cuando este estaba a 50 °C y se

adicionaron 20 ml de este medio aln liquido a cada placa Petri.

Reactivos

Los reactivos utilizados en este trabajo fueron: BSA, Substilisina, Subtilisina-
agarosa, persulfato de amonio, azida, imidazol, fosfato di-acido de potasio,
azul brillante de Coomassie R, GTP sal sodica, anticuerpo Ig-G de conejo
conjugado con fosfatasa alcalina , x-gal y Rnasa de Sigma (St. Louis,
Missouri, EE.UU.). Azul de bromofenol, cloroformo, alcohol isoamilico,
isopropanol, etanol, bicarbonato de sodio de Merck (Darmstadt, Alemania).
Cloruro de sodio, agar, cloruro de magnesio hexahidratado, dimetilformamida,
cloruro de guanidinio, Tris, Glicina, Glicerol, EDTA, fenol, fosfato acido de
sodio, TEMED, IPTG, acrilamida de Winkler (Santiago, Chile). Cloruro de
potasio, sulfato de magnesio, cloruro de calcio de Fluka CEIME AG
(Messerschmitstr, Suiza). Acido acético, etanol, metanol, etanol, acetona de
TCL (Santiago, Chile). Triptona, extracto de levadura de Difco Laboratories
(Detroit, Michigan, EE.UU). Bisacrilamida, DNA polimerasa Taq, los
didesoxinucleétidos y los estandares de peso molecular de DNA de 1 Kb de
Gibco, BRL (Grand Island, New York, EE.UU). DNA ligasa de Fermentas
Incorporated Hanover, MD, EE.UU.). Hidroxido de sodio de J.T. Baker (
Estado de México, México). BCIP, NBT de Applichem (Damstadt, Alemania).
El agua utilizada en todos los experimentos fue ultrapurificada, tenfa una

resistencia de 18 megaohms.
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Métodos

Aislamiento y purificacién del DNA plasmidial bacteriano {miniprep}

El DNA plasmidial se extrajo segiin el método de lisis alcalina descrito por
(Sambrook, 1989). Este método consiste en centrifugar 4,5 ml de un cultivo
bacteriano crecido toda la noche en medio LB. El precipitado bacteriano se
suspendio en 200 pl de amortiguador de lisis (glucosa 50 mM, TrisHCI 25 mM
pH 8,0, EDTA 10 mM). Después de dejarlo por 5 min a temperatura ambiente
se agregd 400 pl de solucién SDS/NaOH (SDS 1%, NaOH 0,2 M) y se mezcld
invirtiendo los tubos 10 veces. A continuacién se colocd 80 pl de acetato de
sodio (3 M pH 5,2) y se mezclé suavemente por inversiéon 10 veces. Esta
solucion de dejé a —20 °C por 15 min, para luego centrifugar a 14.000rpm. El
sobrenadante se pasé a un tubo nuevo previamente rotulado, y se agregé 250
ul de fenol:cloroformo:isoamilico (25:24:1) para eliminar las proteinas
contaminantes. Cada tubo se agitdé con vortex por 10 s y se centrifugé por 5
min en una microcentrifuga. Luego se extrajo la fase acuosa y se puso en un
tubo. Los restos de proteinas y el fenol se quitaron afiadiendo 250 pl de
cloroformo:isoamilico (24:1). Posteriormente se extrajo la fase superior que
contiene el DNA a Ia cual se agregé 0,6 volimenes de isopropanol y se dejo
a -20 °C por 15 min para precipitar el DNA. El DNA precipitado por
centrifugacion se lavé con etanol 70% y posteriormente se dejé secar el

precipitado en una estufa a 37 °C o en Speed Vac a 35 ° C. El precipitado de

DNA se disolvié en 30-40 pl de agua nanopure usando vortex.
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Preparacién del DNA plasmidial en escala pequeiia
El DNA plasmidial de los clones recombinantes se purifico mediante el uso del

kit E.Z.N.A.® Plasmid Miniprep Kit de Omega Bio-Tek (Doraville, GA, USA).

Preparacién de células electrocompetentes

Estas células se prepararon a partir de un cultivo de crecimiento exponencial
activo, obtenido inoculando en medio SOB fresco 1 ml de un cultivo crecido
por toda la noche. Las células se cosecharon a una DOssp de 0,75 (3-6 x 108
cel/ml) en tubos de centrifuga frios y se lavaron dos veces con glicerol al 10%
frio. Al término de los lavados, se ajustd el volumen de la suspension celular

con glicerol al 10% para llegar 2 una DOssg final de 200-250.

Transformacién por electroporacion

Para realizar la transformacion de las células competentes se utilizé un equipo
Bio-Rad Gene Pulser acoplado a un controlador de pulso. El aparato se
prepard colocando el voltaje a 2500 V, la resistencia a 200 Ohms y Ila
capacitancia a 25 yFd. Se mezclaron 20 pl de células con 1-2 pl de DNA
plasmidial puro, en un tubo Eppendorf y se traslado la mezcla a la cubeta de
electroporacién de 0,2 cm de separacion de los electrodos. Se agregé 1 ml de
medio SOC estéril a la cubeta con las células electroporadas y luego se las

incubo a 37°C por 1 h. Las células transformadas se crecieron en una placa

con un medio selectivo.
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Construccién del plasmido pMVF57

El gen de la B-lactamasa que confiere resistencia a ampicilina, se obtuvo por
medio de una reaccién de polimerizacion en cadena y se cloné dentro del
plasmido pMVF56 digerido con Smal. El sitio Smal se encuentra deniro del
gen que confiere resistencia a la kanamicina.

La reaccion de ligacién se llevo a cabo mediante la ligasa de DNA T4 . Como
se trataban fragmentos con extremos romos, se utilizé 5 unidades de ligasa y
se incub6 a 4 °C durante 24 h. Para corroborar si efectivamente se clono el
gen de la B-lactamasa (931pb) en el plasmido pMFV56 (resistente a
kanamicina) se selecciond la transformante en un medio LB ampicilina 100
ug/ml. Se realizaron extracciones de DNA plasmidial de colonias que
crecieron en este medio de seleccion y su pureza se analizd mediante

electroforesis en geles de agarosa.

Lisogenizacion con ADE3

Fueron lisogenizadas dos cepas, VIP2 con la RNA polimerasa de T7
utilizando un kit de novagen: DE3 Lysogenization Kit®. Este kit consiste en la
integracién especifica del profago ADE3 en el cromosoma de E. coli, de
manera que el huésped lisogenizado puede ser usado para expresar el gen
blanco clonado en un vector de expresion bajo control del promotor de T7. La
lisogenizacion abarca 3 pasos infectivos con ADES3, el fago Helper y un fago

“Seleccién”. Para ello se crecieron las cepas a lisogenizar en medio LB
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suplementado con 0,2% maltosa, 10 mM MgS0Q, a 37 °C hasta un ODgy de
0,5. Se le agregaron 108 unidades formadoras de placa (ufp) de ADE3, 10°
ufp de fago “helper” y 10° ufp de fago “Seleccién” con 5 ul de célula huésped y
se incubd a temperatura ambiente por 10 min. Se sembraron en placas de
agar y se incubaron a 37 °C toda la noche. Para verificar si las colonias
sobrevivientes habrian integrado el gen de la RNA polimerasa de T7 en el
cromosoma, se crecieron las colonias en placas con medio LB suplementado
con 0,2 % maltosa, 10 mM MgSO4 y se incubd a 37° C hasta llegar a un ODggo
de 0,5. Se mezclé la cepa huésped con el fago “tester” y se incubd a
temperatura ambiente durante 10 min. Luego se adicioné agarosa “top”
fundida y se traspaso a una placa LB y se incubé a 37° C. La mayoria de las
colonias sobrevivientes fueron lisdgenicas ADE3 pues cbservamos placas de

lisis en las colonias tratadas con el fago “tester” .

Construccion de las mutantes de ftsZ de E. colj

Se realizaron 2 mutaciones sitio dirigidas para la EcFtsZ, las cuales se
llevaron a cabo utilizando el Quik Change XL Site-Directed Mutagenesis Kii®,
Stratagene (La Jolla, CA, USA), nimero de catalogo 200516.

Este protocolo consistio en amplificar con PfuTurbo DNA polimerasa® el
vector completo utilizando partidores con la mutacion deseada, pues el par de
partidores utilizados son complementarios a las hebras opuestas del

templado. De esta manera el producto de PCR generado es un plasmido
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mutado que contiene un corte “nick”. Luego se procede a digerir con Dpnl,
esta endonucleasa es especifica para DNA metilados y hemimetilados, por lo
tanto degradd sélo el templado parental. El plasmidio con e! corte que ha
incorporado la mutacion deseada, se utilizé para transformar células
competentes XL1-Blue. Para verificar si los plasmidos contenian las

mutaciones deseadas, estas se secuenciaron.

Secuenciacion de los genes mutantes ftsZ Q47N y ftsZ D212G

Una vez comprobadas las mutaciones mediante las pruebas de expresion, se
realizaron las secuenciaciones de estos genes para los clones de EcFtsZ
mutantes denominados E12 y E22. Se eligieron estos clones para ser
secuenciados, porque presentaron una mejor sobreexpresion en BL21. Se
secuenciaron ambas hebras parcialmente de manera de abarcar todo el gen.
En ambos mutantes la secuencia fue idéntica, salvo la mutacion puntual
deseada. La secuenciacién de las bases nitrogenadas del DNA de las
mutantes se encarg6 al laboratorio del Centro de Biotecnologia del Dr. Victor

Cifuentes de Ia Facultad de Ciencias de la Universidad de Chile.

Sistema de expresion de proteina recombinante
Para la expresiéon de las proteinas recombinantes se utilizd el vector de
expresion pT7, que confiere resistencia a ampicilina y presenta el promotor

del gen ¢10 del fago T7 que es muy fuerte y solo es reconocido por la RNA
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polimerasa del fago. pT7 presenta una regién de “polilinker” en el extremo
aminoterminal, y previo a esta regién tiene un sitio de union fuerte al
rbosoma. La expresién se realizd en la cepa de E. coli BL21 (DE3)
(Novagene) que es lisogénica para un derivado del fago lambda que contiene
el gen de la RNA polimerasa del fago T7 bajo el promotor /acUV5. La
induccion se realizé por adicién de IPTG. El sistema pT7 no esta disponible

comercialmente y fue donado por el Dr. S. Tabor.

Funcionalidad in vivo de los genes de ftsZ mutantes

La cepa E. coli VIP2 tiene interrumpido el gen de ftsZ por el gen de resistencia a
kanamicina, la eliminacion del gen de fisZ es letal para la bacteria. Para que
estas células sean viables, el gen es suministrado por el pLARY, que contiene el
gen de fisZ, que esta regulado por el promotor de ftsZ cromosomal. Este
piasmidio tiene el gen de resistencia a cloramfenicol y su replicon es
termosensible, es decir que sobre los 37° C no hay replicacién vy las células no
son viables. La cepa se lisogenizé con ADES3, con el fin de incorporar en el
cromosoma bacteriano el gen de la polimerasa del fage T7. La cepa E. coli
VIP2(DE3) transformada con pMFV57 es capaz sélo de expresar el gen fisZ
proveniente del plasmidio pMFV57, sobre los 37° C. Se puede evaluar la
funcionalidad del gen fisZ o de las mutantes puntuales de este gen presentes

en el plasmidio pMFV57, cuando se crece la cepa E. coli VIP 2(DE3)
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transformada con pMFV57 a 42° C, pues a esta temperatura no se replica
pLARS,

Las cepas de E. coli VIP2(DE3) se transformaron con los plasmidos que
expresan los genes de fisZ tipo silvestre y mutantes. Se crecieron a 30° C en

medio liquido LB con agitacién hasta una densidad éptica a 600 nm (D.Ogg,.)

de 0,6. Con este cultivo se inocularon diluciones seriadas entre 107" y 10° ,
por duplicado en cada placa. Las placas se incubaron a 30° C y 42 °C toda la
noche y luego se contaron las unidades formadoras de colonias (ufc/ml). Se
considero control positivo a la VIP2(DE3) transformada con pMFV57:ftsZ tipo
silvestre y crecida a 42° C para calcuiar el porcentaje de sobrevida de las

mutantes.

Electroforesis en geles de agarosa (geles para DNA plasmidial)

La concentracion de agarosa varid entre 1y 2 % dependiendo del amario de
los fragmentos de DNA a separar. La muestira se prepard mezclando el DNA
con amortiguador de carga (glicerol al 50%, EDTA 50 mM, Xilén cianol 1
mg/ml, Azul de bromofenol 1,5 mg/ml). La electroforesis se llevd a cabo a un
potencial eléctrico de 80-100 V. Una vez finalizada la electroforesis, el gel se
tifid con bromuro de etidio (10 pg/ml) y se puso sobre un transiluminador para

observar las bandas de DNA.
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Purificacion de EcFtsZ por precipitacién con sulfato de amonio

El método de purificacion fue descrito por Mukheriee y Lutkenhaus
(Mukherjee y Lutkenhaus, 1998), y se usd con algunas modificaciones. El
precipitado bacteriano se suspendié en 25 ml de tampén A ( Tris-HCI 50 mM,
pH 7,9, KCI 50 mM, EDTA 1 mM, glicerol al 10% v/v). Para romper las células
se aplico ultrasonido, con 5 pulsos de 20 s a 25 watt, con pausa de 1 min, y el
sexto pulso de 20 s a 75 watt en un sonicador. Para evitar el calentamiento
de la muestra, el proceso se realizé en un bafio de hielo. Se centrifugd a
28.000 rpm, a 4 °C durante 90 min (Beckman L5-75B Ultracentrifuge, rotor
type 65), se trasvasijdé el sobrenadante a un vaso de precipitado pequefio,
colocado previamente en hielo. Se agregdé lentamente 3,46 g de sulfato de
amonio (25 % de saturacidn) en frio agitando con una barra magnética. Se
centrifugd la solucién a 10.000 rpm a 4 °C, durante 30 minutos. Se eliminé el
sobrenadante y el precipitado se disolvio en 3 ml de tampdn A. Esta solucién
se dializd contra 100 volimenes de tampén A, al menos 4 h (o toda la noche)
con 2 cambios a 4 °C.

La muestra dializada se inyectd a la columna de intercambio anidnico (Q-
Sepharosa, 25 cm x 4,6mm) mediante un lazo de inyeccion de 5 ml. Se eluyé
la proteina con un gradiente 10-70 % de tampon B (50 mM Tris-HCI pH 7.9,
1M KCI, 1mM EDTA, 10% glicerol) a 1 ml/min a 4 °C, se colectaron fracciones
de 3 ml. Las fracciones que contenfan proteina se verificaron primero
espectrofotomeétricamente, determinando la absorbancia 2 280 nm vy la

fracciones con mayor absorbancia se analizaron mediante PAGE-SDS. La
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fraccién correspondiente a la FtsZ, que eluye entre 200-250 mM KCI, se
colecté y concentré en Centriprep (Amicon 30 K) hasta alcanzar un volumen
de 3 ml.

Las fracciones concentradas que contenian EcFtsZ, obtenidas de [a
cromatografia en Q-Sepharosa, se inyectaron a la columna Sephacryl S-400.
Se eluyd con tampén A a 1ml/min y 4 °C. Se colectaron en fracciones de 3 ml
y se monitored mediante SDS-PAGE y espectrofotométricamente a 280 nm.
Se concentré la FisZ utilizando Centriprep (4.000 rpm a 4 °C) hasta alcanzar
una concentracion de al menos 10 mg/ml de proteina. Se dividié en alicuctas
que se congelaron inmediatamente por inmersién en nitrégeno liguido y se

guardaron a —80 °C.

Purificacién de MjFtsZ por columnas de Ni*'

Soluciones:

Tampon A: Tris-HCI (pH 8,0) 50 mM, NaCl 300 mM.

Tampon B: Tris-HCI (pH 5,8) 50 mM, NaCl 300 mM, Imidazol 1 M.

Tampén C: Tris-HCI (pH 8,0) NaN3; 1 mM, EDTA 1 mM.

Un cultivo de un litro de la cepa E coli (DE3) pMJ0370 se indujé a
sobreexpresar la proteina Mj FtsZ con IPTG 0,5 mM, el cual se aplico durante
4 horas, en fase de crecimiento exponencial del cultivo. Se cosecharon las
bacterias por centrifugacion, se lavé el precipitado, con Tampén A y se guardé
a —80 °C, hasta el momento de la purificacion. Se tomé el precipitado

congelado, proveniente de un litro de cultivo y se disolvié en Tampén A (20
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ml}. Las células se rompieron por ultrasonido, con un programa automatico
de 5 pulsos de 20 s con una potencia de 40 watts. Se utilizé6 una sonda de 1
cm de diamétro, y para evitar el calentamiento de la muestra, el proceso se
llevé en un bario de hielo, esperando 1 min entre cada pulso. El lisado celular
se centrifugd a 28.000 rpm, en un rotor 50Ti Beckman, durante 90 min. Se
colecto el sobrenadante en un vaso de precipitado limpio. Se le agregd
imidazol a una concentracion final de 150 mM, se mantuvo la solucién en
hielo todo el tiempo. Este sobrenadante se pasé a través de una columna
HiTraping Quelating® de 5 ml (Pharmacia, Upsala, Suecia)), la muestra se
cargo con un flujo constante de 1 ml por minuto, una vez cargada la muestra
se lavé la columna con 20 mL de Tampén A + imidazol 150 mM. La proteina
se eluyé de la columna con un gradiente 15-70 % tampon A y tampén B
respectivamente, en un volumen de 40 mi, con un flujo de 1 ml por minuto,
este paso se realizd a temperatura ambiente, se colectaron fracciones de 3
ml, se determiné la presencia de proteina midiendo la absorbancia de las
fracciones a 280 nm, en un espectrofotémetro UV, para determinar la pureza
de las fracciones se realizd un gel PAGE-SDS.

Las fracciones que contenian MjFtsZ se concentraron mediante un centripep
30 K (Amicon), hasta alcanzar un volumen de 2 a 3 ml La MjFtsZ
concentrada se pas6 por una columna XK16/70 Pharmacia de Sephacryl
400R, previamente equilibrada con Tampén C y se cromatografié a 1 m! por
minuto, a temperatura ambiente. Se recolectaron fracciones de 2-3 ml, a las

cuales se les midi6 la absorbancia a 280 nm. Las fracciones que contenian ia
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proteina se coiectaron y se concentraron nuevamente con el centriprep 30 K

de Amicon, hasta alcanzar una concentracién minima de 10 mg/ml.

Purificacién del heterodimero ap-tubulina de cerebro de polio

La ap-tubulina se purificé a partir de cerebros de pollos recién sacrificados,
utilizando el procedimiento previamente descrito por Weisemberg
(Weisenberg y col., 1968; Weisenberg y Timasheff, 1970).

Los cerebros se limpiaron de meninges y vasos sanéuineos, luego el tejido se
lavd con 2 volimenes de amortiguador PMS (Fosfato de sodio 10 mM,
sacarosa 0,24 M, MgCi, 0,6 mM, pH 7,0). El tejido se homogenizdé en un
volumen de PMS en una juguera comercial a maxima velocidad por 45
segundos. La suspensién se centrifugo en una centrifuga Sorvall RC 2B a
10.000 rpm, en un rotor GSA por 30 min a 4 °C. Se colecto el sobrenadante,
al que se le agreg6 17,7 g de sulfato de amonio por cada 100 ml; bajo
agitacion suave y continua. La mezcla se dejd precipitar por 10 min luego se
centrifugo en las mismas condiciones antes mencionadas. Se colecté el
sobrenadante y se agregé 7,1 g de sulfato de amonio por cada 100 ml de
solucién, se dejo precipitar por 10 minutos y se centrifugo en rotor GSA a
10.000 rpm, por 30 minutos. Se descart6 el sobrenadante y el precipitado se
disolvi6 en el minimo volumen posible de amortiguador PMG (fosfato de sodio
10 mM, MgCl> 0,5 mM, GTP 0,1 mM, pH 7,0); se utilizé un homogeneizador

Potter de 20 ml . La solucién se agregd 50 ml de volumen himedo de DEAE-
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Sephadex previamente equilibrada en PMG. La mezcla se dejé reposar por 5
min y se lavé 2 veces, en un embudo Buchner, con amortiguador PMG que
contenia KCI 0,4 M. Las proteinas se eluyeron de la resina utilizando
amortiguador PMG que contenia KCI 0,8 M. Al eluido se agrego 24,8 g de
suifato de amonio por cada 100 ml, se dejé reposar por 10 min y se centrifugd
en un rotor $S-34 a 10.000 mpm por 30 min a 4 °C. Se descartd el
sobrenadante y el precipitado se disolvié en el minimo volumen de PMG e
inmediatamente fue aplicado a una columna de Sephadex G-25 medium (3x
50 cm), equilibrada en el mismo amortiguador. Se colectaron fracciones de 2
ml. Para identificar las fracciones que contenian la ap-tubulina, se agregoé a
cada fraccion 2 a 3 gotas de una solucion de MgCl, 0,5 M. Las fracciones que
presentaron turbidez se colectaron y fueron centrifugadas en un rotor SS-34 a
10.000 rpm por 10 min a 4 °C, El precipitado de of-tubulina se disolvié en el
minimo volumen de amortiguador de almacenamiento, (PMG , 1 M sacarosa)
y se dializé contra el mismo amortiguador por toda la noche. En la mafiana del
dia siguiente, la muestra dializada fue alicuotada en volimenes de 100 a 200
UL, se congelaron en nitrogeno liquido y las alicuotas se almacenaron a —80
°C, hasta su posterior uso experimental. El rendimiento promedio de cada
purificacion, utilizando como material de partida 600 mL de tejido fue entre

120-180 mg de a- y B-tubulina de alta pureza.
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Cuantificacién de EcFtsZ y MjFtsZ

La determinacion de la concentracién de la EcFtsZ se cuantifico
espectrofotométricamente. El coeficiente de extinciéon molar teérico de EcFtsZ y
sus mutantes se determind a partir de la secuencia primaria de las proteinas. La
EcFisZ silvestre tiene sélo tiene 3 tirosinas en su secuencia primaria y el
nucledtido unido predomina en el espectro de absorcion del UV. El contenido
del nucledtido se determind, después de una precipitacion de proteinas con
acido percldrico a una de concentracion final al 7 %(p/v). Para la cuantificacion
de la concentracién del GTP se midi6 la absorbancia del sobrenadante y se
utilizé el coeficiente de extincion de 13.620 M cm™ a 254 nm. La concentracion
de EcFtsZ més la del nucledtido se midié en 6 M GdmCl a 280 nm, se utilizo el
coeficiente de extincion molecular de la tirosina cuyo valor es 1.280 M'ecm™ a
280 nm y se sustrajo la contribucion de GDP, utilizando un coeficiente de
extincion molar de 8.100 M'cm™ a 280 nm para el nucledtido (Rivas y col.,
2000). La cuantificacion de la concentracion de MjFtsZ se realizd
espectrofotométricamente, la secuencia aminoacidica de esta poteina tiene una
tirosina y un triptéfano. Por lo tanto el coeficiente de exticion molar para la
MjFtsZ es de 6.970 M"ecm™ a 280 nm, se calculd ia contribucién del GDP a 280
nm tal como se describié anteriormente y a partir de los valores de absorbancia
a 280 nm de la MjFtsZ purificada y disuelta en GdmCI 6 M fue posible calcular

la concentracién de [a proteina.
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Cuantificaciéon de of-tubulina

La preparaciones de la of-tubulina se cuantificaron espectréscopicamente,
para ello se midié la absorbancia a 280 nm, en GAmCI 6 M. Para el calculo
de la concentracion se utilizd el coeficiente de exticion de 1,03 mg'1 mi cm™’!

determinado por Na (Na y Timasheff, 1980).

Determinacion de la actividad GTPasica de FtsZ

El ensayo de actividad GTPasica de la FtsZ se realizd en el amortiguador
Mes 50 mM pH 6,5, KCI 50 mM, MgCl, 10 mM, pH 6,5. La reaccion se llevd a
cabo a 30°C. La reaccién se comenzd agregando GTP a una concentracion
final de 1 mM y se detuvo tomando 100 pL de la mezcla de reaccion, que
fueron vaciados en un tubo Eppendorf que ya contenia 10 pl de acido
perclorico 70%. La solucién acida precipitd la proteina y dej6 en solucién los
nucledtidos. La mezcla se neutralizé agregando 200 ul de K.CO; 1 M, y se
centrifugd por 10 min a 5.000 rpm a 4° C. Los nucleétidos se separaron y
cuantificaron por cromatografia liquida de alta resolucion, los nucleétidos se
cuantificaron por absorbancia con un detector UV a 254 nm, se analizaron
previamente estandares de GDP y GTP, con los que se realizaron curvas de

calibraciéon.
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Medicion de la actividad GTPasa de of-tubulina

La determinacion de la actividad GTPasica de op-tubulina se realizé en
amortiguador TEA 10 mM pH 7,2, MgCl; 0,5 mM y Glicerol 25 %(v/v), la
incubacion se realizé a 37° C. La reaccion se inicié al agregar GTP a una
concentracion final de 0,1 mM. La reaccion se incubd a diferentes tiempos, v
se detuvo tomando 100 pL de la solucion de reaccion, los cuales se
depositaron en un tubo Eppendorf que se habian adicionado previamente 10
ML de acido perclérico al 70 %. Las muestras se neutralizaron agregando
200 L de KHCO3 1 M y se centrifugaron a 5.000 rpm durante 10 min a 4° C,
para eliminar la proteina precipitada y el KCIO4. Al sobrenadante se le
determind la concentracion de GTP y GDP mediante un método de
cromatografia liquida de alta resolucién. Las condiciones cromatograficas
utilizadas fueron: Fase moévil K2HPO4 50 mM, acido acético 20 mM,
tetrabutilamonio fosfatc 4 mM. Columna ODS Supelco de 25 ¢cm de largo,

diametro interno 4,6 mm. Longitud de onda de deteccion fue de 250 nm.

Inmovilizacién de ap-tubulina y EcFtsZ a la resina affi-gel

Las proteinas que se inmovilizaron fueron EcFtsz y op-tubulina, fa resina affi-
gel tiene un brazo de 15 carbonos y en su extremo posee un grupo succimidil-
ester, que es capaz de reaccionar con aminas primarias y secundarias. El
medio de incubacion que se utilizé fue Hepes 100 mM a pH 7,5, KCI 50 mM. 1

ml de resina, se suspendi® en 4 ml de amortiguador de incubacion, la
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concentracion de proteina se ajusté entre 1 a 2 mg/ml, la suspension se agité
suavemente a 4 °C, durante 1 h. La proteina unida se cuantificé midiendo la
diferencia de la concentracién de la mezcla antes y después de la incubacién
de 1 h. Después de la incubacién la resina se lavé con un amortiguador Tris
50 mM, pH 7,5, 100 mM KCI, el lavado se realizé en un embudo filtrante, se
paso por la resina al menos 100 ml de amortiguador de lavado, de manera de
asegurar que toda la proteina libre adherida inespecificamente a la resina
fuera removida. La resina con ap-tubulina o EcFtsZ inmovilizada se equilibré
con el amortiguador para la determinacion de actividad GTPasica respectivo
en el mismo embudo filirante. Un volumen conocido de resina con las
proteinas inmovilizadas se suspendi6 en un volumen conocido de
amortiguador de actividad GTPasica, de manera de poder calcular cuanta
proteina habia por ml de suspensién de resina al momento de realizar el
ensayo de actividad GTPésica y asi se calcul6 la actividad especifica de las
proteinas inmovilizadas. Se verificd la ausencia de proteina libre determinado
la concentracién de proteina en el sobrenadante de la resina inmovilizada con
proteina, y ademas se midio la actividad GTPasica de éste, el cual nunca

presentd actividad GTPasica detectable.
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Polimerizacion de EcFtsZ y sus mutantes determinados por dispersion
de luz

La reaccion de polimerizacion de EcFisZ y sus mutantes se realizdé en el
amortiguador Mes 50 mM pH 6,5, KCI 50 mM, MgCl, 10 mM. La reaccion se
llevé a cabo a 30°C. El ensayo se lievd a cabo en una cubeta de
fluorescencia, la cual se puso en un espectrofiuorimetro Perkin-Elmer LS50, fa
dispersién de luz se midié a 350 nm, la longitud de excitacion y emision se
programo a ese valor. Se utilizé un atenuador de 2 % antes del detector, las
ranuras de excitacion y emision fueron de 5 nm y se registraron los datos

cada 1 s. Las concentraciones de proteinas y GTP se especificaron en cada

ensayo.

Medidas de Dicroismo Circular

Los especiros de dicroismo circular (DC) se tomaron en un
espectropolarimetro Jasco 600 (Japon). Los cambios en estructura
secundaria se registraron en el intervalo de 210 nm a 250 nm de longitud de
onda, se utilizaron cubetas de silice fundido de 0,1 cm de paso 6ptico. El
ancho de banda utilizado para fodas las determinaciones fue de 2 nm con una
constante de tiempo de 2 s, Cada espectro tomado representa un promedio
de 3 barridos realizados por el instrumento. La temperatura fue de 25 °C
durante las mediciones. Las contribuciones originadas por el solvente fueron

sustraidas en cada una de las mediciones. Los datos fueron analizados
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mediante los programas contenidos en DICROPROT y entre ellos el programa
CONTIN fue utilizado para el calculo del porcentaje de estructura secundaria

de las proteinas en estudio.

Electroforesis en geles de SDS-poliacrilamida

El analisis de proteinas por electroforesis en geles desnaturantes se realizo
segun Laemmli (Laemmli, 1970). Se utilizd acrilamida al 10% en el gel
separador y 4% en el gel concentrador. Las muestras se disolvieron en
amortiguador de muestra, Tris-HCI 0,5 M pH 6,8, SDS 0,1 %, 2-
mercaptoetanol 0,1 mM, azul de bromofenol 0,2 % . La muestra se calento a
100 °C por 5 minutos y luego se cargé en los pocillos. Se corrid la muestra en
amortiguador SDS 10 %, Glicina y Tris pH 8,8, a una corriente eléctrica
constante de 25 mA, hasta la caida del frente de corrida. El gel se tifid con
azul de coomassie (0,25 g de azul de Coomassie brillante en 90 ml de
metanol : agua (1:1 viv) y 10 ml de acido acético glacial) durante dos horas
con agitacion constante y se destifié con la solucién de destediido (50 % de

metanol, 10% acido acético).

Electrotransferencia

Para corroborar que las proteinas purificadas correspondian a EcFtsZ y a sus
mutantes, se realizaron “Westernblots”. Primero se retird el gel de los vidrios e
inmediatamente se construy6 el sandwich para la transferencia colocando 3

papeles filtro, seguidos del gel, de la membrana de nitrocelulosa y por tiltimo
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de ofros tres papeles filtro. La membrana de nitrocelulosa se sumergi6
completamente en agua y luego en amortiguador de transferencia
(Amortiguador Tris-Glicina 26 mM y 190 mM respectivamente pH 8,8, metanol
20%), asi como las hojas papel filtro y las esponjas antes de montar Ia
transferencia. La fransferencia se realizé por dos horas a 100 voltios y a —

20°C , el amortiguador de transferencia se enfrio previamente.

Desarrollo inmunoloégico de la membrana de nitrocelulosa

Una vez tranferido el gel de proteinas a la membrana de nitrocelulosa, se
procedié a revelar ésta. Primero la membrana se bloqueé con leche
descremada en polvo 3% en PBS (NaCl 137 mM, KCI 2 mM NazHPO, 10 mM
KH2PO4 2 mM) por 1 hora a temperatura ambiente, luego se traspasé a una
solucion de leche 3% en PBS que contiene el anticuerpo primario. La
membrana permanecio con el anticuerpo primario dos horas con agitacién y a
temperatura ambiente. Luego de 3 lavados con amortiguador TS (Tris 50 mM
pH 7,5, NaCl 150 mM), la membrana se incub6 en leche 3% en TS con el
anticuerpo secundario conjugado con fosfatasa alcalina por 2 horas. La
dilucién empleada del anticuerpo policlonal anti-FtsZ fue de 1:20.000 y del
anticuerpo secundario, de acuerdo al consejo del fabricante (1:10.000).

Para realizar el revelado, se colocd la membrana en 10 m! de amortiguador
para fosfatasa alcalina (Tris 100 mM pH 9,5, NaCl 100 mM, MgCl, 5 mM),

complementado con 33 pl de BCIP (0.5 g de 5-bromo 4-cloro 3-indolil fosfato
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disuelto en 10 mi de dimetiiformamida al 100%) y 66 ul de NBT (0,5 g de Nitro
blue tetrazolium disuelto en 10 ml de dimetilformamida al 70 %). Al cabo de
algunos minutos de agitacidn aparecieron ias bandas y posteriormente la

reaccion se detuvo diluyendo con abundante agua destilada.

Preparacion de muestras de EcFtsZ y sus mutantes para microscopia
electrénica

La muestras para microscopia electronica se prepararon a partir de una
muestra polimerizada de FtsZ y mutantes a las concentraciones que se
especifican en cada caso. El medio de polimerizacion contenia Mes 50 mM
pH 6,5, KCI 50 mM, MgCl; 10 mM y se incubd a 30 °C durante 2 min. La
polimerizacién se indujo agregando GTP a una concentracion final de 1 mM,
se dejo incubar por ofros 2 min. Luego se tomd 25 pL de la muestra con los
polimeros de FtsZ y se depositaron en una grilla para microscopia electrénica
de 400 mesh, se incubd 30 s y se tifi6 con acetato de uranilo al 1% en agua,
esta solucién se pasé previamente por un filtro de 0,22 um. En un trozo de
parafilm se colocaron 5 gotas de 50 pl de acetato de uranilo. La grilla fue
sumergida una sola vez en cada gota, en la Ultima gota se dejé la grilla
sumergida durante un minute, después de este tiempo el exceso de uranilo
se escurrio con papel absorbente y la grilla se depositd en un portagrilla hasta
el momento de ser observada en un microscopio electrénico de transmisién

Phillips Modelo 300.
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Preparacion de las soluciones con diferentes pH, utilizando
amortiguador Tris-maleato

Para obtener las soluciones a distintos pH, se prepararon dos soluciones:
Solucion A (0,2 M): 24,2 g de Tris + 23,2 g de acido maleico o 19,6 g de
anhidrido maleico en 100 mL de agua desionizada.

Solucién B: 0,2 M de NaOH.

Las distintas soluciones amortiguadoras, se prepararon con 50 mL de
Solucién A mas una cantidad distinta de Solucién B, segin el pH que se
deseaba obtener. Para que todas las soluciones tuvieran la misma fuerza
ibnica, se calculd el valor para cada uno de ellas y se ajustaron todas a la de
mayor fuerza ibnica con NaCl, luego se completé a 200 mL con agua

desionizada (Dawson, 1972).

Digestiones de ap-tubulina con subtilisina

Las digestiones de of-tubulina se realizaron en TEA 10 mM, CaCl, 0,2 mM,
Glicerol 25 %, pH 7:0. La temperatura de digestion fue de 30 °C para la
digestion de ambas subunidades de o- y B-tubulina, con subtilisina unida a
agarosa, ¥ la reaccion se detuvo por centrifugacion 5.000 rpm a 4 °C. Cuando
se utilizé subtilisina libre (1% p/p, con relacién a ap-tubulina), la reaccién se
detuvo con PMSF 1% volumen de mezcla de digestién, de una solucién 1%

p/v de PMSF en DMSO (Bhattacharyya y col., 1985) .
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Medicién de anisotropia de DAPI

La anisotropia de DAPI se midid en un espectrofluorimetro Perkin Elmer
modelo LS-50, la luz polarizada se obtuvo utilizando los polarizdores de film
que tiene el instrumento. La longitud de onda de excitacién y emision fueron
350 y 450 nm, respectivemente. Las ranuras de excitacion y emisién fueron
de 5 nm.

Con las medidas de anisotropia de la sonda DAPI a distintas concentraciones

de EcFtsZ, se calcul6 la fraccion unida a la proteina con la siguiente ecuacién:

r-n
(n=r)+R{r-r)

En que fy corresponde a la fracciéon de DAPI unido, r a la anisotropia de la
sonda a una concentracién de EcFisZ cualquiera, r. es la anisotropia de la
sonda libre y ry

corresponde a la sonda completamente unida (a conceniracion infinita de
EcFtsZ). R es el cuociente entre la intensidad de la sonda completamente unida

a EcFisZ y la sonda libre (Lakowitcz, 1999).

Determinacion del sitio de interaccion DAPI-EcFtsZ por anclamiento
molecular (molecular docking)
Al modelo de la estructura de EcFtsZ se le asignaron los hidrégenos y las

cargas parciales a pH 7,0 mediante el programa DISCOVER, y el campo de
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fuerza AMBER del paquete Accelrys Insightll version 98, para el DAPI se
utilizaron las coordenadas del archivo 1D30.pdb (Larsen y col., 1989).

Para el DAPI, se asignaron las cargas parciales dtomo a atomo considerando
los valores de cargas parciales para los aminoicidos triptéfano, arginina y
fenilalanina que presenta el campo de fuerza AMBER. Se ejecutd el programa
Autotors que pertenece al paquete Autodock 3.05 y se definieron los carbonos
aromaticos. Con este programa esta la posibilidad de asignar enlaces que
permiten rotacion para el ligando, en este caso no se asignaron rotaciones.

Se agreg6 solvente al modelo de EcFtsZ con el programa Autodock 3.05. Para
generar las grillas de calculo se considerd una grilla de 126x126x126 puntos y
0,375 A de separacién entre punto y punto. Medianie un programa
computacional en idioma Perl elaborado por José Jaime Arbildua, se calculo el
nimero de grillas necesarias con las dimensiones antes mencionadas para
cubrir por completo el modelo de EcFisZ y que cada grilla presentara a lo
menos 10 A de superposicién con sus grillas vecinas, para no pasar por alto
sitios de union del ligando que pudieran existir en la interfase de las grillas. Una
vez que se obtuvieron las grillas, se procedié a calcular los posibles sitios de
interaccién para DAPI utilizando el algoritmo Lamarckiano que viene
configurado por defecto en Autodock 3.05. Sélo se modificé el nimero de
corridas por grilla a 20. Una vez obtenidos los resultados se hizo una seleccion
visual de los sitios representativos para cada una de las grillas con el programa
Swissprot, seleccionando la estructura de DAPI con AG de unién mas favorable

para cada sitio.

o
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Determinacion de la distancia entre el DAPI y el triptéfano en las mutantes

EcFtsZ F135W y EcFtsZ 1294W

El fenémeno de FRET ocurre, cuando un fluorésforo que se encuentra en su
estado excitado (dador) transfiere su energia a otro fluorésforo (aceptor) a
través de una interaccion dipolo-dipolo de amplic rango. Esta caracteristica se
observa en forma experimental cuando hay un solapamiento del espectro de
emision del dador con el espectro de absorcidn del aceptor donde la
transferencia de energia ocurre sin mediar un fotdn y depende de la distancia
entre el dador y el aceptor. La aplicacién mas comun de este fendmeno es la
medicion de la distancia entre dos sitios en una macromolécula (Lakowitcz,
1999). Para localizar un sitio de unién es necesario triangular entre las
distancias del sitio que se desea determinar y otros dos sitios de localizacion
conocida en la macromolécula. Para conocer la localizacion de los triptéfanos
en las mutantes se construyd por medio del programa de homologia
MODELLER (Sali y Blundell, 1993) un modelo para la estructura tridimensional
de EcFisZ a partir de la estructura cristalogréfica de la FtsZ de M. jannashii.
Con el fin de determinar si las mutaciones afectaron el sitio de unién de DAPI a
FtsZ se calcularon las constantes de disociacion de la sonda para las mutantes.
Para cuantificar el valor del solapamiento se calculé la constante de

solapamiento J(O), a partir de la siguiente ecuacion:

I: Fo(A) sa(MA* dA

J(A),=

I;c Fp(A)dA Ec.1
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Fo corresponde a la intensidad de fluorescencia del dador en ausencia del
aceptor, en el rango de longitudes de onda donde se solapan los espectros de
emision de! dador y de absorbancia del aceptor, ta corresponde al coeficiente
de extincion molecular del aceptor a las mismas longitudes de onda del rango
anterior. Los valores obtenidos para las constantes de solapamiento J(A) se
utilizaron para calcular el radio de Foérster Ry, el cual corresponde a la distancia
a la cual el dador tranferiria la mitad de la energia al aceptor. Este valor
corresponde a la distancia donde la tasa de transferencia es igual al tiempo de
decaimiento de! dador en ausencia del aceptor. A esta distancia la mitad de las
moléculas del dador decaen por transferencia de energia. El radio de Foérster

se calculd a partir de la siguiente ecuacion:

Re=0,211[x? n* QpJ(A)]"®

Ec. 2

Donde Qp es el rendimiento cuantico del dador, «? el factor de orientacion, que
para un fluorésforc con movimiento isotropico tiene un valor de 0,66 (Lakowitcz,
1999) n es el indice de refraccidn del medio expresion y J(A) ya fue definida.

Para calcular la distancia entre el triptofano de cada mutante y el sitio de unién

de DAPI, se calculd la eficiencia de la fransferencia de energia (E), pardmetro

definido por la ecuacion 3.
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E=1-(FpaA/Fp) Ec. 3

Donde Fp es la intensidad relativa del dador y Fpa es la intensidad relativa del
dador en presencia del aceptor. Los valores obtenidos se utilizaron en la

siguiente ecuacioén para obtener las distancias:

6

Ro
E=—""
6 6
Ry +r Ec. 4

Determinacién del rendimiento cuantico

El rendimiento cuantico de los triptéfanos de cada mutante se calculd a partir de
la razén entre la intensidad de fluorescencia a 340 nm de una solucién de
triptofano libre a pH 7 y la de la mutante con los mismos valores de absorcion a

295 nm.

Determinacion de la constante de solapamiento

Las constantes de solapamiento se calcularon utilizando un programa de

computacién en Basic, disefiado por el profesor Juan Brunet.

o



51

Resultados

Actividad GTPasica de af-tubulina y af—tubulina S

El heterodimero de af-tubulina presenta actvidad GTPasica, asociada a su
polimerizacién. El heterodimero ap—tubulina que carece de sus extremos C-
terminales se denomina ofp-tubulina S. Para evaluar el efecto de la
concentracion de GTP sobre la velocidad de hidrdlisis de of~tubulina-S y ap-
tubulina, en presencia y ausencia de Ca?* 2 mM, se determiné el efecto de GTP
sobre la velocidad de hidrdlisis del gamma fosfato. En la figura 3 se observa
que las curvas presentaron una conducta hiperbélica. Del ajuste de la ecuacion
de Michaelis y Menten a los valores experimentales de estas curvas, se
calcularon los valores de la K, para GTP de op—tubulina, af-tubulina Ca®* y
ap-tubulina S, que fueron 8 + 1, 16 £ 1y 21 £ 1 M, respectivamente. Los
valores son el promedio de tres experimentos independientes y se determinaron
las desviaciones estandares para cada uno de ellos.

A partir de las velocidades méaximas se determinaron las Keat (Vmax= [Proteina] x
keat) para ap—tubulina, af-tubulina Ca®* 2 mM y op—tubulina-S, los valores
fueron 0,06 + 0,01 min™, 0,12 + 0,02 min™ y 0,42 + 0,05 min™', respectivamente.
El analisis de los valores de ke muestra que Ca?* tiene un efecto activador de
la hidrélisis de GTP (Tabla 1), pues el valor de ke en presencia de este cation

aumentod al doble. Se observa también una activacion al remover los extremos
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C-terminales de ap-tubulina, pues la kext para la afi—tubulina-S incremento su

valor en 7 veces respecto a af— tubulina.
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Figura 3. Curvas de saturacién de sustrato para la actividad GTPasica de
af-tubulina en ausencia y presencia de Ca® y para of-tubulina-S. El
amortiguador utilizado fue TEA 10 mM, MgCl; 0,5 mM, Glicerol 25 %, la
temperatura de incubacién fue 37 °C. La concentracién de af-tubulina fue
de 5 M (M),ap-tubulina 5 uM en presencia de Ca®* 2 mM (A),oB-tubulina -S
(®) 5 pM.
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Actividad GTPasica de EcFtsZ y MjFtsZ

La EcFisZ y la MjFisZ, presentes en bacterias y arqueas, y of-tubulina
constituyen una familia de GTPasas (Nogales y col., 1998a). El efecto de la
concentracion de GTP sobre la velocidad de la hidrélisis del GTP para EcFitsZ y
MjFtsZ se muestran en la figura 4 A y 4B. La conducta cinética de ambas
proteinas fue hiperbdlica, el valor de Kn para EcFtsZ fue de 35 + 2 yM y para
MjFtsZ fue de 16 = 1uM. Los valores de kea para EcFtsZ y MjFtsZ fueron 2 + 0,1
min? y 10 =+ 1 min™ , respectivamente (Tabla 1). Las concentraciones de
proteinas utilizadas en estos ensayos fueron 12,5 y 1 uM para EcFisZ y MjFtsZ

respectivamente.

Determinacion de la actividad GTPasica intrinseca de «f- tubulina y
EcFtsZ

Se postula que la interaccién longitudinal entre heterodimeros de af-tubulina y
EcFtsZ es responsable de la actividad GTPasica (Erickson y O'Brien, 1992;
Oliva y col., 2004). Para evaluar esta hipotesis se inmovilizd covalentemente
estas proteinas a una resina de affi-gel, con el objeto de evitar las interacciones
proteina-proteina. El progreso de la reaccién de hidrdlisis de GTP catalizada por
af-tubulina inmovilizada se muestra en la figura 5A, se calculd la actividad
GTPasica especifica de aff-tubulina inmovilizada, que fue de 0,4 + 0,02 nmoles
de GTP mI™" mg™ proteina min™. La concentracién de GTP fue de 100 uM. El

ntimero de experimentos independientes para el calculo de este pardmetro fue




55

de 3. La actividad especifica para afi-tubulina libre en solucién fue de 0,6 + 0,1
nmoles de GTP mi™ mg™ proteina min™.

La EcFtsZ inmovilizada en la resina affi-gel mostré actividad GTPasica, y el
progreso de la reaccion de hidrélisis de GTP se muestra en la figura 5B. La
actividad GTP4sica especifica fue 16 + 1 nmoles de GTP hidrolizados mI™'mg"”
proteina min™. La concentracion de GTP fue de 1 mM. La actividad espécifica
de EcFtsZ libre en solucidn fue de 50 + 5 nmoles de GTP hidrolizades ml™'mg™
proteina min™.

El nimero de experimentos independientes para el calculo de este parametro
fue de 3. Como control se midid la actividad GTPasica de la resina affi-gel
blogueada con glicina, la cual no presentd actividad GTPasica, como se
observa en las figuras 5 Ay B.

La actividad especifica de las proteinas inmovilizadas fueron determinadas a
concentraciones saturadas de GTP. Esto fue verificado midiendo la actividad a
250 uyM de GTP y fue la misma actividad que la medida a 100 yM para
af-tubulina y la actividad de EcFtsZ inmovilizada a 500 yM de GTP y fue ia

misma que a 1 mM.
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Figura 4. Efecto de la concentracion de GTP sobre la
actividad GTPasica de EcFtsZ y MjFtsZ. En A se muestra la
curva de saturacion de GTP de EcFisZ. El medio de incubacion
contenia MES 50 mM pH 6,5, KCI 50 mM, MgCl: 10 mM, la
temeperatura de incubacion fue 30 °C, la concentracion de
proteina fue de 12,5 uM. En B se muestra la curva de saturacion
de GTP de MjFtsZ. El medio de incubacién fue el mismo, excepto
que el KCl fue 2 M, la temperatura de incubacién fue de 60 °C, la
concentracion de proteina fue de 1 uM.
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Tabla 1. Valores de K, y k.ot para a- y p-tubulina, af-tubulina-S, EcFtsZ y MjFtsZ.

Actividad especifica

Km pM nmoles GTP hidrolizados mlI”

mg ' min”

ofp- tubulina 841 0,6 £0,1

- tubulina inmolvilizada N.D. 1,2%0,2

ap- tubulina Ca®* 161 4,2 30,05
af- tubulina S 2111 0.4 £0,1
EcFtsZ 352 505
EcFtsZ inmovilizada N.D. 161
MjFtsZ 1621 250 +1

N.D.: Valores no determinados.

Efecto del pH sobre la velocidad inicial de la actividad GTPasica de af-

tubulina y of- tubulina S

Se determind el efecto de pH sobre Ia velocidad inicial de hidrélisis de GTP de

af-tubulina. La variacién de la velocidad inicial de la actividad GTPasica a

distintos pH se muestra en la figura 6. La curva muestra dos pH maximos

aproximadamente a 6,2 y 7,3 y un valle a 6,8. La curva se ajusté a una

ecuacién de doble campana de pH (Cornish-Bowden, 1995). El ajuste mostrd 4

valores de pKg, que fueron; pKaq: 5,6 = 0,2 ; pKyo: 6,4 £ 0,2; pKy3z: 7.4 £0,3;

pKa4: 8,3£.0,3. Los valores de dispersion corresponden a los calculados del

ajuste de la curva.
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Figura 5. Curva de progreso de la actividad GTPasica de af-tubulina y de
EcFtsZ inmovilizada a una resina affi-gel. El heterodimero afp-tubulina y EcFtsZ
se unieron covalentemente a una resina affi-gel como se describe en Métodos. En
A se muestra la actividad GTPasica especifica de afi-tubulina inmovilizada (e),tres
experimentos. La concentracién de GTP fue 100 pM. En B se muestra la actividad
GTPasica especifica de EcFtsZ inmovilizada (e), dos experimentos. la
concentracion de GTP fue 1 mM. Se midio la actividad GTPasica como esta
descrito en Métodos. El control negativo de la actividad GTPasica fue la resina
affi-gel bloqueada con glicina ( V).
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Figura 6. Efecto del pH sobre la velocidad inicial de la actividad
GTPasica de ap-tubulina. La af-tubulina se incubd en Tris-maleato
25 mM, al pH indicado, con GTP 0,1 mM y MgCl: 0,5 mM, a 37 °C, se
midié la velocidad inicial de hidrolisis de GTP a los diferentes pH.
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Figura 7. Efecto del pH sobre la velocidad inicial de la actividad

GTPasica de af-tubulina S. La op-tubulina S se incubd en Tris-
maleato 25 mM, MgCl; 0,5 mM GTP, 0,1 mM, a 37 °C. Se midio la
velocidad inicial de la hidrélisis del GTP a diferentes pH.
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Efecto del tiempo de la digestion de los extremos C-terminales de ofi-

tubulina sobre la GTPasica.
Para evaluar el efecto de los extremos C-terminales negativamente cargados

sobre la hidrolisis de GTP, se midio el efecto del pH sobre la velocidad inicial de
hidrélisis de of-tubulina S. La figura 7 muestra el efecto del pH sobre la
actividad GTPasica de of-tubulina-S. La curva presentdé sélo un maximo,
alrededor de pH 7,2. La curva se ajustd a una ecuaciéon de campana de pH
(Cornish-Bowden, 1995). Los valores de pK, fueron pK_,: 5,8+ 0,2, pK_,: 8,4+
0,3. La dispersion de estos valores de pK, fueron determinados a través del
ajuste de la ecuacion de doble campana de pH. Estos resultados muestran que
el maximo de actividad a pH 6,3 en la ofp-tubulina se perdid cuando se

removieron los extremos C-terminales.

Efecto del tiempo de la digestion de los extremos C-terminales de ofi-
tubulina sobre la actividad GTPasica

Con el fin de observar cual es el efecto del tiempo de digestién de los extremos
C-terminales sobre la actividad GTPasica, se determiné la actividad de los
productos de digestion de la af-tubulina con subtilisina. La reaccién de
digestion de of-tubulina con subtilisina se detuvo con PMSF, a distintos
tiempos, se midio la actividad especifica de la hidrolisis GTP de los productos

de digestién de la ap-tubulina. La cinética de digestion de ap-tubulina ocurre en

las siguientes etapas:
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SB- tubulina, |,
kg oop \k‘ﬂ
off-tubulina op-tubulina S
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afpS-tubulina

La velocidad de hidrélisis de GTP es la suma de las velocidades propias de

cada especie. Asi el aumento de la aclividad GTPasica dependié del remanente
de op- tubulina y de la aparicion de las especies digeridas, «Sp- tubulina, oS-
tubulina y af-tubulina S. E! resultado de este experimento se muestra en la
figura 8. A tiempo 0, la actividad especifica es 0,6 nmoles GDP mI"'min"'mg™,
esta actividad corresponde sdlo a of-tubulina. La digestion de af-tubulina se
completa alrededor de los 20 min, esto se observé por geles de poliacrilamida
en presencia de SDS (datos no mostrados), la actividad especifica a este
tiempo fue de 4,6 nmoles GDP mI'min"'mg™ , esta actividad corresponde a la
ap-tubulinasS, a este tiempo la digestion de op-tubulina se completd.

A partir de la cinética de disminucion de fluorescencia de DAPI unido a of-
tubulina producida por la digestién de con subtilisina (datos no mostrados), se
determinaron los valores de las constantes de velocidad de digestion, y fueron
0,03 min” y 0,35 min™ para k, y ks respectivamente.

En los primeros tres minutos se observa una rapida activacion de la hidrélisis de
GTP, en este tiempo de digestion se alcanzé alrededor de un 65 % del maximo
de la activacion, esto se muestra en el inserto de la figura 8, este porcentaje

coincide con el porcentaje de digestion de la B-tubulina, por lo que podriamos
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afirmar que la activacién de la hidrolisis de GTP estaria dada, principalmente
por la remocién del extremo carboxilo terminal de p-tubulina, lo que concuerda
con el hecho de que en esta subunidad se encuentra el sitio E para GTP, que
es donde ocurre la hidrélisis en af-tubulina.

Explicar la activacion de la hidrélisis de GTP producida por la digestion de los
extremos C-terminales de tubulina no es posible a partir de la estructura
tridimensional conocida del dimero, pues la movilidad de estos extremos impide
determinar su posicién, por esto es mas factible estudiar los residuos de
aminoacidos que participan en la hidrélisis de GTP y a partir de su localizacion
determinar la influencia de los extremos C-terminales.

Sin embargo estos estudios se ven limitados en aff-tubulina, pues hasta el
momento no ha sido posible obiener tubulina recombinante funcional in vifro. La
EcFisZ es mas apropiada para hacer un analisis molecular, pues se pueden
introducir mutaciones y determinar sus efectos sobre la actividad GTPasica,
tanto in vitro como in vivo. La estructura de EcFtsZ no ha sido determinada, por
esto a partir de la estructura tridimensional de MjFisZ, se construyd un modelo
por homologia de EcFisZ, y a partir de este modelo se construyd un dimero de
EcFtsZ, para el cual se utilizd la estructura de op-tubulina, esto para determinar
los residuos que se encuentran cercanos a los fosfatos del GTP, en la interfase
de polimerizacion entre dos mondémeros de EcFisZ y que podrian participar en

la hidrélisis del nucledtido.
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Figura 8. Efecto del fiempo de la digestiéon de af-tubulina con subtilisina
sobre la actividad GTPasica. Se digirieron 2 mg ml” de tubulina, en una
solucién que conienia 20 ug/ml de subtilisina en TEA 10 mM, 0,2 mM de
CaCly y glicerol 25 % a pH 7,2, incubada a 30° C. La reaccidn se detuvo con
PMSF a distintos tiempos, v la actividad GTPasica se midié como esta
descrito en Métodos. Se graficé la velocidad inicial de la actividad GTPasica

versus el tiempo de digestién.
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Determinacion del mecanismo e inducciéon de la hidrélisis del GTP en
EcFtsZ

Modelo de la estructura tridimensional de EcFisZ

Un modelo de la estructura tridimensional de la EcFisZ se construyé mediante
modelamiento por homologia. Se utilizé como molde la estructura de la MjFtsZ,
disponible en la base de datos PDB con el nombre 1FSZ.pdb (Lowe y Amos,
1998) .

La construccion de un modelo por homologia implica tres etapas. Primero, se
requiere una proteina homologa con estructura tridimensional resuelta, para
utilizarla como molde. Segundo, se debe realizar un alineamiento entre la
secuencia problema y la secuencia de la proteina molde para asignar los
aminoacidos que seran estructuralmente equivalentes entre ambas. Finalmente,
se genera un modelo tridimensional para la secuencia problema sobre la base
en la estructura de la proteina molde.

Para el alineamientc de la secuencia de MjFisZ con la EcFisZ se utilizd el
programa Clustal, las proteinas presentaron un 43% de identidad de secuencia,
el alineamiento se muestra en la figura 9.

A patrtir del alineamiento de la EcFtsZ con su molde, la estructura de la proteina
fue modelada mediante el uso del programa Modeller 6.0 La superposicion de
los modelos se muestra en la figura 10 A, en la superposicion estructural de los
cinco modelos se observa, en algunas secciones, una variabilidad posicional
(AVP) de la cadena polipeptidica de los distintos modelos, debido a un menor

peso de las restricciones impuestas por el programa Modeller 6.0, pues en
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estas secciones la similitud entre las secuencias de la MjFtZ y EcFisZ seria muy
baja. El indice p(G), o probabilidad de un plegamiento correcto fue de 0,999
para todos los modelos. La figura 10 B muestra el puntaje promedic para del
perfil 3D versus 1D, que gener6 el programa Verify 3D (Luthy y col., 1992), que
fue mayor que 0,1 para el 97 % de las posiciones de secuencia. El modelo que
se obtuvo es correcto pues presenta valores 6ptimos, para todos los parametros

de evaluacion que se utilizaron.
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Figura 9. Alineamiento de las secuencias aminoacidicas de MjFtsZ y EcFtsZ.
Este alineamiento de secuencia fue el utilizado para la construccién del modelo
tridimensional de EcFisZ. La secuencia de MjFisZ corresponde a la 1fsz. La
secuencia de EcFisZ corresponde a la ftsz1. El simbolo * corresponde a un
aminoacido idéntico en ambas secuencias. El punio indica residuos con
propiedades fisicoguimicas conservadas.
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Figura 10. Modelos de la estructura tridimensional de EcFtsZ y su
evaluacion. A, superposicion de la cadena de carbonos a de 5§ modelos
generados por Modeller 6.0. Se observan algunas secciones con una alta
variabilidad posicional (AVP). B Perfil de la evaluacion del plegamiento mediante
el programa Verify 3D. La linea de puntos indica un puntaje critico de 0,1 bajo el

cual se considera inapropiado.




69

Importancia de los aminoacidos conservados en la familia de FtsZ en la
hidrolisis de GTP

Se buscaron residuos de aminoacidos conservados y comunes en el sitio de
union al nucledtido en MjFisZ y of- tubulina (Lowe, 1998; Nogales y col,,
1898b) y en el modelo de EcFtsZ, con un procedimiento de alineamiento
multiple con otras secuencias de FisZ. Se encontré una glutamina conservada
en la posicion 74 de MjFtsZ, que es equivalente a la glutamina en posicién 47
del modelo de EcFisZ, el fragmento de la secuencia que contenfa este
aminoacido se muesira en la figura 11 A. Se postula que este residuc podria ser
el que posiciona una molécula de agua para realizar el ataque nucleofilico que
rompe el enlace anhidro entre el fosfato gama y el fosfato beta del GTP (Bourne
y col., 1991). La cercania del residuo conservado de glutamina en la estructura
tridimensional de EcFisZ se observa en la figura 11 B. Para probar esto, se
muté la glutamina 47 por asparragina en EcFisZ (EcFtsZ Q47N), pues se
conoce en detalle la relacion entre la actividad GTPasa y la polimerizacién. Por
ofro lado, es facil probar el efecto de esta mutacién sobre la viabilidad de la
céluia y se puede homologar el mecanismo a la familia de las tubulinas.

La secuencia del gen de EcFisZ Q47N mosiréd la presencia sélo de esta
mutacion.

La induccion de la actividad GTPasica estaria mediada por la interaccién del
residuc aspartato 238 del lazo T7 con el bolsillo nucleotidico de otro monémero

de MjFtsZ (Nogales y col., 1998a). En la figura 12 A se observa que este
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residuo es equivalente al residuo arpartico 212 en E. coli, que se encuentra
conservado en la familia de FisZ.

En la figura 12 B se muestra en el modelo del dimero de EcFtsZ, el que se
construyd a partir del modelo de EcFisZ y la estructura tridimensional de off-
tubulina. En la interfase del dimero de EcFtsZ, se observa que el residuo D212
del monémero de arriba esta sobre el sitic de GTP, a una distancia de 5 A del
fosfato beta de GTP del mondmero de abajo.

E! alineamiento de secuencias aminoacidicas, mostré que existe un residuo
acidico en o —tubulina (acido glutadmico 254), en una posicién equivalente al
D212 de EcFisZ. Como se explicé anteriormente, las proteinas off-tubulina y
EcFisZ inmovilizadas presentan actividad GTPasica. Por este hecho se propuso
que este residuo es responsable, mas bien, de la activacion de la hidrdlisis de
GTP, cuando se produce la polimerizacion de protofilamentos inducidos por el
GTP, que de la catalisis propiamente tal. Se debe sefialar que esta mutante ya
ha sido caracterizada (Dai y col., 1994; Mukherjee y col., 2001) pero la
informacion es contradictoria. Experimentos preliminares de «o-tubulina
recombinante mutada en el acido glutamico 254 muestran que ésta no es

funcional en oocitos de pez cebra (César Diaz, resultados no publicados).
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A

Mycobacterium_tuberculosis VEFIAINTDAQALILMSD--ADVK
Streptomyces_coelicolor VEFIAINTDAQALIMSD--ADVK
Nostoc_sp. PCC__P VEFWSINTDAQALTLAG--APSR
Anabaena_sp VEFWSINTDAQALTLAG--APSR
cp_Guillardia_theta VEFWSINTDAQALSRS--LAPNT
p_Cyanidioschyzon_merolae VEFWAINTDVQALKRS~-~ARHHT
cp_Mallomonas_splendens VELWVVNTDAQALSRS--SAKRR
p_Chlamydomonas_reinhardtii VEFWIANTDAQALATSPVNGKCK
p_Oryzavsativa IEFYAINTDSQALLNS-~QAQYP
Escherichia_coli VEFFAVNTDAQALRKTA--VGQT
mt_Mallomonas_splendens VEFVCANTDAQHLSTCL--TENK
Methanococcus jannaschii GATVAINTDAQQI IRTK—ADKK i

Figura 11. Conservacion de la glutamina 47 en la familia de FtsZ y su
participacion en la catalisis. En A se muestra el alinemiento mdltiple de la
secuencia aminoacidica de algunos miembros de la familia de las FtsZ
alrededor de la glutamina conservada que se destaca en amarillo. En B se
muestra el sitio activo de la EcFtsZ, se observa la glutamina 47 y el GDP.

A B
Bacillus_subtilis INLDFADVKTIMSNKGSALM
Enterococcus_hirae VNLDFADVKTVMENQGTALM
Mycobacterium_tuberculosis INVDFADVKGIMSGAGTALM
Streptomyces_coelicolor INLDFADVKSVMSEAGSALM
Nostoc_sp. PCC__P VNVDFADVRAVMADAGSALM
Anabaena_sp VNVDFADVRAVMADAGSALM
cp_Guillardia theta INVDFADVRSVMADAGSALM
p_Cyanidioschyzon_merolae INVDFADVRSVMAHAGSALM
cp_Mallomonas_splendens VNVDFADVRTIMGNAGTALM
p_Chlamydomonas_reinhardtii VNVDFADVRAIMAGAGSSLM
p_Oryza sativa VNVDFADVKAVMKNSGTAML
Escherichia_coli MNVDFADVRTVMSEMGHAMM
mt_Mallomonas_splendens INLDFADVRTVMSGMGHAIM
Methanococcus jannaschii DGLINVDFADVKAVMNNGGL

Figura 12. Conservacion del acido aspartico 212 en la familia de FtsZ y su
participacién en la catélisis. En A se muestra el alinemiento multiple de la
secuencia aminoacidica de algunos miembros de la familia de las FtsZ
alrededor del acido aspartico conservado que se destaca en amarillo. En B se
muestra el modelo del dimero de EcFtsZ, se observa el sitio de GDP en la
interfase entre dos mondémeros (EcFtsZ 1 y EcFtsZ 2) y el acido aspartico 212 y
el GDP.
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Purificacion de EcFisZ silvestre y de las mutantes EcFtsZ Q47N y EcFTsZ
D212G

Se purificaron estas proteinas, como se describe en Métodos. La pureza de las
proteinas se verificé por geles de poliacrilamida con SDS. lLos geles de
poliacrilamida en presencia de S DS de EcFisZ silvesire y de las mutantes
EcFisZ Q47N y EcFisZ D212G se muestra en la figura 13 A. Un duplicado del
gel de poliacrilamida en presencia de SDS se fransfiri6 a una membrana de
nitrocelulosa y se hizo un “Westernblot”, que se reveld con un suero anti-EcFisZ
de conejo. El inmunoblot se muestra en la figura 13 B. Los resultados muestran
que las proteinas purificadas son homogéneas y corresponderian a EcFtsZ
silvestre, EcFtsZ Q47N y EcFisZ D212G, pues dieron positive al ser reveladas
con el suero anti-EcFisZ.

La FtsZ enddégena que copurifica con las proteinas mutantes no es posible
distinguirla en el gel de SDS-poliacrilamida. No obstante suponemos que la
presencia de EcFisZ silvestre es realmente minima en las preparaciones de las
mutantes, por lo tanto la contribucion de la proteina silvestre, en los analisis de
poIimeriéacic’m e hidrolisis del nucledtido, seria despreciable. Esta afirmacion se
basa en lo siguiente, el gen mutante de EcFisZ esta inserto en un plasmidio de
alio nimero de copias (mayor a 20 copias), por lo tanio la proporcion
mutante/silvestre deberia ser al menos de 20 veces, y como el gen de la EcFitsZ
plasmidial esta bajo el control de unc de los promotores mas activos

encontrados en la naturaleza (el promotor de la RNA polimerasa del fago T7).




Entonces los niveles de expresion de EcFisZ mutantes sobre la silvestre
deberian aumentar al menos un orden de magnitud.

Para comprobar esta suposicion se titulé por inmunoblot, la EcFtsZ constitutiva
presente en BL21 y la EcFisZ sobreexpresada. El resultado mostrd que la
sobrexpresada tiene un titulo mayor a la constitutiva entre 64 y 128 veces, por
lo tanto la contribucién de EcFtsZ tipo silvestre que copurifica con las mutantes

debe ser cercano al 1 % (Datos no mostrados).

Determinacion del contenido de esfructura secundaria de EcFtsZ, EcFtsZ
Q47N y EcFtsZ D212G

Se efectlio la caracterizacion de las estructuras secundarias y terciarias de las
mutantes EcFitsZ Q47N y EcFtsZ D212G, pues cualquier efecto sobre la
funcién podria ser consecuencia de un cambio estructural. Para determinar la
participacién de las propiedades especificas de un residuo aminoacidico en la
actividad GTPasica de la EcFisZ se debe demostrar que la estructura
tridimensional de la proteina no ha sido afectada por la mutacion.

Para evaluar el contenido de estructura secundaria de EcFisZ, EcFisZ Q47N y
EcFisZ D212G se tomaron los especiros de dicroismo circular. Esta
metodologia es buena para hacer andlisis comparative del contenido de
estructura secundaria y en este caso se compararon los contenidos de
estructura secundaria de la proteina silvestre y de las mutantes puntuales. Los
espectros de dicroismo circular de EcFitsZ, EcFisZ Q47N y EcFtsZ D212G se

muestran en la figura 14 A. Se observa que todos ellos presentaron
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practicamente el mismo espectro, con una forma clasica para una proteina con
un plegamiento del tipo o/p. Las fracciones de contenidos de estructura
secundaria se muestran en la figura 14 B. Las fracciones para cada tipo de
estructura secundaria son los mismos en las mutantes, y en la proteina
silvestre, por lo tanto podemos afirmar que las mutaciones introducidas no

afectan la estructura secundaria de la proteina.
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Figura 13. (A) Gel SDS-PAGE y (B) “Westernblot” de la EcFtsZ tipo silvestre
y de las mutantes. La electroforesis y las reacciones de inmunoblotting contra
un suero policlonal de conejo anti-FtsZ, se llevaron a cabo como se describe en
Materiales y Métodos. A, Las muestras analizadas en los primeros tres carriles
fueron: 1, EcFtsZ tipo silvestre; 2, EcFtsZ Q47N; 3, EcFtsZ D212G. Un duplicado
de este gel se utilizé para la transferencia a la membrana de nitrocelulosa. En B,
las muestras analizadas por inmunoblotting que corresponden a 4, EcFtsZ tipo
silvestre; 5, EcFtsZ Q47N; 6, EcFtsZ D212G.
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Figura 14. Contenido de estructura secundaria de EcFtsZ, EcFtsZ Q47N
y EcFtsZ D212G. En A se observan los espectros de dicroismo circular de

EcFtsZ y las m

utantes sefaladas. Los espectros se tomaron en Tris 10 mM

pH 7,5 , a temperatura ambiente, la concentracién de proteina fue de 0,3

mg/ml. En B se

observan las fracciones de estructura secundaria para cada

una de las proteinas, calculadas a partir del espectro de dicroismo circular.

Para el calculo

se utilizé el programa CONTIN.
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Caracterizacion de la estructura terciaria de EcFtsZ tipo silvestre y de las
mutantes EcFisZ Q47N y EcFtsZ D212G

Las mutantes EcFisZ Q47N y EcFisZ D212G tienen el mismo contenido de
estructura secundaria, pero no podemos afirmar que la estructura terciaria de
estas proteinas mutantes sea la misma de la proteina silvestre. Diferencias en
las propiedades funcionales de las mutantes respecto a la silvestre podrian
deberse a variaciones en su estructura terciaria.

Estudios de espectiroscopia de fluorescencia infrinseca o extrinseca nos
permiten determinar si la estructura terciaria de una mutante alrededor de un
triptéfano esta o no alterada respecto a la silvestre. Asi, el triptéfano ha sido
usado como una sonda fluorescente intrinseca, donde las medidas de
intensidad, rendimiento cuantico y tiempo de vida permiten comprobar el
ambiente que rodea al triptéfano en la proteina silvestre y en las mutantes y de
este modo demostrar si la estructura terciaria de las mutantes es igual al de la
proteina silvestre. Desgraciadamente la EcFitsZ tipo silvesire no posee
triptéfanos en su estructura primaria, por lo que no es posible realizar este
analisis. Por esto, el uso de una sonda fluorescente extrinseca que se una a
una region especifica permitiria comparar ias propiedades de unién de la sonda
en la proteina silvestre y sus mutantes. Si se produce una variacion en Ia
estructura terciaria por efecto de la mutacion puntual, el sitio de unién de la
sonda se modificaria, presentando una afinidad distinta con respecto a la que

presenta la EcFtsZ tipo silvestre.
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La sonda DAPI se une a of-tubulina y como se sabe esta proteina es
homologa a EcFtsZ. Los resultados mostraron, por primera vez, que DAPI se
une a EcFtsZ silvestre y a las mutantes EcFisZ Q47N y EcFtsZ D212G. Las
valores de las constantes de union fueron determinadas por anisotropia de
fluorescencia (Lakowitcz, 1999), se resumen en la Tabla 2. Se observa que la
union de DAPI a las tres proteinaé presenté una Ko s del orden de 10° M. Una
energia libre de union similar de DAPI a EcFtsZ tipo silvestre y a las mutantes
EcFtsZ Q47N y EcFisZ D212G, indica que la estructura terciaria alrededor del
sitic de unién de la sonda, de estas tres proteinas, no se afectaron
significativamente por la mutacion puntual. Por lo tanto, los cambios funcionales
observados en las mutantes son consecuencia del efecto local de la mutacion

en el sitio de union del nucledtido.

Tabla 2. Constantes de unién aparente del
DAPI a EcFtsZ silvestre y a las mutantes

EcFitsZ Q47N y EcFtsZ D212G
Proteina Ko,s pM
EcFtsZ 3,2+0,3
Ec FisZ Q47N 7,71

EcFtsZ D212G 26+0,3
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Caracterizacion de la polimerizacion de EcFtsZ tipo silvestre y de las
mutantes EcFtsZ Q47N y EcFtsZ D212G in vitro.

La primera propiedad funcional que se midié a estas mutanies fue la capacidad
de polimerizar en presencia de GTP. En Ia figura 15 se muestran las cinéticas
de polimerizacién. En la figura 15 A se muestran las curvas de polimerizacién a
diferentes concentraciones de la EcFtsZ tipo silvestre. Se observa que la
dispersion de luz aumenté abruptamente cuando se agreg6 el GTP y alcanzé
un maximo en “overshoot”, disminuyo y que se mantuvo estable hasta los 160
segundos. El valor de la dispersion en la zona estable aumenté
proporcionalmente con la concentracién de EcFisZ.

La cinética de polimerizacién a diferentes concentraciones de la proteina
mutante EcFtsZ Q47N, se muestra en la figura 15 B. La linea base se siguid
durante 2 min, antes de agregar GTP. Se observa que la curva de
polimerizacion de esta proteina presenté un periodo de latencia y alcanzé un
nivel maximo de dispersion de luz similar al de la proteina silvestre a
concentraciones mas altas.

Los tiempos de latencia fueron inversamente proporcionales a la concentracion
de proteina. Es decir en la medida que se aumento la concentracion para esta
mutante, el periodo de latencia disminuyé. Esto indica que existirian varias
etapas en la cinética de polimerizacion. El inicio de la polimerizacion de la

mutante EcFtsZ Q47N podria pasar por una etapa de nucleacion, lo
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suficientemente lenta para observarla, lo que no ocurre con la EcFisZ silvestre,
donde la etapa inicial es muy rapida.

La cinética de polimerizacién de la mutante EcFtsZ D212G se muestra en la
figura 15 C. Se observa que la polimerizacién inducida por GTP ocurre en un
tiempo muy similar al de la proteina silvestre. Sin embargo los niveles de
dispersion

maximos alcanzados fueron mucho mas bajos que los de la proteina silvestre y
de la mutante EcFtsZ Q47N. Esto indica que el residuo modificado tendria un

papel importante en la polimerizacion.
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Figura 15. Efecto de la concentracion de EcFisZ silvetre
y mutantes sobre [a polimerizaciéon inducida por GTP. La
polimerizacién de EcFtsz y sus mutantes se midid por
dispersion de luz (A=350 nm) a 90°. Todas las reacciones de
polimerizacién se llevaron a cabo en MES 50 mM, KCI| 50
mM, MgCl, 10 mM, la temperatura de incubacién fue 30 °C.
La concentracion final de GTP fue de 1 mM, para todas las
curvas. El momento en que se agregd GTP esta indicado con
una flecha. (A) EcFisZ tipo silvesire las concentraciones
usadas fueron 2, 5, 7,56, 12,5 pM. (B) EcFisZ Q47N las
concentraciones usadas fueron 12, 16, 18, 20, 25 uM. (C)
EcFtsZ D212G, las concentraciones usadas fueron 8, 12,5,
15, 20, 22 y 25 uM
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Peterminacion de la concentracion critica de EcFisZ tipo silvestre y de las
mutantes EcFtsZ Q47N y EcFtsZ D212G

La concentracién critica es la concentracion minima requerida para la formacion
de polimeros. En la figura 16 se observa que al graficar la maxima dispersion de
luz en funcién de la concentracion de proteina, se obtuvo una la relacion lineal y
todas las curvas intersectan el eje X a valores positivos. El valor de la
concentracion critica se determind desde los valores de la interseccion con
este

eje. Se observa que el valor para la EcFisZ silvestre, fue menor que para las
mutantes EcFtsZ Q47N y EcFtsZ D212G. Los valores de la conceniracidon
critica se muestran en la Tabla 3.

Los resultados de la figura 16 también muestran que las rectas para EcFisZ
silvestre y EcFtsZ Q47N tienen pendientes similares, lo que indicaria que los
polimeros formados por estas proteinas son similares. La pendiente para la
mutante EcFtsZ D212G fue menor, lo que indica un cambio en la cantidad, la
forma o en el largo de los polimeros formados por la mutante D212G respecto a

los formados por EcFisZ tipo silvestre y la mutante EcFtsZ Q47N.

Caracterizacion de la hidrélisis de GTP de la EcFtsZ silvestre y de las
mutantes EcFtsZ Q47N y EcFTsZ D212G

La ofra propiedad funcional que se determind fue la dependencia de la
concentracion de sustrato para la hidrélisis de GTP. Las curvas de saturacion

se muestran en la figura 17, donde se observa que las tres proteinas analizadas
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mostraron un comportamiento hiperbdlico. A partir de estas curvas se

determinaron los valores de K, y keat, que se muestran en la Tabla 3.

Se observa que para las mutantes la K, aumenta y la ket disminuye, respecto a
la EcFisZ silvestre. Esto hace que se produzca una disminucion de la
especificidad (kcat/Km). Asi este valor disminuye aproximadamente a un 1/40
para EcFtsZ Q47N y a un 1/107 para EcFtsZ D212G respecto a los valores de
EcFtsZ tipo silvestre.

Si comparamos los valores de Ky, y Keat ¥ Si recordamos que Kp = ( kqtko)ky y
que la velocidad de difusion de un sustrato para unirse a una enzima oscila
entre 10° a 10® M s (Eigen y Hammes, 1963; Monasterio, 2001), los valores
de k.1 oscilan por lo general entre 10° a 10° s™ (Fersht, 1999), la constante de
disociacién de GTP es aproximadamente 1 x 107> (Dai y col., 1994) , por lo
tanto k, deberia oscilar entre 10 y 1000 s™' para la FtsZ silvestre. Por lo tanto,
podemos afirmar que ks >>k2 y la Ky se asemejaria a la constante de

disociacion del complejo.

Tabla 3. Valores de concentracion critica (Cr), Ky y k..: para EcFtsZ, EcFtsZ Q47N
y EcFtsZ D212G.

Cr (pM) Ky (HM) Keat ($) Keat K (8'M)
EcFtsZ 2+0,3 35+3 (3+0,3) x 10° 857 £ 40
EcFtsZ Q47N 100,86 97 +4 (2 £0,2) x 1073 21+1

EcFtsZ D212G 8x0,3 430 £ 20 (3,5 0,4) x10° 80,5
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Este andlisis indica que Ila mutacion D212G afecta mas la afinidad del
nucleétido a la proteina (K, aumenta aproximadamente 12 veces respecto al
valor de EcFisZ) y que la catalisis (kcat disminuye a un 1/9 respecto al valor para
EcFtsZ) vy la mutacion Q47N afecta menos la afinidad del nucledtido (K
aumento aproximadamente 3 veces respecto al valor de EcFtsZ) que la catalisis

(keat disminuye aproximadamente un 1/16 respecto al valor de EcFtsZ).
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Figura 16. Determinaciéon concentracién critica de EcFisZ,
EcFtsZ Q47N y EcFtsZ D212G. Cada punto representa el maximo
de dispersiéon de la luz producido por la polimerizacion de la
proteina a las diferentes concentraciones de proteinas utilizadas.
La interseccion con la abcisa corresponde a la minima
concentracion necesaria para que ocurra la polimerizacién. La
concentracion final de GTP fue 1 mM. EcFisZ (@), EcFisZ Q47N
(M) las concentraciones usadas fueron 12, 16, 18, 20, 25 yM y
EcFtsZ D212G (A).
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E! progreso de ia hidrolisis de GTP y la cinética de la polimerizacidn y
despolimerizacién de EcFtsZ silvestre y de las mutantes EcFisZ Q47N vy
EcFtsZ D212G se determinaron en forma simultanea. En la figura 18 se
muestran los resultados de estos experimentos. En la figura 18 A, se indica con
una flecha el momento en que se agregé GTP a una concentracién final de 1
mM. En la figura 18 A se muestra le EcFtsZ tipo silvestre a una concentracion
de 12,5 uM, se observa que la cinética de la polimerizacion es muy rapida y se
alcanza un valor maximo que decae lentamente hasta aproximadamente los 8
minutos y alli se observa un aumento exponencial de la velocidad de
despolimerizacién. El progreso de la hidrélisis de GTP presenta dos fases, una
rapida que coincide con la presencia de los polimeros y una mas lenta (con una
pendiente de 11 nmoles ml" min™), que se inicia aproximadamente cuando se
ha alcanzado un 80 % de la despolimerizacién y perdura ain cuando la
dispersion de luz a llegado a cero. Este resultado es consistente con la
induccion de la actividad GTPasica por la interaccion longitudinal de EcFisZ en
los polimeros (primera fase) e indica que la proteina despolimerizada atn
presenta actividad GTPasica en presencia de GDP.

En la figura 18 B se observa que al inducir con GTP la polimerizacion de la
mutante EcFisZ Q47N a una conceniracion de 10 pM, la velocidad de
polimerizacion es menor que la de la tipo silvestre y se produce una drastica
disminucion del maximo de la dispersion de luz, que alcanza alrededor de un 10
% respecto a la proteina silvestre. Se observa un periodo de latencia de la

polimerizacién y no hay despolimerizacion hasta los 60 minutos de registro. La

‘
r
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hidrolisis de GTP también presenta un periodo de latencia que coincide con el
anterior y la velocidad disminuye considerablemente respecto a la proteina
silvestre.

En la figura 18 C se observa que el periodo de latencia desaparece, la
velocidad de polimerizacién es mayor que el de la mutante Q47N y que la
polimerizacién es un poco mas baja para la mutante EcFisZ D212G a una
concentracion de 25 uM. La cantidad de GTP hidrolizado en 60 minutos es
similar a EcFtsZ Q47N.

Los resultados en su conjunto pueden ser interpretados de la siguiente forma:
La polimerizacién de EcFtsZ induce la actividad GTPasica. La mutacion Q47N
sblo presenta actividad GTPésica en su estado polimerizado y se afecta la
cinética de polimerizacion y la actividad GTPasica. La mutacion D212G afecta
principalmente a la polimerizacion, y como la actividad GTPasica se encuentra

asociada, esta presenta una conducta cinética similar a la silvestre, pero de

extension mucho menor.
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Figura 17. Efecto de Ia concentracion de GTP sobre la velocidad de
hidrolisis de EcFisZ, EcFtsZ Q47N y EcFtsZ D212G. Se determiné la
velocidad de hidrélisis de GTP como se describe en Métodos. EcFtsZ 12, 5
uM (A), EcFtsZ Q47N 25 uM (B) y EcFtsZ D212G 25 uM (C).
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Figura 18. Curva de progreso la hidrélisis de GTP y polimerizacién
de EcFtsZ, EcFtsZ Q47N y EcFtsZ D212G. Se midié en forma
paralela, la polimerizacién de EcFtsZ y las mutantes, a través, de
dispersién de luz y la hidrélisis de GTP. La flecha indica el momento
cuando se agregé GTP a una concentracién final de 1 mM. Se
muestra EcFisZ 12,5 uM en {(A), EcFtsZ Q47N 10 uM en (B), EcFtsZ
D212G 25 uM en (C).




90

Viabilidad de células que portan los alelos EcFisZ Q47N y EcFtsZ D212G
La funcionalidad de EcFisZ silvestre y las mutantes EcFtsZ Q47N y EcFisZ
D212G se caracterizé por la viabilidad de la células carentes de EcFisZ y
complementadas con EcFtsZ silvestre y las mutantes. Para expresar
exclusivamente el gen mutante de ftsZ, se construyd la cepa huésped E. coli
VIP2(DE3), a partir de la cepa E. coli VIP.

El resultado de este experimento se muestra en la figura 19. Se determinaron
las ufc/ml a 30 °C que representa el nimero de unidades formadoras de
colonias en la condicidn permisiva y se compard con las ufc/ml que crecieron a
42°C, que representa el nimero de formadoras de colonias en la condicion
restrictiva.

El control positivo del experimento fue la cepa E. coli VIP2 (DE3) pMFV57-ftsZ,
las ufe/ml a 30° C fueron (1,02 % 0,2) 108. Las ufc/ml a 42° C fue (1,13 £ 0,3)
107, El 11,1 % de las células sobrevivié a temperatura restrictiva. El control
negativo del experimento fue la cepa E coli VIP2(DE3), las ufc/ml a 30° C fueron
(4,5 + 0,6) 108 y las ufc/ml a 42° C fueron (3,7 + 0,5) 104. El 0.008 % de las
células sobrevivio a la temperatura restrictiva.

En la cepa E. coli VIP2(DE3) pMFV57-ftsZ Q47N, las ufc/ml a 30° C fueron (1,3
+ 0,3) 108 y las ufc/m! a 42° C fueron (1,13 + 0,2) 107. EI 7,5 % de ias células de

esta cepa sobrevivieron a la temperatura restrictiva, el valor esta dentro del

rango observado para el gen tipo silvesire. Esta mutante fue viable, cuando la
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proteina mutante FisZ Q47N se expresd. La cepa E. cofi VIP2 (DE3) pMFV57-
ftsZ D212G, las ufc/ml a 30° C fueron (1,6 + 0,2) 108, las ufe/ml a 42° C fueron
(2,9 £ 0,6) 108, El 1,8 % de las células sobrevivio. El valor de sobrevida para
esta cepa, a temperatura restrictiva, fue casi un orden de magnitud menor que
el control positivo. Esto indica que esta mutante no es completamente funcional,
cuando

se expresa a la temperatura restrictiva. La figura 19 muestra los resultados de

sobrevida para la EcFtsZ, EcFtsZ Q47N y EcFtsZ D212G a 30°C y 42° C.
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Figura 19. Funcionalidad in vivo de EcFtsZ, EcFtsZ Q47N y
EcFitsZ D212G. La cepa VIP(DE3) construida en nuestro
laboratorio se crecié en LB a 30 °C hasta una O.D 600 nm de
0,6. Se plaguearon diluciones seriadas de 10" a 10® en una
placa agar LB, que se incubd a 42 °C, esta corresponde al
control negativo (C-). La cepa VIP(DE3) fue transformada con
pMFV57-ftsZ, se crecié en LB a 30° C, hasta una 0.D. 600 nm
de 0,8, se realizaron diluciones seriadas de 10 a 10® en una
placa agar LB, que se incubd a 42° C, este fue el control
positivo (C+). La cepa VIP(DE3) fue transformada con pMFV57-
ftsZD212G y pMFV57-ftsZD212G , se crecié en LB a 30° C,
hasta una O.D. 600 nm de 0,8, se realizaron diluciones seriadas
de 10" a 10%n una placa de agar LB, que se incub6 42 °C. A
partir de la diluciones seriadas se determiné el numero de
colonias que sobrevive a la temperatura restrictiva de pLARS
(42°C) .
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Caracterizacion de la unién de DAP] a EcFtsZ

La sonda DAPI ha sido muy util en el estudic funcional y estructural en of-
tubulina (Ortiz y col., 1993). En este trabajo de tesis se demostré que la sonda
se uni6 a la EcFisZ, por esto se puede utilizar como una sonda para
caracterizar la estructura terciaria de las mutantes de EcFisZ utilizadas en este
trabajo, respecto a la EcFtsZ tipo silvestre.

La union de DAP] a EcFisZ se determind por espectroscopia de fluorescencia.
La figura 20 muestra los espectros de emision de fiuorescencia de DAPI, en
ausencia (A) y presencia de EcFisZ (B). Se observa un aumenio en la
intensidad de la fluorescencia y un corrimiento del maximo al azul de
aproximadamente 6 nm al triangular los espectros, en el espectro de DAPI en
presencia de la proteina. La mayor intensidad en la fluorescencia se debe al
aumento en el rendimiento cuantico de DAPI unido a la EcFisZ, pues las
interacciones de la sonda con el solvente se reducen y al excitarse pierde
menos energia en choques con el agua, y presenta una mayor intensidad de
fluorescencia, cuando esta acomplejada con la proteina. El corrimiento hacia el
azul se debe a que la sonda en la proteina se encuentra en un ambiente mas

hidréfobo.

Determinacion de la constante de disociacion del complejo DAPI-EcFtsZ
Para la determinacion de la constante de disociacion de DAPI al mondmero de

EcFisZ, se utilizd espectroscopia de fluorescencia con [uz polarizada, se
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determind el aumento de la anisotropia de la sonda en presencia de
concentraciones crecientes de proteina (figura 21). A partir de los valores de
anisotropia de la sonda en presencia de las distintas concentraciones de
EcFtsZ, se determinaron las concentraciones de DAPI libre y unido a la
proteina. Con estos valores se construy6 una isoterma de union (ver Metodos),
se hizé un ajuste no lineal de la isoterma, el cual dio como resultado una
constante de disociacion estandar K% para el complejo DAPI-EcFtsZ de (1,6t
0,2)x107° y un solo sitio de unién. El valor corresponde a un promedio de ires

experimentos con su desviacion estandar.

Efecto del DAPI sobre la cinética de polimerizacién y despolimerizacion de
EcFtsZ.

La sonda fluorescente DAP! se une a la proteina EcFitsZ, en su forma
polimerizada, como en la forma no polimerizada, con una K% de 1,6 x 10°®. La
figura 22 muestra que a concentraciones de DAPI mayores a K%, no se afecta
la extension de la polimerizacion, pero hay un efecto sobre la estabilidad de los
polimeros y la velocidad de despolimerizacion muestra una muy leve
disminucion. La extensién de la estabilidad de los polimeros se puede explicar

por una inhibicién de la velocidad de hidrélisis de GTP.
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Inhibicién de la actividad GTPasica de EcFtsZ por DAPI.

Para evaluar el tipo de inhibicion de DAP! sobre la actividad GTPasica de
EcFisZ, se determiné la velocidad inicial de hidrolisis a diferentes
concentraciones de DAPI. La figura 23 A muestra que al aumentar la
concentracion de DAPI hay una disminucién de las velocidades maximas. La
figura 23 B muestra el gafico de Dixon y la figura 23 C el grafico de Cornish-
Bowden (Cornish-Bowden, 1995). Ambos gréaficos en su conjunto muestran que
el comportamiento de la inhibicién es de tipo incompetitivo. El valor de la
concentracién de DAPI en el punto de interseccion del grafico de Cornish-

Bowden, que equivale a Ki, fue de (4,4+0,5) x 10° M.
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Figura 20. Espectros de emision de fluorescencia del DAPI en ausencia
y presencia de EcFtsZ. Se registrd la emisién de fluorescencia entre 360 a
600 nm, con un ancho de banda de emision y excitacion de & nm a una
longitud de onda de excitacién de 350 nm y una concentracién de DAPI de 5
UM para el espectro A. El espectro B se registro a una concentracion de
EcFtsZ de 12,5 uM mas DAPI 5 pM.
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Figura 21. Determinacion de la constante de disociacion del DAPI y
EcFtsZ. Se determind la anisotropia de DAPI 1 pM en presencia de
concentraciones crecientes de EcFisZ. El medio de incubacion se describe
en Métodos.
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Figura 22. Efecto del DAPI sobre la polimerizacion de EcFtsZ. La
EcFisZ fue incubada en MES 50 mM pH 6,5, KCI 50 mM, MgCI2 10 mM a
conceniraciones crecientes de DAPI, a 30 °C. La linea base se registrd por
60 s. La polimerizacion se indujo con GTP 0,4 mM. Las concentraciones
de DAPI fueron 0, 10,30, 50, 75 yM para las curvas 1, 2, 3, 4 y 5,
respectivamente.
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Figura 23. Inhibicion de la hidrdlisis de GTP de EcFtsZ por DAPI.
Curvas de saturacion de GTP a distintas concentraciones de DAPI se
muestran en A, el medio de incubacion se describe en Métodos. La
concentracion de EcFisZ en todas las curvas fue 12,5 uM, las
concentraciones de DAPI fueron 0 uM (@), 25 pM (A), 50 pM (=), 75
MM (@), Para dilucidar el tipo de inhibicidn, se graficaron las
representaciones de Dixon (B) y Cornish-Bowden (C).
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Localizacién del sitio de union de DAPI en EcFtsZ por “Docking

Molecular”

Para localizar el sitio de union a DAPI en la EcFisZ se construyd un modelo de
la estructura tridimensional de EcFisZ con e! programa Modeller 6.0 (Fiser y
Sali, 2003; Sali y Blundell, 1993) a partir la la estructura tridimensional de
MjFtsZ, vy se utilizd el archivo 1FSZ.pdb, esta estructura se resolvié a una
resolucién de 2,8 A (Lowe, 1998; Lowe y Amos, 1998). Con el programa
Autodock 3.05 se localizaron los sitios en la estructura tridimensional del
modelo, como se muestra en la figura 24,

Los modelos tridimensionales de las mutantes EcFisZ F135W y EcFisZ [294W
se obtuvieron por homologia estructural con MjFtsZ de M. jannashii con el
programa Modeller. La estructura tridimensional de estos modelos se
superpusieron con la estructura modelada de la EcFtsZ tipo silvestre para
comprobar que las mutaciones no presentaban un mayor efecto estructural. Los
resultados mostraron que todas eran practicamente idénticas. Los resultados
mostraron la presencia de 4 probables sitios de unién de DAPI que se muestran

en la figura 24,

Calculos de las distancias entre el triptéfano de las mutantes EcFtsZ
1294W y F135W y el sitio de union de DAPI

Para confirmar en forma experimental la localizacién del sitio de unién de DAPI
en EcFtsZ se aprovechd que Rodrigo Diaz (Dfaz, 2005) construyé dos

mutantes, donde se reemplazd un residuo aromatico por un triptéfano, en la
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regién amino terminal, que se denominé EcFisZ F135W ( Figura 25 A). La ofra
mutante contenia el triptéfano en la regién carboxilo terminal y se denomind
EcFtsZ 1294W (Figura 25 B) (Diaz, 2005). Para la localizacion del sitio se
determinaron las distancias entre los triptéfanos de las mutantes y DAPI, pues
el triptéfano y DAPI constituyen un buen par dador-aceptor para la transferencia
de energia de fluorescencia en resonancia (FRET) (Lakowitcz, 1999).

Se consideré importante comprobar que las mutaciones no afectaran el sitio de
union de DAPI. Con este fin se tituld la sonda DAPI con cada una de las
mutantes, como se hizo para la EcFisZ silvestre (las curvas de titulacion se
muestran en la figura 26). Con los valores de anisotropia, se calculd la fraccién
unida de DAPI para cada una de las mutantes y con estos valores se
construyeron isotermas de union, las cuales se ajustaron a un sitio de union. Se
comprobd que en ambas mutantes la afinidad por la sonda no se alterd
significativamente, pues las constantes de disociacion estandar de DAPI unido
a EcFtsZ F135W vy a EcFtsZ [294W fueron de 5,3 x 10° y 9,2 x 10%,
respectivamente.

la transferencia de energfa de fluorescencia se puede medir por el
apagamiento del dador cuando transfiere energia al aceptor o por la emisién del
aceptor cuando se excita por el dador. En este caso no es posible medir {a
emision del aceptor, pues DAPI absorbe a 340 nm y presenta su emision
caracteristica con un maximo a 450 nm. Por esto, se midié el apagamiento a
340 nm donde esta el maximo de emision de triptéfano (dador) y hay una buena

absorcién de DAPI (aceptor). Los espectros de los pares dador EcFisZ [294W y
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EcFtsZ F135W y DAPI se muestran en la figura 27 A y B, respectivamente. En

las figuras se observa que hay un muy buen solapamiento entre los espectros

de emision de los triptéfanos de las mutantes y el DAPI.
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Figura 24. Esquema de cinta del modelo de la estructura
tridimensional de la molécula de EcFtsZ. Se muestra el modelo de la
estructura tridimensional de EcFtsZ, en formato CPK. Se observan las
moléculas de DAPI, en los 4 sitios mas probables, encontrados con el

programa Autodock 3.05.
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Figura 25. Modelo de la estructura tridimensional de las mutantes Ec
FtsZ F135W y EcFtsZ 1294W. Los modelos de la estructura tridimensional se
obtuvieron utilizando el programa MODELLER vy se utiliz6 como templado la
estructura de FtsZ de M. jannaschii. Los modelos se evaluaron a través de los
programas Prosa y Verify 3D. En formato CPK se muestran los triptéfanos. En

A EcFtsZ F135W y en B EcFtsZ 1294W.
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Figura 26. Determinacién de constantes de disociacién de los
complejos de DAPI con EcFtsZ F135W y EcFtsZ 1294W. Se
determind la anisotropia de DAPI 1 pm en presencia de
concentraciones crecientes de EcFisZ F135W (0O) y EcFtsZ 1294W
(®). El medio de incubacion contenia Tris 50 mM pH 7,5, la
temperatura de incubacién fue 25 °C.
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Figura 27. Determinacion de la constante de recubrimiento J(1)
del DAPI con los triptéfanos de las mutantes EcFtsZ 135W y
EcFtsZ 294W. Se observa el solapamiento de areas en sombreado

del espectro de fluorescencia del triptéfano de EcFtsZ F135W (—) y
el espectro de absorcion de DAPI 1uM (—) en A. El espectro de
emision de fluorescencia del triptéfano de EcFtsZ 1294W (—) y el
espectro de absorbancia de DAPI 1uM (—), en B.
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Determinacién de R, y eficiencia de la transferencia

El valor de Rg se calculd por medio de la ecuacién 2 ( ver Métodos). El valor de
R, para la mutante EcFtsZ F135W fue 28 A y para la mutante EcFtsZ 1294W fue
29 A. Los valores se resumen en la Tabla 5.

La eficiencia de la transferencia de energia se calculd fitulando con
concentraciones crecientes de DAPI, por separado, cada una de las mutantes
en amortiguador Tris—HCI 50 mM pH 7,5. Se tomaron los espectros de emision
de fluorescencia para determinar el apagamiento de la emision de los
triptéfanos de cada mutante cuando la concentracién de DAPI se aumentd. Los
resultados se muestran en la figura 28 y se observa una disminucion de la
intensidad de fluorescencia al aumentar la concentracién de DAPI. El valor de

eficiencia de transferencia para la mutante EcFtsZ F135W fue de 0,39 + 03y

para la mutante EcFtsZ 1294W fue de 0,79 £ 0,05 (Tabla 4).

Tabla 4. Valores experimentales de los parametros de FRET para
determinar la distancia entre DAPI y los triptéfanos de EcFtsZ F135W
y EcFtsZ [294W.

Parametro EcFisZ F135W EcFtsZ 1294W
J() (2,3:0,2)x 10 ¥ M'em® (2,3£0,2)x 107" M cm®
Qo 0,158 £ 0,02 0,189 £ 0.02
E 0,39 £ 0,03 0,79 £ 0,05
Ro 28 + 3A 29+ 3A

J{A) Constante de sclapamiento, Qp Rendimiento Cuantico, E Eficiencia de transferencia.
Se muestran los promedios de tres medidas independlentes con su desviacién estindar,
respectiva.
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Figura 28. Espectros de emision fluorescencia de triptéfano de las
mutantes EcFtsZ F135W y EcFtsZ [294W en presencia de DAPI. Se
midieron lo espectros de fluorescencia del triptéfano para cada una de
las mutantes a distintas concentraciones de DAPI. En A Ec FisZ 1294W,
En B EcFisZ F135W. El amortiguador fue Tris 50 mM, pH 75 v la
temperatura fue de 25 °C.
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Se calcularon las distancias entre DAPI y los triptéfanos de las mutantes las
cuales resultaron ser 31 + 3 A para la distancia entre el triptéfano y el sitio de
union de DAPI en la mutante EcFtsZ F135W y de 25 + 3 A para la distancia
entre el friptéfano y el sitio de union de DAP! en la mutante EcFtsZ [284W.
Estos valores se muesiran en la Tabla 5. Las valores obtenidos corresponden a
las distancias entre los centros de masa del grupo indol del friptéfano y DAPI.

A partir de la superposicion estructural del modelo de la esiructura
tridimensional de EcFtsZ con cuatro sitios de DAPI, obtenida por “docking”
molecular, con la estructura tridimensional del modelo de EcFisZ F135W y de
EcFtsZ 1294W, se calcularon los pares de distancia desde los centros de masa
de W135 \W294 y hasta el DAPI localizado en los sitios de unién. Esta
superposicion generé los pares de distancias que se muestran en la Tabla 5.
Estos pares de distancias se compararon con las dos distancias encontradas
por transferencia de energia (FRET), las cuales también se muestran en la
Tabla 5 y se encontrd que la triangulacidén de las distancias determinadas
experimentalmente calzaron mejor con las del sitio numero 3 (Figura 24)
obtenido por “docking” molecular (Tabla 5).

La regién de este sitio en FtsZ coincide con la encontrada en el heterodimero
af-tubulina, que se determiné por (Arbildua y col., 2005) “Docking” Molecular y
por FRET . En la figura 29 se muesira en detalle la superficie del sitio 3 de
EcFisZ. Se observa que esta conformado por un surco relativamente

hidrofébico y en sus exiremos existen residuos con carga negativa que
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coinciden con las propiedades fisicoquimicas de DAPI que posee dos cargas
positivas en sus extremos y la regién central hidrofébica, interaccionaria mejor

con el anillo aromatico y el indol del ligando.

Tabla 5. Distancia de los 4 probables sitios para DAPI y los triptéfanos en las
mutantes EcFtsZ F135W y EcFtsZ 1294W determinados por Autodock 3.05 y
distancias experimentales determinadas por FRET entre el triptofano y el sitio de
union de DAPI en estas mutantes.

Sitlo EcFtsZ F135W, A° EcFtsZ 1294W, A°
! 31 14
2 20 29
3 26 29
4 20 17
FRET 31+ 3* 25 & 3*

* Indica la mejor coincidencia de las distancias determinadas por el programa de
computacion Autodock 3.05 y las determinadas experimentalmente por FRET. Los
valores representan el promedio de tres experimentos de FRET independientes y su
desviacién estindar. Las otras distancias no tienen valores de desviacion estindar,
porque son distancias calculadas utilizando el programa SwissProt PDB Viewer entre el
centro del DAPI y el anillo indol del triptéfano.
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Figura 29. Modelo del sitio de unién de DAPI en EcFtsZ. La estructura
tridimensional se modelé con el programa MODELLER, se utiliz6 como
modelo estructural la MjFtsZ, resuelta por difraccién de rayos X. La
localizacion del sitio de DAPI se hizo a partir de los resultados de “Docking
Molecular” y FRET.
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determiné también Ia localizacidn del sitio de unién en la superficie accesible al
solvente de la proteina, mediante “docking” molecular y estudios de FRET,

entre triptéfano y DAPI.

Actividad GTPasica de af-tubulina, ap-tubulina Ca®" y ap-tubulina S y
EcFisZ

El heterodimero de op-tubulina presenta actividad GTPasica, la cual es
estimulada cuando polimeriza (Erickson y O'Brien, 1992). En af-tubulina la
velocidad de hidrolisis de los heterodimeros no polimerizados es muy baja, la
que se incrementa cuando se produce la polimerizacién, el valor de kea para el
heterodimero es 0,054 min™! (David-Pfeuty y col., 1979), el valor en microtibulos
es 12 a 21 min™' (Melki y col., 1996). En este trabajo de tesis se confirmé que
op-tubulina tiene una keat de 0,06 min™'. Esto se puede deber a que en el medio
en que se midi6 la actividad GTPasica no induce la polimerizacion, pues no se
observé incremento en la dispersion de luz a 90° cuando se agregé GTP (datos
no mostrados), entonces este valor de ke para la actividad GTPasica medida,
corresponderia a la actividad intrinseca del heterodimero af-tubulina.

En este trabajo de tesis se confirmd que el cation divalente Ca® induce Ia
actividad GTPasica de la of-tubulina (Soto y col., 1996). Esta induccion no
estaria asociada a la polimerizacion, pues en las condiciones usadas no se
observé aumento de la dispersion de luz cuando se agregé el GTP (datos no

mostrados), se sabe que el Ca®* inhibe la polimerizacién de op-tubulina e
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Discusién
En este trabajo de tesis se estudiaron algunos aspectos del mecanismo y
regulacion de la actividad GTPasica intrinseca de EcFtsZ y af-tubulina. El
propésito fue establecer algunas bases moleculares de la hidrdlisis de GTP
para estas proteinas. La presentacion de resultados se dividié en tres partes.
Primero, se caracterizo la actividad GTPasica de af-tubulina, af-tubulina y off-
tubulina S. y EcFisZ. Se estudiaron estas proteinas por que conforman una
nueva familia de GTPasas, y se desconoce las bases moleculares de la
hidrélisis del nucledtido. Se determind la presencia de actividad GTPasica
intriseca, es decir hidrélisis del nucledtido en ausencia de interacciones
proteina-proteina entre ap-tubulina y EcFtsZ. Segundo, a partir de las
estructuras de offi-tubulina y FtsZ se construyd un modelo de un dimero de
EcFtsZ, con el cual se analizaron los residuos cercanos a los fosfatos, con el fin
de determinar cuales podrian estar participando en el mecanismo molecular de
la hidrdlisis. Se generaron las mutantes EcFtsZ Q47N y EcFtsZ D212G, estas
proteinas se analizaron in vivo e in vifro, con el propdsito de determinar a nivel
molecular la participacion de estos residuos mutados en la hidrélisis de GTP.
Tercero, se estudié el efecto que tenfa la unién de DAPI a EcFtsZ. Se usd esta
sonda para evaluar la integridad de la estructura tridimensional de las mutantes
respecto a EcFtsZ tipo silvesire, por medio de los parametros de union de la
sonda. Se observd que esta sonda unida a EcFtsZ estabilizaba los filamentos

inducidos por GTP, a través de una inhibicion de la hidrolisis del nucledtido. Se
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inducen una rapida despolimerizacion de los microtibulos previamente
formados y hay una induccidon de anillos (Solomon, 1977; Weisenberg y
Timasheff, 1970). E! Ca** aumenta la hidrélisis del nucledtido y produciria un
cambio conformacional hacia una forma curva (fubulina-GDP) que impide la
formacion de microtdbulos. La colchicina, una droga antimitética, produce
efectos similares en la ap-tubulina (Correia, 1991; Perez-Ramirez y col., 1994),
y GTP induce una débil formacion de polimeros, en presencia de Mg®" a una
concentracion de 4 mM. Cabe hacer notar que el medio en que midié la
actividad GTPasica en este trabajo contenia 0,5 mM de este ion.

Esta evidencia experimental no es suficiente para concluir que el heterodimero
de ap-tubulina en solucion es el responsable de la actividad GTPasica basal.

El DAPI se une a la op-tubulina y of-tubulina S, en el mismo sitio y con una
afinidad similar, pero las propiedades espectrales de la sonda son distintas.
Cuando se agregaron los péptidos C-terminales a af-tubulina S, se produjo una
reasociacion entre af-tubulina S y los péptidos, que aumentd la intensidad de
emisién de fluorescencia de la sonda. Los péptidos C-terminales no se unen
directamente al sitio del DAPI, de alli que las diferencias espectrales
observadas serian provocadas por cambios conformacionales en la ap-tubulina
(Ortiz y col., 1993). Estos cambios conformacionales se observan cuando se
agrega Ca®* o se remueven los C-terminales con subtilisina, (Mukhopadhyay y
col., 1990; Perez-Ramirez y col., 1994; Soto y col., 1996). Los cambios

conformacionales inducidos por la remocion de los péptidos C-terminales,
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provocan que la af-tubulina S polimerice con una concentracion critica mucho
menor a la de of-tubulina (Bhattacharyya y col., 1985; Knipling y col., 1999).
Entonces, como ya se menciond, con toda esta informacion no queda claro si la
actividad GTPasica en presencia de inhibidores de la polimerizacion de
microtUbulos es debida a la presencia sélo de heterodimeros, pues se producen
polimeros diferentes a los microtlibulos, que pueden inducir la actividad
GTPasica. Por esta razon se inmovilizé la of-tubulina a una matriz sélida affi-
gel y'se demostro que aln persistia la actividad GTPasica.

La actividad GTPasica de EcFisZ, como se muestra en la figura 17 A, es mucho
mayor que la que presenta af-tubulina, esta diferencia puede explicarse porque
el amortiguador experimental que se utilizé para medir la actividad GTPasica de
EcFtsZ induce la polimerizacion, pues siempre se observé un incremento en la
dispersion de luz inmediatamente después que se agregd GTP, a diferencia de
la determinada para of-tubulina. Otra consideracién importante es que el GTP
es capaz de intercambiarse por GDP en los polimeros formados por EcFtsZ
(Mingorance y col., 2001), a diferencia de la af-tubulina en microtibulos, que
no es capaz de intercambiar el nucleétido, donde s6lo se hidroliza en el extremo
de crecimiento del microtibulo (extremo mas) (Nogales y col., 1999). Para
probar la existencia de una actividad GTPasica libre de interaccion proteina-
proteina, se inmovilizé también esta proteina a una matriz affi-gel, la proteina

inmovilizada presento actividad GTPasica.




116

La op-tubulina inmovilizada tiene una actividad GTPasica especifica de 0,4
nmoles de GDP liberados mi ~'min' mg '. La EcFtsZ inmovilizada tiene una
actividad GTPasica especifica de 15 nmoles GDP liberados ml ~'min™ mg ™,
este valor es menor al obtenido para esta proteina libre en solucién (50 nmoles
GDP liberados ml ~'min™" mg ™), la diferencia estaria dada por las interacciones
proteina-proteina que ocurren cuando la EcFisZ polimeriza, y estimula la
hidrolisis, pues la actividad GTPasica de esta proteina se mididé en condiciones
polimerizantes (ver Figura 18 A) .

Entonces con este trabajo de tesis podemos afirmar que la op-tubulina y EcFtsZ
tiene una actividad GTPasica intrinseca, en ausencia de interacciéon proteina-
proteina y la hidrélisis del GTP es estimulada cuando se produce la interaccion

proteina-proteina en la polimerizacion inducida por el nucleétido.

Andlisis de las mutantes EcFtsZ Q47N y EcFtsZ D212G

El analisis molecular de la hidrélisis de GTP s6lo puede ser hecho en FisZ,
pues hasta el momento no ha sido posible obtener tubulina recombinante
funcional in vifro. No obstante en el laboratorio se ha determinado en oocitos de
pez cebra que la af-tubulina recombinante puede ser replegada (César Diaz
resultados no publicados). La actividad GTPasica de EcFisZ puede ser
analizada a nivel molecular, pues en esta proteina se pueden introducir
mutaciones y determinar su actividad tanto in vifro como in vivo. La estructura

de EcFtsZ no ha sido determinada, por esto se construyé un modelo de Ila
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estructura tridimensional de EcFisZ-GDP, y con este modelo se construy6 un
dimero de EcFtsZ debido a que la interaccién proteina-proteina estimula la
hidrdlisis de GTP. A partir de este modelo se determind que residuos de
aminoacidos, cerca del fosfato beta del GDP, podrian participar en la hidrélisis
del nucleétido.

La af-tubulina y FtsZ tienen entre un 8 y 11 % de identidad de secuencia
(Sontag y col., 2005). Se sabe bien que la similitud entre estructuras de
proteinas homoélogas esta mas conservada que la similitud de secuencia.

La estructura tridimensional del modelo de EcFisZ fue evaluado utilizando el
programa Prosa [l y Verify 3D. El modelo cumplié con los requisitos de Prosa I,
aunque Verfy -3D mostré tres regiones del modelo con bajo puntaje 3D-1D,
entre 0 y 0,1, que corresponden a las regiones alrededor de los residuos 50,
135 y 160 (ver Figura 10). Estas posiciones no se encuentran conservadas en
el alineamiento y en el modelo corresponden a regiones expuestas al solvente.
Las zonas con puntaje superior a 0,1 corresponden a regiones conservadas,
ubicadas en el interior de la proteina y en el sitio de unidén a GTP. Entonces
podemos afirmar que el modelo, generado en este trabajo de tesis, para la
estructura tridimensional de EcFisZ es adecuado. Esto se confirmé cuando se
compardé la estructura tridimensional del modele con la estructura
tridimensional de EcFtsZ de mésdfilos que fueron resueltas por difraccion de
rayos X, la superposicién estructural del modelo con la estructura de EcFisZ de

Pseudomona aureginosa (Cordell y col., 2003) mostré un rms de 1,2 Ay para
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la EcFtsZ de Microbacterium tuberculosis (Leung y col., 2000)e! rms fue de 1,4
A. Estos resultados nos permiten afirmar que el modelo de la estructura
tridimensional de EcFtsZ-GDP generado a partir de ia estructura del termoéfilo
Methanococcus jannaschii es correcto.

Determinacién del mecanismo e induccion de la hidrélisis de GTP en
EcFisZ

Los pardmetros cinéticos mostrados en la Tabla 3 indican que las mutaciones
de los residuos EcFisZ Q47N y EcFisZ D212G afectan las propiedades
cataliticas de EcFtsZ. El residuo Q47 esta cercano al fosfaio beta del GDP, en
el sitio de unién del nucledtido en EcFtsZ, y es conservado en las FtsZ (ver
figura 11 Ay B). En las GTPBP (GTP binding Protein) como la Cdc42 existe una
glutamina que une una molécula de agua a través de un puente hidrégeno, esta
molécua de agua es la que realiza el ataque nucleofilico sobre el fosfato gama
de GTP, en el sitio activo de estas proteinas. La mutacién de esta glutamina
inactiva ia hidrélisis del nucleétido (Abdul-Manan y col., 1999). Existe una
glutamina conservada en las FisZ, que se encuentra muy cercana al fosfato
beta del GDP, ver figura 11 B, que indicaria que este residuo es escencial para
la actividad hidrlitica de GTP, por esto, para probar esta hipotesis se muté este
residuo.

Una glutamina en posicion similar se encuentra en la estructura de af-tubulina,
la cual esta conservada en las o, B, vy 3 tubulinas, como también en la BtubA y

BtubB (Erickson, 1995; Sontag y col., 2005).
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La EcFisZ Q47N presenté una Ky para GTP de 97,15 pM, valor que fue casi
tres veces mayor que el de la proteina silvestre. Como se explicé en resultados,
la Kn en este caso, se asemeja a la constante de disociacion del nucledtido, por
esto podemos afirmar que la mutante perdié afinidad por su sustrato. La ke de
EcFtsZ Q47N fue 0,12 min™, 1/16 del valor de EcFtsZ tipo silvestre (2 min™"), de
alli que la velocidad de hidrélisis se afectd mas que la union del sustrato, este
residuo es mas importante para el mecanismo catalitico, que para la union del
sustrato. Esta mutante no presenta actividad GTPasica medible, en ausencia
de polimerizacion, por lo que la actividad GTPasica intrinseca se pierde. Las
propiedades cataliticas de Ia hidrélisis se recuperan sélo cuando se produce la
interaccion proteina-proteina en la polimerizacién de esta mutante (ver Figura
18 B). Estos resuliados indicarian que la presencia de este residuo no es
escencial para la actividad GTPasica inducida por la polimerizacién. Mas aln
indican que éste seria responsable de una actividad basal de la proteina no
polimerizada, que hemos llamado actividad GTPasica intrinseca.

Los formacion de polimeros de EcFtsZ tipo silvestre es inducida por GTP, esta
proteina sufre un cambio conformacional que permite su polimerizacion, este
ocurre muy rapidamente, los polimeros son capaces de hidrolizar el GTP y
cuando este disminuye su concentracion, y predomina la forma GDP, los
polimeros se despolimerizan. (Romberg y col, 2001). El esquema de
polimerizacién inducida por GTP para esta proteina se muestra en la figura 30

A
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Los polimeros de EcFtsZ Q47N inducidos por GTP presentaron una morfologia
similar a los observados para la EcFisZ silvestre (microscopia electrénica no
mostrada), que se confirmd con los graficos de concentracién critica, pues
presentan pendientes similares (ver Figura 16). La cinética de polimerizacion
fue mas lenta para la mutante respecto a la silvestre, probablemente debido a
que la etapa de nucleacién fue mas lenta. Un comportamiento tipico cuando hay
nucleacion muestra que el periodo de latencia es inversamente proporcional a
las concentraciones iniciales de proteina. Este es el caso para EcFitsZ Q47N,
pues a concentraciones mayores de 25 UM el periodo de latencia practicamente
desaparece (Ver figura 15 B). Un modelo que explicarfa Ia polimerizacion
inducida por GTP de esta mutante requiere de dos conformaciones para
EcFisZ-GTP, una capaz de polimerizar, y ofra que no polimeriza. Asi, al
aumentar la concentracién de proteina mas polimeros se forman, y el equilibrio
se desvia hacia la conformacién capaz de polimerizar. Esta etapa podria ser la
limitante o la etapa mas lenta. El esquema de polimerizacion inducida por GTP
para esta mutante se muestra en la figura 30 B.

Otro parametro que se analizd para esta mutante fue la concentracion critica C;,
que es la minima concentracion por sobre la cual se producen polimeros, el
valor para esta mutante fue de 10 uM, cinco veces mas alta que la C; de la tipo
silvestre.

El estudio de viabilidad de celulas que portan el alelo EcFtsZ Q47N mostrd que
la sobrevida de células, que sblo expresan esta mutante a la temperatura

restrictiva de 42° C, fue similar a [a observada para la EcFisZ tipo silvestre, sin
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embargo la actividad GTPasica de EcFtsZ Q47N es baja (1/16 respecto a la tipo
silvestre), al parecer la caracteristica mas importante de esta mutante es que
forma polimeros, esta condicién bastaria para que la EcFtsZ Q47N sea
funcional in vivo. Ademas se observa que la dindmica in vivo de la EcFisZ no se
explicaria por la capacidad de hidrolizar GTP de EcFisZ tipo silvestre, pues
existirian otros factores que participarian en la contriccion del anillo Z. El tiempo
de vida media de una E. coli es de 20 min aproximadamente, el anillo Z se
forma inmediatamente la célula se divide (Margolin, 1998), quedan alrededor de
17 minutos para que ocurra el reclutamiento de los otros factores necesarios
para que se produzca la contriccion del anillo, y se complete el ciclo de division
bacteriana. Durante todo este tiempo €l anillo debe permanecer estable, ya sea
hidrolizando el GTP activamente (EcFisZ tipo silvestre) o pobremente (EcFisZ
Q47N}), lo que no impide la division celular.

La mutacion D212G en EcFisZ afectd las propiedades cinéticas de hidrélisis de
GTP. El residuo D212 se encuentra en el lazo T7 en la estructura de EcFisZ,
este lazo se ubica en la interfase entre dos monémero de EcFtsZ cuando se
produce la polimerizacién (Nogales, 2000). Si se observa la figura 12 B, este
residuo esta a 5 A del fosfato gama del otro mondémero de EcFisZ, producto de
la interaccidn longitudinal de EcFtsZ, cuando se produce la polimerizacién

inducida por GTP.
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En la By v, tubulina, en la BtubA y BtubB es residuo ha sido reemplazdo por un
acido glutamico (Erickson, 2000; Glockner y col., 2003; Margolin, 2000; She y
col., 2001; Vaughan y col., 2004).

E! analisis cinético de la mutante EcFtsZ D212G in vifro mostré un valor para Ky,
de 430 uM, valor aproximadamente 12 veces mayor que el de EcFisZ tipo
silvestre. Igual que para la mutante EcFtsZ Q47N, en estec caso la Ky asemeja
a la Ky del GTP, y por o tanto la unidn del sustrato estarfa disminuida. Un
modelo que explicaria este comportamiento para la EcFtsZ D212G es la
produccion de agregados inducidos por GTP, que presentan una muy baja
dispersion de luz (ver Figura 15 C) , y que impedirian el intercambio de GDP por
GTP. La presencia de agregados amorios, pequefios y estables se confirmé por
microscopia electronica (datos no mostrados). La disminucion de la velocidad
de intercambio GDP-GTP seria la responsable de la baja actividad, que se
refleja en una K, muy grande (430 uM) y una kex de 0,21 min™, comparada con
la de EcFisZ silvestre que presenta una Km y ke de 35 pM y 2 min™,
respectivamente. El esquema de polimerizacién inducida por GTP para esta
mutante se muestra en la figura 30 C. En el esquema se postula una forma
EcFtsZ D212G-GDP inicial, la que en presencia de GTP induce Ila
polimerizacién de agregados amorfos, que hidrolizan GTP a una muy baja
velocidad, y que son muy estables en el tiempo.

Muchas mutaciones se han realizado en el residuo D212, donde se le ha

sustituido por una alanina, por un acido glutamico, por una cisteina y por una
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asparragina (Lu y col., 2001; Scheffers y col., 2001). Todas estas mutantes
presentaron una baja actividad GTPasica, y algunas de ellas forman filamentos
inducidos por GTP, excepto la mutacion por alanina (Lu y col., 2001). Se
observa que la capacidad de formar polimeros se conserva en la medida que
las sustituciones aminoacidicas presenten cierta polaridad. Estos hechos nos
indicarian que este residuo interviene en la interaccién proteina-proteina y que
podria refozar el mecanismo de hidrélisis de GTP.

E! estudio de la viabilidad celular para el alelo EcFtsZ D212 mostré que el
porcenteje de sobrevida es aproximadamente un orden de magnitud menor que
el de la EcFtsZ tipo silvestre, la cepa portadora de esta mutacion es capaz de
dividirse, con dificultad. Esto se explicaria por la formacion de polimeros
amorfos y estables in vitro, que se inducen por GTP. Por esto la viabilidad se
veria reforzada porque al interior de la célula existirian factores que ayudarian

a la formacion del anillo Z en presencia de la mutante EcFisZ-D212G.
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EcFtsZ-GTP GT GDP

EcFtsZ-GDP

GTP GDP B
EcFtsZ Q47N-GTP

EcFtsZ Q47N-GDP

Cambio conformacional

Agregados amorfos estables Cc

EcFtsZ D212G-GTP

EcFtsZ D212G-GDP

Cambio conformacional

Figura 30. Esquema simple de la polimerizacion inducida por GTP de EcFtsZ,
EcFtsZ Q47N y EcFtsZ D212G. A corresponde al esquema de polimerizacion de
EcFtsZ tipo silvestre. En B se muestra el posible mecanismo para EcFtsZ Q47Nyen C

para EcFtsZ D212G.
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Union de DAPI a EcFtsZ

La unidn de DAPl a FisZ fue determinada mediante polarizacion de
fluorescencia, y mostré una constante de disociacion estandar (K%) para este
complejo de 1,6 x 10°. La sonda también se unié a los filamentos de EcFisZ
inducidos por GTP con una K° de 1,6 x10°. Esto indica que el sitio de unién a
la sonda no se altera al polimerizar la proteina y por esto ha sido utilizada con
éxito en la caracterizacidn de la cinética de polimerizaciéon de tubulina, que
presenta un mecanismo similar para la unién de DAPI (Bonne y col., 1985).
DAPI estabilizé los polimeros de EcFtsZ inducidos por GTP, pues se observo
un aumento del tiempo en que esios permanecian en el estado estacionario
(ver figura 22). Este aumento del estado estacionario se debié a una inhibicién
de la hidrolisis de GTP. El comportamiento de la inhibicion fue de tipo
incompetitivo, que es cuando el inhibidor s6lo se une al complejo enzima-
sustrato (Cornish-Bowden, 1995).

La localizaciéon del sitio de unién de DAPI se hizd por FRET y “docking”
molecular, y este se encontré en la superficie accesible al solvente de EcFisZ.
El sitio estaria conformado por los residuos E118, K121, K155, Val 157, D158,
S159, M217, 8218, E219, M220, G221, que forman un surco apolar, en el cual
se ubican los anillos fenil e indol del DAPI, en la parte media del este surco
estan las lisinas 121 y lisina 155, y en uno de los extremos del surco se

encuentran los residuos acidicos E118, D157 y en el otro extremo esta el

residuo acidico E219.
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Este sitio de unién de DAPI estaria conformado por residuos que pertenecen al
dominio amino y al dominio carboxilo. Esta caracteristica lo hizo til para
comprobar que las mutantes utilizadas en este trabajo conservaron la estructura
terciaria de la proteina, pues el sitio de unidon mosiré caracteristicas similares en
todas las mutantes. Asi, las mutantes fueron capaces de unir DAPI] con una
constante de disociacion del mismo orden.

Con el propésito de explicar el mecanismo molecular de la inhibicion
incompetitiva del DAPI, se sobrepuso el analisis de dinamica esencial del
modelo de EcFisZ realizado por Andrea Garcés (Tesis de pregrado) y el modelo
tridimensional de la estructura de EcFtsZ con los cuairo probables sitios de
unién a DAPI, que se muestra en la figura 31. En la figura 31 se observa que el
sitio de union de DAPI con mayor cercania a una seccidon que presenta
movimiento correlacionado inducido por la hidrélisis del GTP, es el sitio 3, el
que corresponde al sitio mas probable determinado por FRET y “docking”
molecular. Asi la inhibicién incompetitiva de la hidrélisis del GTP de EcFtsZ
producida por la presencia de DAPI, se podria explicar por una posible
interferencia del DAPI en el sitio 3 con la regidon que muestra movimiento
carrelacionado, y que se ubica entre los residuos 200 al 204. El impedimento

provocado por DAPI de los movimientos correlacionados inducidos por la

hidrélisis del GTP explicarian la inhibicidn incompetitiva de la hidrdlisis del GTP.
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Figura 31. Modelo de la estructura tridimensional de EcFtsZ con los 4
probables sitios de uniéon a DAPI y estructuras flexibles asociadas a
la hidrélisis de GTP. El modelo de EcFtsZ se sometié a un analisis de
dinamica esencial. En el modelo se muestran GDP (amarillo), los cuatro
posibles sitios para DAPI (rosado) y los movimientos correlacionados
inducidos por la hidrélisis de GTP que presentan correlacién positiva
(azul) y negativa (rojo), respecto al lazo T4 (verde).
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Conclusiones

La ap-tubulina y EcFisZ no polimerizadas son GTPasas con una muy baja
actividad GTPasica intrinseca. La interaccion proteina-proteina estimula la
actividad GTPasica, cuando de produce la polimerizacién

La mutante EcFtsZ Q47N no presenia actividad GTPasica intrinseca, la
capacidad de hidrolizar el nuclettido aparece s6lo cuando esta mutante esta
en la forma polimerizada. La actividad GTPasica intrinseca en EcFisZ depende

de la presencia de la glutamina 47.

La propiedad mas importante que se debe conservar en las mutantes de EcFisZ
es que estas sean capaces de polimerizar, manteniendo esta propiedad las
células van a ser capaces de sobrevivir. Una disminucion de la capacidad de
hidrélisis de GTP no afecta el mecanismo de division celular.

La EcFtsZ en sus dos formas monomérica y polimerizada, une la sonda DAPI
con la misma constante de disociacion estandar K°4 1,6 x 107,

El DAPI estabiliza los polimeros de EcFtsZ, mediante una inhibicion de tipo
incompetitiva de la hidrélisis de GTP. Esta inhibicién se podria explicar por un
impedimento de los movimientos correlacionados de la region entre los
residuos 200 ai 204.
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