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Naci un 12 de diciembre de 1983 en el hospital Sétero del rio en puente alto. Mis
primeros afios de vida los vivi en Santa Rosa, aunque mis primeros recuerdos
estan en Independencia, donde vivi alrededor de 2 afios. Creo haber pasado una
infancia feliz, a pesar de las carencias que como familia y como comunidad
teniamos y en eso mucho influyeron mis padres que con su optimismo, esfuerzo,
trabajo, perseverancia y alegria de vivir, fueron cambiando un destino que nos era
adverso. A mis 6 afios de edad llegamos a Maipu, lugar donde aun vivo y he vivido
todos los procesos propios de una persona (nifiez, adolescencia, adultez?). Tuve
buena parte de la ensefianza basica en el colegio Republica de Guatemala, que
quedaba solo a 3 cuadras de mi casa, por lo que siempre llegaba justo a tiempo.
Al principio no me iba bien en el colegio, producto de mi mala base inicial y mi
flojera, pero gracias a mi profesora jefe de primero a sexto basico, quien me
llevaba a su casa después de clase y me hacia reforzamiento y caligrafia (que
nunca depure mucho que digamos), empecé a enderezarme y a mejorar mis
notas, que aungue no eran malas, siempre me dijo que yo podia dar mucho mas
(y tenia razoén). A partir de séptimo afio basico, me cambie al colegio Salesianos
de la calle cumming, frente al metro republica, y fue en este lugar donde comenzé
mi interés por las ciencias y las matematicas. Si bien el colegio nunca destaco
mucho con respecto al rendimiento académico de sus alumnos, definitivamente es
un lugar donde siempre agradeceré haber estado, ya que los profesores siempre
fueron muy preocupados y hasta confidentes de uno (como mi profesora de
filosofia que era lo maximo) y su fuerte en formacion estaba en valores y principios
que hasta el dia de hoy no tranzo (“no sirve de nada ser el mejor profesional si
como ser humano no vales”),ademas por supuesto de encontrar a personas de las
que te sientes orgullosa de estar al lado, y con quienes nunca hemos perdido el
contacto.

Ya en tercero medio, tuve que decidir el curso electivo, y aunque elegi ser bidlogo,
la verdad es que siempre deambule entre las matematicas y la biologia, sin tener
nunca hasta los dias de hoy una clara preferencia entre uno y otro. Llegé el
momento de dar la temida PAA (actual PSU) y yo simplemente no sabia qué hacer
después (nunca fui muy decidido). Producto de eso entre al bachillerato de la
Universidad de Chile, donde me convenci, previa consulta a otros estudiantes mas
antiguos, a entrar a la cerrera de Ingenieria en biotecnologia molecular pues me
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gustaba la idea de generar conocimiento. Si bien uno tiende a idealizar los
proyectos profesionales, y las expectativas siempre son muy altas, la verdad es
una carrera que te desafia todas tus habilidades cognitivas y hasta fisicas (aqui
me di cuenta cuanto aguantaba sin dormir) y me permitié obtener una base de
conocimiento bastante amplia.

Ya ha pasado bastantes aios desde que entre al bachillerato y luego a la carrera.
He estudiado en el mismo campus y la he visto cambiar para bien y para mal. He
conocido todo tipo de realidades y de personas. De hecho creo que este es uno de
los lugares mas diversos que existen en nuestro pais, lo cual se agradece pues
permite ampliar los puntos de vista y las opiniones. Felizmente he encontrado
gente maravillosa que me ha ayudado a atravesar este camino y que comparten
los mismos valores y principios que yo. En este lugar he conocido el éxito y
también el fracaso, en todos los sentidos. En fin, me he terminado de moldear
como persona consiente y critica. Actualmente me encuentro realizando mi
magister en ciencias biolégicas en el laboratorio de Biologia estructural y
molecular, que es en definitva es donde he realizado la mayor parte de mi
aprendizaje de laboratorio. Aqui se aprende harto, aunque también se frabaja de
manera inhumana a veces, resolviendo problemas de las formas mas originales,
propios de paises donde el gasto en investigacion es de las ultimas prioridades del
pais, perc en suma y resta, estoy convencido que la preparacién de este y todos
los laboratorios de la facultad de ciencias es sdlida y me da confianza para
enfrentar mis préximos desafios.

Espero proximamente completar esta biografia con la otra parte de mi

investigacion. No daré fechas porque aca todo es relativo, pero espero que sea
dentro de esta vida.
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RESUMEN

La tubulina, la proteina que forma el citoesqueleto de microtiibuios, esta
presente en todos los eucariontes conocidos, y nunca ha sido detectado en
bacterias o arqueas. Por este motivo, se consideré a la tubulina como una proteina
tipica del citoesqueleto de los eucariontes. Sin embargo a lo largo de las 2 dltimas
décadas se ha detectado un citoesqueleto bacteriano bien desarrollado, con
proteinas que eran homodlogas a los 3 componentes del citoesqueleto eucarionte.
dentro de estos hallazgos, se encuentra el decubrimiento en el genoma de cuatro
especies del género bacteriano Prosthecobacter del philum verrucomicrobia, dos
nuevas secuencias de tubulina, bfubA y btubB (bacterial tubufin A, B), que
compartian una mayor identidad de secuencia con el heterodimero de o/B-tubulina
que con FtsZ, el cual es considerado el homdlogo procarionte de la tubulina.

Las primeras caracterizaciones bioquimicas mostraron que BtubA/B forma
un heterodimero que polimeriza en presencia de GTP, y lo hace en cantidades
equimolares y alternadas de BtubA y BtubB formando filamentos helicoidaies
compuestos de dos protofilamentos similares a los de tubulina y FtsZ. Ademas,
posee un plegamiento independiente de chaperonas como FisZ. En base a estas
caracteristicas, se postulé que Prosthecobacter adquirié los genes BtubA/B por
transferencia genética horizontal desde un eucarionte primitivo. Sin embargo la
funcion altn es desconocida y solo se cree que tendria una funcién de mantencién
de la forma celular, que en el caso particular del género Prosthecobacter poseen
una prosteca que seria una extension de la célula para aumentar la superficie de
absorcién de nutrientes.

Por este motivo se caracterizd in vitro, la polimerizacién de BtubA/B en
condiciones de potasio y calcio que para los casos de tubulina y FtsZ presentan
comportamiento distintos entre si y con ellos poder determinar con cual de las
proteinas homologas se encontraban mayores semejanzas en términos
bioguimicos. En base a los resultados de esta memoria, se determind que el
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aumento de la concentracién de cloruro de potasio disminuye la concentracién
critica de la polimerizacién, produce filamentos més estables y mantiene el tamario
del ntcleo critico de polimerizacién como un trimero en el rango de concentracién
estudiado. Por otro lado la actividad GTPasica aumenta levemente. La
disminucién de la concentracion critica produce un aumento del nimero de
filamentos, y con KCi 95 mM se genera una interaccién lateral entre los filamentos
individuales que forma filamentos mas largos y comienza la formacién de manojos
de filamentos.

Del mismo modo, se determind que el calcio también ayuda a disminuir la
concentracion critica, a generar manojos estables de filamentos y disminuye de
manera considerable la actividad GTP4sica, siendo este efecto aun mayor que en
los casos de tubulina y FtsZ. Estos resultados dan cuenta que, a pesar del alto
porcentaje de homologia que presentan la tubulina eucarionte y BtubA/B, el
comportamiento en términos bioquimicos se asemeja mucho mas a FtsZ en los
aspectos estudiados y mas aun, el comportamiento que posee BtubA/B en
presencia de calcio es opuesto al de tubulina.

Finalmente, estos resultados apoyan la idea de que BtubA/B cumple un rol
de soporte estructural en Prosthecobacter que estaria relacionado con la
determinaciéon de la forma ceiular alargada a través de la formacidn de los

manojos.

Ademas proponemos que BtubA/B no realiza las mismas funciones que
tienen tubulina y FisZ , dado que en las condiciones fisiologicas méas probables de
la bacteria se mantendrian a los filamentos de BtubA/B como manojos estables.
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ABSTRACT

Tubulin, the protein that forms the microtubule Cytoskeleton, is present in all
known eukaryotes, and has never been detected in bacteria and archaea. For this
reason, it was considered as a cytoskeletal protein typical of eukaryotes. But over
the past 2 decades have found a well-developed bacterial cytoskeleton, proteins
that were homologous to the 3 components of the eukaryotic cytoskeleton. Within
these findings is the hallmark discovery in the genome of four species of bacterial
philum Prosthecobacter the Verrucomicrobia, two new sequences of tubulin btubA
and btubB (bacterial tubulin A, B), which shared more sequence identity with the
heterodimer of a/B-tubulin than FtsZ, which was considered the prokaryotic
homolog of tubulin.

The first biochemical characterizations showed that BtubA/B forms a
heterodimer that polymerizes in the presence of GTP, and does so in equimolar
amounts and alternating BtubB BtubA and forming helical filaments composed of
two protofilaments similar to those of tubulin and FtsZ. it also has an independent
folding chaperones such as FitsZ. Based on these characteristics, it was postulated
that genes acquired Prosthecobacter BtubA/B by horizontal gene transfer from a
primitive eukaryote. However, the function is still unknown and only think that
would have a role in maintaining cell shape, which in the particular case of the
genus have a prosthecated Prosthecobacter to be an extension of the cell to
increase the absorption surface.

For this reason, characterized in vitro, polymerization of BtubA/B in terms of
potassium and calcium in case of tubulin and FisZ have different behavior between
them and with them to determine which of the homologous proteins was greater
similarity in biochemicals terms. Based on the resuls of this report, we determined
that increasing the concentration of potassium chloride lowers the critical
concentration of polymerization, produces more stable filament and keeps the size
of the nucleus of polymerization as a trimer in the concentration range studied. On
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the other hand, the GTPase activity increases slightly. The decrease in critical
concentration an increase in the number of filaments, and 95 mM KCI generates a
lateral interaction between the individual filaments to form bundles of fiiaments,

Similarly, it was determined that calcium also helps to decrease the critical
concentration to produce stable bundles of filaments and significantly reduced
GTPase activity, and this effect was even greater than in the case of tubulin and
FtsZ.These results show that, despite the high percentage of homology to
eukaryotic tubulin and presented BtubA/B, the behavior in biochemical terms are
much closer to FisZ in the areas studied and furthermore, the behavior that has
BtubA/B presence of calcium is opposite to that of tubulin.

Finally, these results support the idea that BiubA/B plays a structural
support role in Prosthecobacter that might be related to the determination of the
elongated cell shape through the bundling formation.

Also, we propose that BtubA/B don’t do the same functions of tubulin and
FtsZ, as in the physiological conditions of the bacteria most likely to be maintained
filaments BtubA/B as stable bundles.
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1. INTRODUCCION

1.1 Del citoesqueleto eucarionte al bacteriano.

El citoesqueleto es una red compleja y dinamica de los filamentos de proteina
altamente integrado, lo que lo hace un regulador clave y un organizador centrai de
muchos procesos celulares eucariontes como la determinacion de la forma celular
(morfogénesis), la divisién celular, ia segregacion, la polaridad, fagocitosis, el
movimiento y el trafico de macromoléculas. Entre sus componentes estan los
flamentos de actina, los filamentos intermedios (FI} y los microtibulos (MTs).
(Figura 1 A) (Carballido-Lopez, 2006).

Los organismos del dominio Eucaria en algiin momento de la evolucién, que se
estima entre 1000 y 1500 millones de afios (Schopf, 1978) adquirieron una
complejidad estructural mayor que la de otros dominios. Mas aun, existio la
concepcion generalizada durante mucho tiempo que el citoesqueleto era una de
las caracteristicas estructurales méas importantes que separan al dominio Eucaria
del de Bacterias y Archeas, pues se pensaba que sOlo se encontraba presente en
todos los eucariotas, incluso en el protozoo mas primitivo que carece de
mitocondrias (Keeling y Doolittle, 1996: Hartman y Fedorov 2002).

Los microtibulos son polimeros no covalentes esenciales para la sobrevida de
todos los eucariontes. Entre sus muiltiples funciones se encuentran las de separar
los cromosomas (Figura 1 B) orientando ademés el plano de corte de éstos,
mediante la formacion de una gran red de microtibulos, organizar el citoplasma,
posicionar el nlcleo y los organelos y ser el principal elemento estructural de cilios

y flagelos (Desai y Mitchison 1997).
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Figura 1 Estructuras y funciones del_heterodimero de a/B-tubulinay de FtsZ
y sus filamentos.

A. Microfotografia de fluorescencia de una célula con todos los elementos del
citoesqueleto eucarionte. Los filamentos de actina se revelaron con un anticuerpo
fluorescente rojo, los filamentos intermedios con un anticuerpo fluorescente
amarillo y los microtubulos con un anticuerpo fluorescente verde. B.
Microfotografia de fluorescencia de una célula en mitosis. El huso de microtibulos
se revelo con un anticuerpo fluorescente verde, los centrémeros con un anticuerpo
fluorescente rojo y el DNA de los cromosomas con la sonda fluorescente DAPI. C.
Esquema de un microtubulo. La disposicién alternada de a/B-tubulina en los




protofilamentos confiere polaridad estructural a los microttibuios. En la derecha se
observa un corte transversal y de una vista completa de un microtibulo con su
estructura helicoidal. En el corte transversal se observan 13 protofilamentos por
vuelta (Figuras adaptadas del libro Molecular Biology of the Cell, capitulo 18,
quinta edicién 2008)). D. Microscopia de fluorescencia que muestra una célula de
E. coli que expresa bajos niveles de FtsZ-GFP Yy se observa la formacién del anillo
Z (Figura adaptada de Margolin y col, 1998). E. Microscopia electrénica de
filamentos de FtsZ donde se observan filamentos rectos y curvos, ademas de
anillos. F. Estructuras del heterodimero de a/B-tubulina de bovino (izquierda;
codigo PDB 1JFF) (Léwe y col, 2001) y del homodimero de FtsZ de
Methanococcus jannaschii (derecha; cédigo PDB 1W5A) (Oliva y col, 2004) donde
se destacan la posicidn de los nucleétidos en la parte superior y en la interfaz del
dimero. Se muestra el eje longitudinal y lateral del protofilamento.




En éstos microtiibulos, el heterodimero es ia subunidad del ensamblaje y
esta constituido por dos proteinas globulares llamadas a-tubulina y B-tubuiina que
estan unidas por enlaces no covalentes. Los heterodimeros de tubulina
interactllan  longitudinalmente para formar protofilamentos lineales que
lateralmente se asocian con un promedio de 13 protofilamentos paralelos para
formar la pared del microttibulo (Figura 1 C). El polimero resultante posee asi una
polaridad definida, con dos exiremos que son estructural y funcionalmente
distintos. Ademas, la unién e hidrolisis del nucledsido trifosfato GTP determina la
dinamica de polimerizacién y despolimerizacién de microtiibuios.

La mencionada creencia de que las bacterias carecian de todos estos
elementos del citoesqueleto ha cambiado, pues investigaciones realizadas durante
las dltimas dos décadas han puestc de manifiesto la existencia de un
citoesqueleto bacteriano bien desarroliado (Michie y Lowe, 2006). Este hecho se
sustenta en la presencia en bacterias de proteinas como FtsZ, que se le considera
como un ancestro evolutive de la tubulina, y MreB con ParM homdlogos a actina
(Carballido-Lopez, 2008) que se encuentran ampliamente distribuidos en Archeas
y Bacterias. La primera proteina identificada fue FisZ que es una GTPasa
citosdlica altamente conservada (de Boer y cols, 1992), presente en practicamente
todas las eubacterias y arqueas, que forma un anilio (el anillo Z) en el futuro sitio
de citoquinesis y desempefia un papel esencial en la division celular (Figura 1 D)
(Bi y Lutkenhaus, 1991). Al analizar esta protefna in vitro, se observa que puede
formar protofilamentos simples, dobles o incluso manocjos de muchos
protofilamentos seglin sea la condicién en la cual esté (Figura 1 E) (Bramhill y
Thompson, 1994; de Boer y col, 1992; Mukherjee y col, 1993; Mukherjee y
Lutkenhaus, 1994; RayChaudhuri y Park, 1992), siendo similares a los de tubulina
pero que no se ensamblan en microtiibulos.

La resolucién de las estructuras tridimensionales tanto del heterodimero de
a- y B-tubulina, mediante cristalizacion de s&banas inducidas por zinc (Nogales y
col, 1998), y posteriormente realizando una superposicion estructural (Nogales y
col, 1999) y la estructura cristalina de FisZ (Léwe y Amos, 1998) (Figura 1 F)

indica que presentan homologia estructural y funcional entre si. Asi, ambas unen




GTP y comparten un mecanismo de activacion de la actividad GTPésica
dependiente de la polimerizacién (Nogales, 1999). Sin embargo muestran
diferencias en su estructura terciaria que modifican las propiedades de los
polimeros. Por ejemplo, los monémeros de o- y B-tubulina forman un heterodimero
estable donde el GTP de a-tubulina no hidroliza ni intercambia su nucledtido y se
encuentra ubicado en la superficie intradimero mientras que los mondmeros
individuales de FisZ pueden tener GTP o GDP en el bolsillo del nucleétido tal
como el monémero de B-tubulina. Otra de la diferencias se encuentra en el
dominio carboxilo terminal de la proteina, pues la tubulina presenta un par de
hélices a extra que terminan en una regién de 12 amino acidos negativamente
cargados, que se orientan hacia el exterior de la superficie externa del microttibulo
y unen proteinas asociadas a microtibulos (MAPS) y proteinas motoras (Nogales
y col, 1999).

La tubulina es una proteina homoéloga de FisZ, y es importante destacar
que estas proteinas tienen una baja identidad de secuencia (12%), pero las
regiones de mayor conservacion se encuentran principalmente ubicadas en los
sitios de union de GTP (de Boer y col, 1992). La baja identidad de secuencia entre
la a/B-tubulina y la FisZ no se condice con el hecho que estas proteinas estan
entre las que mas poco han evolucionado del universo de proteinas conocidas
(Doolittle, 1995). Ademas sus funciones celulares son distintas. Esto planted la
necesidad de un nexo entre ellas como ofra proteina homdioga en bacterias o
arqueas mas relacionada con tubulina.

1.2 Hallaz'go de la tubulina bacteriana.
A pesar que a lo largo de los afios se han publicado numerosas estructuras

que se asemejan a microtiibulos en un niimero superior a las 50 taxas tanto en
bacterias como arqueas (Bermudes y col, 1994), todas estas observaciones sélo
correspondian a observaciones morfoldgicas en micrografias y carecian de base
genética o molecular. Sin embargo el reporte de una estructura semejante a
microfibulos en un ectosimbionte (epixenosomas) de ciliados del genero
Euplotidium presenta la evidencia estructural mas convincente de la presencia de
esfructuras como microtbulos en bacterias (Jenkins y col, 2002). Estos
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organismos que pertenecen a una division taxondmica de bacterias recientemente
descubierta llamada Verrucomicrobia han mostrado que poseen estructuras
tubulares con un didmetro de 22 + 3 nm, lo que resulta cercano al tamafio de los
microtUbulos eucariontes (25 nm). Estas estructuras tubulares presentaron
reaccion cruzada con anticuerpos anti-tubulina de paramecios y sensibilidad a
drogas que despolimerizan microtibulos como el nocadozol, y temperaturas
menores a 4 C° (Petroni y col, 2000).

En base a estas observaciones se buscé en el genoma parcialmente
secuenciado de otra especie de vida libre del phylum Verrucomicrobia llamada
Prosthecobacter dejongeii genes homodlogos a los de tubulina. Asi se encontraron
los genes biubA (“bacterial tubulin A”) y btubB (“bacterial tubulin B") (Jenkins y col,
2002), los cuales se postula habrian surgido a través de transferencia génica
horizontal desde un eucarionte primitivo a Prosthecobacter (Schlieper y col, 2005).
Llama la atencién que a partir de una posible transferencia horizontal desde un
eucarionte primitivo a Prosthecobacter se hayan conservado estos genes, lo que
podria indicar que le han sido Utiles a la bacteria. Interesantemente, se penso en
un principio que Prosthecobacter carecfa de FtsZ (Jenkins y col, 2002: Staley y
col, 2005). Sin embargo, se logré detectar una secuencia que codificaba para FtsZ
en la mayoria de estos organismos usando partidores degenerados para
amplificacién por PCR. Estas proteinas exhiben la mayoria de las caracteristicas
tipicas de FisZ, por lo que estos hallazgos abren nuevos escenarios sobre la
posible evolucion del citoesqueleto y la divisién celular bacteriana (Pilhofer y col,
2007). Por ofra parte, aun no se ha podido visualizar la proteina in vivo en
Prosthecobacter, y solo se conoce la expresién del RNAm mediante RT-PCR.

Mediante un alineamiento mdltiple entre tubulina de levadura, BtubA/B de
Prosthecobacter dejongeii y FtsZ de E. coli y Bacillus Subtilis (Figura 2), se mostré
un alto porcentaje de identidad con las proteinas eucariéticas a tubulina (31-35%
de identidad con BtubA) y B tubulina (34-37% de identidad con BfubB). Ademas de
esto, el analisis de los motivos conservados especificos de tubulina mostré que
BiubA y BtubB poseen cada uno de los 9 motivos especificos de tubulina, frente a
aproximadamante 2 a 3 de los 6 especificos de la proteina FtsZ (Tabla 1) (Jenkins



y col, 2002), lo que reafirma la relacién més estrecha entre BtubA/B y tubulina que
con FtsZ (8-11% de identidad de secuencia).

Tabla 1 Motivos de tubulina y FtsZ identificados en Btub A y Btub B de
Prosthecobacter dejongeii. (Jenkins y col, 2002)

Subgrupo de tubulina N° de motivos Valor p

BtubA
Tubulina gdeg 1.4 X 10-62
o tubulina 7de13 5.9 x10-¥7
e tubulina 4de 10 1.2 X 10™15
B tubulina 6de 13 14 x 1014
8 tubulina 3de12 1.9 x 10712
v tubulina Sde8 33 x 101
FtsZ 2de6 8.3 X 10786

Btubg
Tubulina 9de9 1.9 X 10-72
8 tubulina 8de 13 4.2 X 10-26
& tubulina 6de10 3.3 x 101
a tubulina 5de13 2.5 x 10-14
v tubulina 4de8 1.4 X 1013
FtsZ 3deéd 1.7 x 10~10
& tubulina 2de12 5.6 X 10-9
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Figura 2 Alineamiento de secuencias de BtubA/B y sus homdlogos.

Se tomaron las secuencias de a-tubulina y B-tubulina de levadura, BtubA y BtubB
de la bacteria Prosphecobacter defongeii y FisZ de Escherichia colj y Bacillus
Subtilis para realizar un alineamiento multiple con el programa CLUSTALW. Las
secuencias destacadas en negro corresponden a aminoacidos idénticos mientras
que las secuencias coloreadas grises corresponden a aminoécidos que comparten
una polaridad similar.




1.3 Aspectos celulares del filum Verrucomicrobia,

Verrucomicrobia, es un filum divergente de bacterias Gram-negativas que
habitan los suelos y ambientes acuaticos, Hasta el presente se han reconocido
dentro de este filum 6 subdivisiones monofiiéticas basados en el estudio de
librerias génicas del rRNA 16S (Lee y col, 2009), llegandose a estimar que
Verrucomicrobia podria llegar a comprender hasta el 10 % de las bacterias totales
en el suelo (Wagner y Horn. 2006), aunque muy pocas de éstas son actualmente
cultivables. Entre las caracteristicas de estas bacterias, tal como se mencioné
anteriormente esta la presencia de esfructuras semejantes a los microtlbulos en
los epixenosomas (Petroni y col, 2000), y de genes similares a |a tubulina
eucarionte en el género Prosthecobacter (Jenkins y col, 2002). De manera
interesante, algunos miembros de Verrucomicrobia viven en asociacién con
eucariontes.

El género Prosthecobacter, es llamado asi debido a la morfologia de las
especies que lo componen (Prosthecobacter dejongeii, Prosthecobacter vaneervenij,
Prosthecobacter debontii y Prosthecobacter fusiformis), las cuales producen
prostecas. La prosteca es una extensién de Ia pared celular que contiene citoplasma
(Staley, 1968) y que aumenta el area de la superficie de las células. Esto contribuye
a un aumento de la respiraciéon y captacion de nutrientes, disminucién de la
sedimentacion en ambientes acusticos y posiblemente la adhesién a sustratos
sOlidos usando esta estructura (Merker y Smith. 1988). Ademas, al igual que el filum
Planctomicetes, algunos miembros de Verrucomicrobia como Prosthecobacter
defongeii, poseen células compartimentalizadas de forma diferente a la organizacion
procarionte clésica (Lee y col, 2009) y que consiste en la separacion del citoplasma
celular en dos regiones: un gran compartimiento central llamado pirelulosoma que
contiene al nucleoide condensado y ribosomas, los que estan rodeados por una
membrana infracitoplasmatica y un segundo compartimiento mas periférico que
rodea al pirelulosoma, llamado parifoplasma que se ubica entre Ia membrana
plasmatica y la intracitoplasmatica que carece de ribosomas (Figura 3).



Figura 3. Micrografias electronicas de especies del filum Verrucomicrobia.
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A. Micrografias electronicas oscurecidas de especies del género Prosthecobacter,
(Figura adaptada de Hedlund y col, 1997) B. Micrografias electronicas de
transmision de células del filum Verrucomicrobia congeladas a alta presion. Se
muestran en estas figuras la prosteca (PT), el Parifoplasma (P), v la membrana
intracitoplasmatica (ICM), la cual encierra la regién del pirelulosoma que contiene
un nucleo de fibras condensadas. Inserto. Imagen amplificada de los recuadros
blancos que muestra la membrana citoplasmatica (CM), Parifoplasma (P) y la
membrana intracitoplasmatica (ICM).(Figura adaptada de Les y col, 2009) C.
Micrografias electronica de fransmision de P. debontii. Las células se fijaron con
glutaraldehido/OsO4" y se tifieron con acetato de uranilo. Se observan estructuras
de protofilamentos, las cuales se ubican como manojos en el centro de la célula
(flechas negras) y algunas veces debajo de la membrana. También se observan
estructuras  electrénicamente muy densas (flecha blanca) que podrian
corresponder a acumulaciones de metales (figura adaptada de Pilhofer, 2008)
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Aln no se sabe la funcidon que cumpliria la tubulina bacteriana BtubA/B en
Prosthecobacter dejongeii, pero se cree que participaria en la mantencion de la
forma alargada de la célula y no participaria en la division celular, pues
Prosthecobacter posee la proteina FisZ (Pilhofer y col, 2008). Sin embargo llama la
atencion de que el género Prosthecobacter haya conservado la tubulina bacteriana a
lo largo de su evolucidn, lo que indicaria que tendria alguna funcién util.

1.4 Propiedades bioquimicas y estructurales de BtubA y BtubB.

Debido a la dificultad para cultivar las bacterias de la division Verrucomicrobia
{s6lo unas pocas especies de las mas de 500 que se han encontrado sean
cultivables), la funcién in vivo de BtubA/B en Prosthecobacter dejongeii ha
permanecido practicamente desconocida. Por este motivo se clonaron estos genes
en cepas de E. coli para su expresion, se purificé las proteinas y con esto se obtuvo
la estructura crista.logréﬁca de BtubA/B (Schlieper y col, 2005). Sin embargo, la
polimerizacion in vitro y su plegamiento sélo han sido parcialmente caracterizados
(Sontag y col, 2005).

La estructura cristalina del dimero de BtubA/B obtenida a 3,2 A de resolucidn
(Figura 4 A) muestra esencialmente un plegamiento similar a la del heterodimero
de tubulina, donde aparece el monémero de BtubA (unido a GDP) en una
posicién analoga de B-tubulina y BtubB (sin nucledtidos) en una posicién analoga
a la de a-tubulina. Cada monémero muestra los 3 dominios caracteristicos del
plegamiento de Tubulina consistentes en un dominio amino terminal, con 6 hebras
betas paralelas alternadas entre si por hélices a, un segundo dominio compuesto
de 3 hélices a y una sabana beta mezclada y un dominio carboxilo terminal
formado por dos hélices antiparalelas que cruzan a lo largo de los otros dominios
(Schiieper y col, 2005).0tro aspecto que llama la atencién en BtubA/B es que, al
igual que FisZ no requiere chaperonas para su plegamiento (Bertrand y col, 2005),

a diferencia de tubulina, que requiere, hasta ahora, del mayor nimero de

chaperonas y cofactores para plegar correctamente el heterodimero funcional
(Lewis, 1997).




(‘

Nucledtido

Figura 4. Estructura 3D de BtubA/B.

A. Estructura cristalografica del heterodimero de BtubA/B a 3,2 A de resolucién. B.
Empacamiento cristalino de un polimero de BtubA/B donde muestra un
protofilamento doble helicoidal. C. Superposicién estructural de BtubB (negro) con
a-tubulina (verde), B-tubulina (rojo) y B-tubulina como complejo stamina-tubulina
(azul). (Figura adaptada de Schlieper y col, 2005)
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Estudios bioguimicos posteriores demostraron que, en presencia de GTP,
BtubA y BtubB forman filamentos simples (Figura 5Ay B) y manojos de filamentos
(Figura 5 C) que no corresponden a microttibulos (Jenkins y col, 1997; Schlieper y
col, 2005; Sontag y col, 2005). Sin embargo, los filamentos estan formados por
dos protofilamentos, similares a los de tubulina y FtsZ. No se sabe si los dos
protofilamentos son paraleios o antiparalelos el uno con el otro (Schiieper y col,
2005). A través de ensayos de sedimentacion, se determind que ambas proteinas
polimerizan en cantidades equimolares (Figura 5 D), lo que indica que BtubA vy
BtubB forman un heterodimero y ademas apoya la idea de que BtubA/B polimeriza
de una manera alternada dentro del! polimero, similar al heterodimero de a/B-
tubulina (Schlieper y col, 2005; Sontag y col, 2005). Poco se sabe sobre la cinética
de polimerizacién de BtubA/B, pero la existencia de una concentracién minima de
proteina para polimerizar sugiere un mecanismo cooperativo de ensamblaje
(Sontag y col, 2005), que es reversible (Schlieper y col, 2005), pues después de
la despolimerizacion de Ios: filamentos, debido al agotamiento del GTP, es posible
iniciar un nuevo ciclo de polimerizacién adicionando mas nucledtido trifosfato
(Figura 5 E). Ensayos de inmunofluorescencia con anticuerpos anti-BtubB en la
bacteria Escherichia coli, que se usd para la sobreexpresion de BtubA/B, mostrd
que la tubulina bacteriana se ensambla en largos manojos de filamentos que se
extienden de polo a polo a lo largo de la bacteria (Sontag y col, 2005), lo que
apoya la idea de que la tubulina bacteriana contribuirfa de alguna manera a la
forma alargada de Prosthecobacter.
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Figura 5. Estructura de los filamentos Yy propiedades bioquimicas de
BtubA/B.

A. Microfotografia de baja magnificacién que muestra BtubA/B después agregar
GTP. B. Filamentos de BtubA/B. Estos son los filamentos mas comunes, formados
por dos protofilamentos de BtubA/B. La mayoria de los filamentos presentan un
giro (izquierda), indicado por puntas de flechas. El filamento en el centro tiene un
ancho promedio de 109 A. Barra de escala: 100 nm. Figuras adaptadas de
Schiieper y col,2005. C. Manojos de 4-7 filamentos Figura adaptada de Sontag y
col, 2005) Barra de escala = 200 nm D. Ensayo de polimerizacién por dispersién
de luz que muestra que la polimerizacién de BtubA/B es reversible. E. Ensayo de
sedimentacién con BtubA y BtubB en diferentes proporciones. La polimerizacion
solo ocurre con ambas proteinas presentes Y es mayor cuando estan en relacion
1:1. Figuras adaptadas de Schlieper y col, 2005,
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Otros estudios, destinados a dilucidar mas caracteristicas bioquimicas,
determinaron que BtubA/B, al igual que los microtibuios, presentarian polaridad
estructural, lo que produce que un extremo del filamento crezca mas rapido que el
otro. Sin embargo esta polaridad no se extenderia a manojos de filamentos, sino
que los filamentos se empacarian de una manera mixta. Mas aun, también se
observé que los filamentos individuales de BtubA/B exhibirian una dinamica
denominada “treadmilling”, que consiste en el crecimiento por un extremo del
filamento y el acortamiento por el otro y también se observd en filamentos
individuales el mecanismo de la inestabilidad dindmica, que es el principal
mecanismo de ensamblaje de los microtlibulos, que consiste en cambios entre las
fases de crecimiento y acortamiento de un extremo del microtiibulo (Diaz, 2010).

Sin embargo, a pesar de encontrar bastantes similitudes bioquimicas entre
BtubA/B y tubulina, es posible encontrar algunas diferencias de caracter
estructural, surgidas al momento de superponer las estructuras cristalinas (Figura
4 C), entre las cuales se encuentran diferencias en la hélice a6 (H8), en el lazo
H1-S2 y en el lazo M, involucrado en las interacciones laterales de los dimeros en
el microtdbulo. Este hecho puede ser relevante considerando que, si bien el
dimero de BtubA/B polimeriza in vitro, como protofilamentos simples (semejantes
tanto a tubulina como con FitsZ), estos finamente se empacan como filamentos
dobles o bien manojos de filamentos dobles. Por su parte, los heterodimeros de
tubulina forman estructuras de 13 protofilamentos, que conforman el microttbulo.

Estos antecedentes muestran mas bien aspectos estructurales de BtubA/B
y aln se conocen pocas propiedades bioguimicas, que permitan determinar
alguna funcionalidad a esta proteina dentro de la célula. Por este motivo, este
seminario de titulo se enfocé en la caracterizacion  de las propiedades
bioquimicas de las proteinas BtubA/B in vitro para responder a las interrogantes
que se tienen sobre la dinamica de polimerizacién de sus polimeros dada la gran
similitud que tienen con tubulina y FtsZ.

Con este propésito se analizé la dindmica de polimerizacién de BtubA/B in
vitro en diferentes condiciones experimentales, que producen efectos similares o

16




contrarios entre tubulina y FtsZ. Por ejemplo, se sabe que los cationes
monovalentes K y Na* tienen un efecto diferente sobre la concentracién critica de
polimerizacién de tubulina (Octavio Monasterio, resuitado no publicado) y que Ca*?
induce su despolimerizacién (Soto y col, 1993). Para FisZ, los cationes
monovalentes K* y Na producen un efecto similar que en tubulina, pero en
presencia de Ca*? se induce la formacién de manojos de filamentos. También se
analizara la actividad GTPasica que presenta comportamientos caracteristicos en
las condiciones experimentales antes mencionadas. Los polimeros de BtubA/B se
visualizaron mediante microscopia electrénica para analizar la morfologia de los
flamentos y asi establecer similitudes y diferencias entre BtubA/B y sus

homéiogos.
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2. HIPOTESIS

La proteina BtubA/B, a pesar de poseer mayor similitud estructural con
tubulina, presentaria una dindmica de polimerizacién y actividad GTPasica similar
a FtsZ, debido a sus semejanzas funcionales en términos de formacién de
filamentos y sensibilidad a cationes.

3. OBJETIVO GENERAL

Caracterizar las propiedades bioquimicas in vitro de la proteina BtubA/B y
compararlas con sus homdlogas tubulina y FisZ

4. OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Purificar BtubA/B siivestre.

* Determinar el efecto de los iones, potasio y calcio sobre la dindmica de
polimerizacion y actividad GTPasica.

» Determinar el efecto de estos cationes sobre Ia estructura de los polimeros
de BtubA/B silvestre mediante microscopia electrénica.

18




5. MATERIALES Y METODOS.

5.1 Materiales.

Reactivos: Acrilamida, bis-acritamida, glicerol, agarosa, Acido deoxicdlico y Triton
X-100 de Winkler (santiago, Chile). Ampicilina, IPTG, Tris y HEPES de USBiological
(Swamscotf, Massachusett, EEUU). Cloruro de Potasio, Cloruro de Magnesio
hexahidratado, Cloruro de calcio, EGTA SDS y Urea de Merck (Darmstadit,
Alemania).Cocktail de inhibidores de proteasas de Sigma-Aldrich (Estados Unidos).
PMSF, DTT, Azul brilante de coomasie G-250, lisozima, desosimibonucleasa y beta
mercaptoetanol de Sigma (St. Louis, Missouri, EEUU). SDS de appliChem (Darmstadt,
Alemania). Acido Acético, etanol y metanol de TLC (Santiago, Chile).Agar, triptona y
extracto de levaduras de Difco Laborattories (Detroit, Michigan, EEUU).

Medios de Cuitivo.

Medio Luria-Bertrani. Para 1 litto de medio LB se agregé 10 g de bactotriptona, 5 g
de extracto de levadura, 10 g de cloruro de sodio y se ajusto el pH a 7,5 con hidroxido de
sodio 10 N. El medio de cultivo fue esterilizado mediante autoclave, Se agrego ampicilina
a una concentracion final de 100 ug/mL cuando fue necesario.

Placas de agar-LB al medio liquido LB se agrego agar al 1%. Se agregé ampicilina

a una concentracion final de 100 ug/mL cuando fue necesario.
Cepas y plasmidios. Se utilizaron las cepas XL10-Gold suministradas por el Kit de
mutageénesis sitio-dirigida para almacenar el plasmidio que codifica para la BtubA/B
silvestre. También se ufilizé la cepa DH5a para los mismos propdsitos de almacenaje. Se
utilizé la cepa de E .cofi BL21(ADE3) PLysS para sobreexpresar las proteinas silvestre y
recombinantes. El plasmidio que codifica BtubA/B esta bajo el promotor T7 de tipo pET vy
fue donado por Daniel Schlieper (Universidad de Cambrigde) y posee resistencia para
ampicilina.
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5.2 Métodos.

§.2.1 Preparacién de células electrocompetentes

Las células aptas para la transformacién en electroporacién
(electrocompetentes), se prepararon a partir de un cultivo bacteriano en fase
exponencial de crecimiento. Para ello, se tomé con un asa estéril la cepa de
Escherichia coli BL21PLysS (ADE3) guardada a -80 °C, y se sembré en una placa
de LB agarosa. Después de incubar la placa por 24 h a 37 °C, se seleccioné una
Unica colonia individual y se inoculé en 5 mL de medio LB por 24 hr a 37 °C y
agitacion constante. Al siguiente dia, se tomd 2 mL de cultivo y se inoculd en 200
mi de medio LB fresco y se incubé con agitacién constante a 37 °C hasta alcanzar
una DOgoo entre 0,6-0,7 (fase exponencial de crecimiento). Las células se
cosecharon mediante centrifugacién a 7000 rem por 10 min en tubos “Falcon” de
50 mL frios. Se descarté el sobrenadante y €l precipitado bacteriano obtenido se
suspendio en glicerol 10 % usando un “vortex”. La resuspension se centrifugd a
7000 rpm por 10 min. La cosecha y centrifugacion se realizé tres veces.

Terminados los lavados, las células se resuspendieron con parte del
sobrenadante que quedo en el tubo después de! dltimo lavado en la centrifuga y
se alicuotaron en tubos eppendorf en volimenes de 25 Ml para ser guardados a -
80 °C para su posterior uso.

5.2.2 Transformacion de cepas BL21 PLysS (ADE3) con el plasmidio que
contiene el gen de BtubA/B silvestre.

Para la transformacion, se utilizé el método de electroporacion. Para ello se
utilizd un equipo Gene Pulser (Biorad) acoplado a un controlador de pulso. Ei
equipo se prepard configurando el voltaje a 2500 V, la resistencia a 200 Ohms y
con 25 UF de capacitancia. Las células electrocompetentes BL21 PLysS (25 pl) se
descongelaron en hielo y se mezclaron con 1 Ml de DNA plasmidial que contiene
BtubA/B silvestre en una cubeta de electroporacién de 0,2 ¢cm de separacion entre
electrodos. Este plasmidio fue previamente extraido con el “kit” comercial de
purificacion Plasmid Miniprep Kit | (Omega Biotek) desde células XL10.
Inmediatamente realizada la electroporacion, se le agregd a la cubeta 1 mL de
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medio LB para suspender las células y se incubaron a 37 °C por 1 h con agitacién
constante. Las células transformadas se crecieron en placas LB suplementadas
con ampicitina (100 pg/ml). Las placas se incubaron durante 24 h g 37 °C.

5.2.3 Sobreexpresion de las proteinas a BtubA/B silvestre mediante
amplificacion de cepas BL21 ADE3 transformadas.

Para la sobre-expresién de estas proteinas se tomé una colonia de la placa
de seleccién de la electroporacién con BL21 PLysS y se incubd en 50 mL de
medio LB suplementado con ampicilina (100 pg/ml) durante toda ia noche con
agitacion constante a 37 °C. Al dia siguiente, con este cultivo se inoculd 1 L de
medio LB suplementado con ampicilina a una misma concentracién y se dejd
creciendo con agitacion constante a 37 °C. Una vez alcanzada una DOggyp aprox.
de 0,7 se adicioné IPTG (isopropil-B-D-tio-galactésido), a una concentracion final
de 0,3 mM para inducir la sobre-expresion de la proteina y se mantuvo creciendo
por 4 h con agitacién constante a 37 °C. El cultivo se centrifugd a 5000 rpm por 40
min y el precipitado se resuspendié en 30 mL de buffer de polimerizacién (HEPES
50 mM, MgCl, 5mM, KCI 0,5M) por cada litro de cultivo. La suspensién celular,
proveniente de 2 L de induccidn, se colocd en 1 tubo Falcon de 50 ml, y se
centrifugd a 8000 rpm por 10 min. Este procedimiento fue repetido 3 veces a modo
de lavado y posteriormente se guardaron a -80 °C para su préximo uso.

5.2.4 Purificacion de proteinas BtubA/B silvestre,

El precipitado final (después del lavado) es resuspendido con 15 ml de
buffer de polimerizacién sin KCl (HEPES 50mM, MgClL 5 mM) y es traspasado a
un vaso de precipitado de vidrio al que se agrega una pastilla de coctel de
inhibidores de proteasa (Sigma-Alidrich) que se agita hasta su completa disolucion.
Luego de esto se procede a la ruptura celular y del DNA mediante la sonicacion
del cultivo con & pulsos de 30 segundos Yy pausas de 1 minuto con una potencia
(output) de 7 (misonix Sonicator) en hielo para evitar el sobrecalentamiento.

Posteriormente el lisado es traspasado a tubos de 10 mL los que son
equilibrados en peso entre si y llevados a ultracentrifugar a 100.000 x g durante 1
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hora a 4C°. Terminado este tiempo se rescaté el sobrenadante, se midié su
volumen y se descart6 el pellet. A éste sobrenadante se le agregdé KCI a una
concentracion final de 0,5M. Esta solucién se dejd en temperatura ambiente por 15
minutos y luego se agregd GTP a una concentracién final de 1 mM para inducir la
polimerizacién de BtubA/B y se ultracentrifugé nuevamente a 100.000 x g por 15
minutos a 25 C°, Se descartd el sobrenadante y el pellet se resuspendié en hielo
con 2-4 volumenes de buffer de polimerizacién sin KCI y se dejo en hielo durante
15 minutos con el fin de favorecer la despolimerizacién de la proteina. Luego de
esto se centrifuga la solucidn a 35.000 x g durante 15 minutos donde se traspasa
el sobrenadante a un tubo limpio y se descarta el pellet que consiste en agregados
de proteina no funcionales. Se le midié el volumen a este sobrenadante y se
completd la solucién con KCI a una concentracién final de 0,5M. Con este proceso
se completo 1 ciclo de polimerizacién/despolimerizacion de la proteina. Estos
ciclos de polimerizacién inducidos por GTP y despolimerizacion inducidos por frio,
eliminacién de KCl, y eliminacion de cuerpos de inclusién se repitid 3 veces.

Al final del tercer ciclo, en el momento de resuspender el pellet con 2-4
volimenes de buffer de polimerizacidn sin KCI en hielo, se dializ6 el sobrenadante
contra 1 Litro del mismo buffer de polimerizacién sin KCI durante toda la noche
con el fin de ir eliminando el exceso de GTP de la solucién. Las muestras se
guardaron en alicuotas de 20 uL a -80C° para su posterior uso.

5.2.5 Cuantificacion de BtubA/B silvestre obtenida en la purificacion.

Para conocer la concentracién de BtubA/B obtenida durante su purificacion
se uso la espectroscopia de absorbancia. Esta absorbancia es una funcién lineal
de la concentracion molar ¢ tal como lo menciona la relacién de Lambert-Beer:

A=exlIxc

Donde € es el coeficiente de extincién molar que indica cuanta luz absorbe
una proteina a una determinada longitud de onda y I es ia longitud de Ia celda.
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Es importante destacar que el coeficiente de extincién molar de cualquier
proteina varia no sélo dependiendo de la composicién sino ademas del estado de
plegamiento de ésta y de la contribucién de ligandos que pueda presentar la
proteina como el GTP o GDP en este caso. Por este motivo, al momento de
obtener el coeficiente de extincién molar de la proteina se debe tener en cuenta
que hay una contribucién de los nucledtidos que contenga el heterodimero de
BtubA/B que puede ser 2 moléculas de GDP, dos de GTP o 1 de cada una, lo que
complica el calculo. Para solucionar este problema, se descongeld la proteina que
se uso para los ensayos y se incubo con GTP 1 mM durante 1 hora y luego se
paso por una columna de cromatografia de exclusién molecular para eliminar el
GTP libre. Teniendo esta proteina, se sumaron las contribuciones de BtubA
(47.900 M" em™) , BtuBB (39.880 M cm™"), calculados a partir de sus secuencias
de aminoécidos (Pace y col, 1995) ademas de las dos moléculas de GTP que
tiene un coeficiente de 7987 M cm™ a 280 nm cada una, lo que dio un coeficiente
de extincién molar de 103.764,2 M' cm™ que se ocupé para obtener ia
concentracion de proteina que se descongela para realizar los experimentos
usando la ley de Lambert-Beer.
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5.2.6 Ensayos de cinética de polimerizacién mediante dispersion de luz.

La polimerizacién de BtubA/B fue medida mediante dispersion de luz a 90°
en un espectrofluorimetro Perkin-Elmer LS-508 usando una longitud de onda de
excitacion y emisién de 350 nm, anchos de banda de excitacion y emisidn de 5 nm
y un filtro de transmision de 4%. A partir de una solucion de BtubA/B proveniente
de la purificacion (400 pM aprox.) en amortiguador de polimerizacién sin KCl
(HEPES 50 mM pH7.0; MgCI2 5 mM), se prepard una solucién de BtubA/B a una
concentracién final de 20 uM en amortiguador de polimerizacién con KCI 25 o 100
mM segln sea el caso. La preparacion de esta solucién 20 UM produjo una
dilucién del KCI de un 5%, lo que produce una concentracién final de KCl de 24 y
95 mM, respectivamente, tanto para las medidas de dispersién de luz como para
los demés ensayos. Para las deméas concentraciones usadas se tomd la muestra
de BtubA/B a 20 uM y se diluyé en serie al 75 % de su valor inicial, obteniendo
concentraciones de 15; 11,25; 8,44; 6,33; 4,74; 3,56, 2,66, 2,0 y 1,5 uM segun
corresponda. Para el caso de las muestras que ademas de tener KCI (yasea24 o
95 mM), contengan calcio, se tomd una solucidn stock de CaCl, 1 M preparada
con el amortiguador HEPES 50 mM MgCl, 5 mM y se adiciond a las soluciones
con proteina en sus respectivas concentraciones para obtener una solucién con 5
mM de CaCl,. Para las soluciones a menor concentracion de calcio, se realiz6
diluciones seriadas al 50 % del valor inicial a la solucién stock 1M , para obtener
concentraciones de CaCl, de 0,5; 0,25; 0,125; 0,063 y 0,032 M y con éstas
preparar las muestras con menor concentracion de CaCl,. Estas muestras fueron
previamente puestas durante 5 minutos a temperatura ambiente y luego se paso a
una cubsta de cuarzo de 500 uL y 1 cm de paso optico que se introdujo a ia
cémara de la cubeta del espectrofiuorimetro donde se dejo por otros 5 minutos a
25C° mediante un bafio con circulacién de agua. Transcurrido este tiempo se inicio
la medicién de dispersién durante 5 minutos para establecer la linea base e
inmediatamente después se sacd la cubeta y se agregd GTP a una concentracién
final de 1mM. Se invirti6 suavemente 3 veces antes de devolver a la camara. El
tiempo trascurrido entre la adicién del nucleétido y la medicién era de 15 segundos
aproximadamente. Transcurrido este tiempo, el cambio neto en la dispersion de
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luz una vez adicionado el GTP fue graficado en funcién del tiempo y los datos
fueron colectados cada 1 segundo.

5.2.7 Obtencién del tamafio del nicleo.

Teniendc en cuenta que BtubA/B es un homélogo de tubulina eucarionte y
FtsZ y que estas son proteinas que polimerizan en largos filamentos para muiltiples
funciones celulares, es Idgico pensar que BtubA/B presente las siguientes fases
de polimerizacién en relacién al tiempo.

Fase “lag” o iatencia que corresponde a la fase inicial del proceso donde ios
primeros heterodimeros pueden ensamblarse espontaneamente, aunque éstos
son inestables y se desensamblan rapidamente debido a que cada heterodimero
esta unido a muy pocos otros heterodimeros (Alberts, 2008). Para que un
filamento se forme es necesario que las subunidades se ensamblen en un
agregado inicial, lamado nlicleo, el cual es estabilizado por los contactos de
suficientes subunidades. Asi, el proceso inicial de formacion de este nGcleo se
denomina nucleacién, y dada la dificultad de formacién de este, el tiempo de
formacién del nicleo puede tomar algun tiempo dependiendo del ndmero
necesario de heterodimeros que conformen en ntcleo.

La fase de elongacion ocurre cuando el nicleo se ha formado y por lo tanto
ocurre una rapida adicién de las subunidades en uno o ambos extremos del
filamento y que produce la extension de éste.

La fase de equilibrio o fase estacionaria se refiere al momento en que el
sistema alcanza un estado donde se establece un balance entre la adicion de
subunidades por parte de los extremos del filamento y la salida de subunidades
por parte del mismo o el otro extremo del filamento.

Para analizar el proceso de nucleaciéon, se puede recurrir a ciertos
parametros. Por ejemplo la determinacion de la décima parte de! tiempo de
polimerizacién (t,10) (tiempo necesario para producir el 10% de la cantidad total de
polimero) es un tiempo usado para estimar el tiempo de latencia. Mas adn, de
acuerdo a modelos tedricos se pueden encontrar algunos parametros para
caracterizar el tamafio del nlcleo. Uno de los parametros llamado ‘q” se origina
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desde la teoria de agregacion helicoidal de macromoléculas desarrollada por
Oosawa. Para el caso de la polimerizacion de actina, se demostré que el tiempo
medic de polimerizacion (t12) era proporcional a [Mo]g, siendo [Mo] Ia
concentracion inicial de Monémeros (Oosawa y Kasai, 1962) y q una constante
de proporcionalidad que da una estimacién del numero de subunidades en el
nucleo critico . Este parametro “q” puede ser obtenido a través del grafico del
doble logaritmo entre el décimo tiempo de polimerizacién (tyo en lugar de tip)
versus la cantidad total de proteina en el polimero. Existe discrepancia acerca del
valor que se obtiene a partir de este grafico ya que por un lado algunos autores
establecen que se obtiene la mitad del valor del tamafio del niicleo critico (n/2)
(Tobacman y Korn, 1983) mientras que otros (Voter y Erickson, 1984 ) establecen
que se obtiene un valor de ([n+1)/2). Esta diferencia es mas bien una
interpretacion de la definicién de nucleo, entendida ya sea como el primer
polimero que es por si mismo mas estable que el precursor (Tobacman y Korn,
1983) o bien, como el intermediario estable mas pequefio (Voter y Erickson, 1984).

Otra forma de aproximacion al tamafio del ntcleo es el desarrollado por
Nishida quien estudio la cinética de polimerizacién de polimerizacién de actina
separando las fases de nucleacién y elongacion. Mediante su estudio determiné
que durante el proceso de nucleacion, el nimero de ndcleos que se establecen se
mantiene constante cuando se pasa a la fase de elongacién. Con esta suposicién
se estima el tamafio del nucleo relacionando la concentracion de actina, la
constante de polimerizacion, la velocidad maxima de polimerizacién y el tiempo
medio de polimerizacion (Nishida y Sakai, 1 983). El tamafio del nlcleo por este
método se obtiene a partir del gréfico de doble logaritmo entre la concentracién de
proteina en el polimero versus la velocidad méxima de polimerizacién normalizada
por la intensidad maxima de polimerizacion. (Derivacién de la formuia en apéndice

1).

5.2.8 Analisis del mecanismo de elongacién.
Del mismo modo que podemos determinar el tamafio del nucleo critico
enfocandonos en el proceso de nucleacién, es posibie enfocarse en el proceso de
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elongacion para determinar como ésta es afectada en las distintas condiciones.
Para esto debemos seleccionar aquellas curvas que tengan cantidades
equivalente de proteina disponible para generar polimeros. Esto se determing de
acuerdo con la diferencia entre la concentracién inicial de proteina y Ila
concentracion critica (C, - Cc). Los datos de dispersién de luz se normalizaron a
partir de sus propias intensidades maximas de tal modo que todas éstas curvas
estén en el mismo rango de dispersién entre 0 y 1. Con estas curvas se pudo
comparar la cinética de elongacién hasta alcanzar el estado estacionario.

5.2.9 Ensayos de sedimentacién a alta velocidad.

Para los ensayos de obtencion de concentracién critica a partir de
sedimentacion, la preparacién de muestra se realizo exactamente como se
describe en la seccién 5.2.6 en relacién con Ia presencia de diferentes
concentraciones de KCI, BtubA/B y CaCl,. Una vez preparadas las muesiras se
agregd GTP a una concentracién final de 1 mM y se traspasé 50 ul a tubos
Beckmann de 200 ul para ultracentrifugar a 100.000 x g. Con el fin de obtener los
maximos estados de polimerizacién, se tomaron los valores de maxima dispersion
de luz obtenidos previamente (Figura 8 ¥ 9) y con esto se colectaron muestras
durante 1,5 minutos después de agregar el GTP para KCI 24 mM sin calcio, 10
minutos después de agregar el GTP para KCl 95 mM sin calcio y 20 minutos
después de agregar el GTP para 25 y 95 mM de KCI con CaCl, 1,25 mM, que
corresponden a sus maximos estados de polimerizacion.

Para los ensayos de sedimentacién a distintas concentraciones de calcio se
prepard, a partir de una solucién de BiubA/B 200 uM (HEPES 50 mM pH 7.0;
MgClz 5 mM) la proteina a una concentracién final de 10 MM en amortiguador de
polimerizacién a concentraciones de 25 o 95 mM de KCi. La preparacion de esta
solucién 10 uM también produjo una dilucién del KCl de un 5% con respecto al
valor que se indica. Para los ensayos con calcio se tomd la solucién “stock” de
CaClz 1M y se completé el volumen de las soluciones de proteina para aquellos
ensayos a 5mM de calcio. Para los ensayos de concentraciones mas diluidas de
calcio se realiz¢ diluciones seriadas al 50 % de su vaior inicial a la solucién stock

27




de CaCl,, con el fin de mantener el mismo volumen adicionado que el caso de 5
mM, tal como los ensayos de sedimentacion para obtener la concentracidn critica.
Una vez que se prepararon todas las soluciones con proteina con las distintas
condiciones de KCI (24 y 95 mM) y calcio (0,625 - 5mM), se agregdé GTP a
concentracion final de 1 mM y se fueron sacando alicuotas de 50 ul ao, 20, 40,
80, 160 y 320 minutos luego de agregar el GTP. Estas alicuotas se pasaron a
tubos Beckmann de 200 ul y se ultracentrifugaron a 100.000 x g durante 15
minutos y temperatura ambiente.

Terminado ese tiempo se traspasé el sobrenadante a tubos nuevos y el
precipitado se resuspendié en 50 uL de buffer de polimerizacién (HEPES 50 mM
pH 7.0, MgCl, 5 mM) sin KCI mediante “vortex” y pipeteo. Finalmente se tomaron
10uL de cada una de las muestras de sobrenadante y pellet y se corrieron en
SDS-PAGE junto a las muestras totales de proteinas que resultaban de la
preparacion inicial. Una vez corridos los geles, se tifieron con Azul brillante de
Coomassie G250 y se cuantifico la cantidad de proteina en el sobrenadante y en
el precipitado a partir de las muestras totales de proteina de concentracion
conocida.

Para cuantificar la masa del precipitado para ios ensayos de concentracion
critica y de sedimentacion a distintas cantidades de calcio, se escaned los geles y
las imagenes se analizaron mediante el programa ImageJ. La imagen fue
transformada a escala de grises de 8 bit, se le sustrajo el "background”, y se
invirtié los colores. Con esta imagen el programa puede dar un valor de intensidad
a cada una de las bandas que se encuentran en el gel y que es proporcional a la
cantidad de proteina cargada. En todos los geles se dejan algunos carriles con
cantidades conocidas de proteina cargada, con el proposito de construir una curva
de calibracién graficando la intensidad de la banda vs la masa de proteina.

5.2.10 Actividad GTPasica.

Se determiné la actividad GTPasica de BtubA/B mediante el ensayo de
verde de malaquita catalizada con molibdato de amonio que mide la liberacién de
fosfato inorgénico liberado (Gedalopoulos y col, 1991). Su determinacion se
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realizo en amortiguador HEPES 50mM PH 7.0, MgCl, 5 mM y 24 0 95 mM de KCJ
segin corresponda y todos los experimentos se realizaron a temperatura
ambiente. La preparacion de las muestras en ausencia y en presencia de calcio se
realizé del mismo modo que con los ensayos de dispersion de luz. Antes de iniciar
las reacciones, las soluciones se dejaron en temperatura ambiente durante 5
minutos y luego se inicié la reaccidn agregando GTP a una concertacién final de 1
mM. La reaccidn se incubd a tiempos de 0, 2, 4, 6, 8, 10, 15, 20, 30, 40, 50, 60 y
80 minutos. Para detener la reaccién de hidrélisis de GTP en los tiempos
deseados, se tomaron alicuotas de 10 ML de solucién y se depositaron en tubos
eppendorf que contenian 150 L de acido perclérico 0,309 M. Estas reacciones
asi detenidas eran dejadas en hielo hasta que todas las muestras fueran
colectadas. Inmediatamente después se traspasaban todas ias muestrag a placas
de 96 pocillos y a cada muestra se le agrego 40 pL de solucién colorante de verde
de malaquita con molibdato de amonio mientras la placa se mantuvo en hielo. Esta
solucion colorante corresponde a una mezcla de 10 mL de la solucién de verde de
malaquita; 2,5 mL de la solucién de molibdato de amonio al 15% en H.O
nanporura y 0,5 mL de soiucién de Tween 20 al 11%. Una vez agregado la
solucion de verde de malaquita se dejé la placa a temperatura ambiente durante
25 minutos. La medicion de fosfato inorgénico (Pi) liberado es determinado
mediante la medicidn de la absorbancia de las muestras a 630nm. La curva de
calibracién se construyé con fosfato inorgénico monobasico disuelio en agua
nanopura y tuvo un rango lineal entre 0,5 y 3 nmoles de fosfato inorganico. Se
determiné la velocidad de hidrélisis de GTP de las distintas condiciones a partir de
las pendientes de las curvas de progreso mientras se mantuvieran en el rango
lineal. Para determinar ia constante catalitica Keat, S€ graficod las velocidades de
hidrélisis de GTP en funcion de la concentracién de BtubA/B. Para realizar ios
graficos de Dixon, se usé los reciprocos de Az, ¥ se graficé vs la concentracién de
CaCl,

1. Solucién “stock” de verde de malaquita 1,32 mM en H2S04 3,1 M: agregar 8,3
mL de H2S04 al 95% a 41,7 mL de agua nanopura. Esperar que se enfrie y
agregar 61 mg de verde malaquita.
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5.2.11 Visualizacion de polimeros mediante microscopia electronica

Con el fin de asegurar la presencia de polimeros de BtubA/B en todas las
condiciones estudiadas, se prepararon concentraciones de protefna que
estuvieran sobre su concentracién critica. Por esta razén se prepard 100 uL
BtubA/B 8,44 uM para todas las condiciones de KCI (25 y 100 mM) y caicio (0 y
1,25 mM), mediante diluciones seriadas y se polimerizo la proteina con GTP 1
mM a temperatura ambiente. Para observar los polimeros en su maximo estado de
polimerizacion, se tomaron como referencia las curvas de dispersion de luz y
después de 1,5 minutos, para KCI 24 mM sin calcio; 20 minutos para KCI 24 mM y
caicio 1,25 mM ; 10 minutos para KC! 95 mM y 15 minutos para KCI 95 mM calcio
1,25 mM se adicioné 10 uL de la mezcla de la reaccién a una grilla de cobre
cubierta con carbén. Después que las grillas se lavaron tres veces en el
amortiguador de polimerizacién respectivo, se tifieron negativamente con acetato
de uranilo al 2%. Las imagenes de las muestras se obtuvieron a 25°C en un
microscopio electrénico y con una magnificacidn de 46.000X.

Una vez obtenidas las imagenes, se midid el ancho promedio de los flamentos
obtenidos de todas las condiciones. Para elio se escanearon las fotografias y se uso el
programa ImageJ para la determinacidn. Para todos los casos se tomaron 8 filamentos
para establecer e promedio.
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6. RESULTADOS

6.1 Expresion y purificacion de Btub A/B silvestre,
Los plasmidios que codifican para Ia proteina silvestre, se transformaron en Ia cepa

de Escherichia coli BL21 PLysS (ADE3) para sobreexpresar y purificar las proteinas
comespondientes, como se indica en Materiales y Métfodos. Se escogid una colonia de
cepa fransformada con la proteina y se verifico mediante SDS-PAGE la sobreexpresion
de las estas (Figura 6 A).

La purificacién de BtubA/B, se hizo con el protocolo de purificacién descrito en
Materiales y Métodos, y para comprobar la pureza de BtubA/B en cada una de las etapas
de purificacion de la proteina se analizaron éstas en un gel SDS-PAGE. La figura 6 B
muestra un enriquecimiento de la proteina BtubA/B silvestre al eliminar los contaminantes.

En el carril 8 de la figura se observa que después de tres ciclos de
polimerizacién/despolimerazacién se obtienen ambas proteinas practicamente puras.
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Figura 6. SDS-PAGE de sobreexpresion y purificacion de BtubA/B.

A. Ensayo de sobreexpresion de 3 clones de células de E. coli BL21(ADE3)PLysS.
Los clones 1y 2 presentan el plasmido con los genes de BtubA/B mientras que el
clon 3 no lo tiene. NI; células no inducidas con IPTG. I; Células inducidas con
IPTG a una concentracién final de 0,3 mM. B. Alicuotas de los pasos de
purificacion de BtubA/B. Carril 1: células del ensayo de sobreexpresion no
inducidas. Carril2: Células del ensayo de sobreexpresion inducidas con IPTG.
Carril 3: Extracto celular total del cultivo sonicado. Carril 4. Sobrenadante de |a
ultracentrifugacion de las células sonicadas. Carril 5.Sobrenadante del primer
ciclo de polimerizacién/despolimerizacion. Carril 6. Sobrenadante del segundo
ciclo de polimerizacién/despolimerizacion. Carril 7. Sobrenadante del tercer ciclo
de polimerizacién/despolimerizacién. Carril 8. Precipitado de proteina resultante
del tercer ciclo de polimerizacién/despolimerizacion.
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6.2 Cinética de polimerizacion de BtubA/B.
Se ha descrito anteriormente que la proteina BtubA/B polimeriza de

manera dependiente de GTP para formar filamentos dobles y manojos de
filamentos dobles que miden hasta algunos micrones de largo, dependiendo de las
condiciones de pH y KC! del medio. Estos otorgan turbidez a ia solucién, que se
puede seguir por dispersion de luz, que es un método conveniente para observar
la cinética de polimerizacién en tiempo real y asi caracterizarla (Mukherjee y
Lutkenhaus, 1998).

Con este ensayo se observé que BtubA/B polimeriza al agregar GTP y
que la turbidez muestra un rapido aumento hasta alcanzar un maximo cuyo valor
depende en forma directa de la concentracion del nucledtido. Después se observa
el proceso de despolimerizacién, cuya velocidad disminuye al aumentar la
concentracion de GTP (Fig. 7A). En esta misma figura se observa que a las
mismas concentraciones de GTP utilizadas a KCl 95 mM hay un aumento (de
aproximadamente 4 veces del maximo de polimerizacién con respecto a KClI 24
mM, confirmando los resultados de Mukherjee y col, (1993).

Recientemente se ha publicado un trabajo del laboratorio del Dr. José
Manuel Andreu (Martin-Galeano y col, 2011 ) donde prueba diferentes condiciones
para la polimerizacion de BtubA/B. Entre ellas cabe destacar la accién de calcio,
que se comporta como un activador de la polimerizacién. Sin embargo no da
mayores detalles de su comportamiento. Este cation es muy interesante, pues su
efecto ha sido estudiado en dos de las proteinas de la familia de las tubulinas,
FtsZ y el heterodimero de alfa y beta tubuiina en eucariontes: en el primer caso
induce la formacién de manojos de filamentos y en el segundo inhibe Ia
polimerizacion de microtibulos. Nuestros resultados en Ia figura 7B muestran que
para BiubA/B, el calcio aumenta la dispersién de luz y modifica algunas fases
como nucleacion y despolimerizacion después de inducir por GTP su
polimerizacion. Este resultado también fue observado en el trabajo del Dr.
Andreu. Para confirmar el efecto de calcio se hizo un control con EGTA (Fig. 7C)
para eliminar cualquier traza de calcio proveniente de Ia muestra proteica. Se
concluye que calcio estimula la polimerizacion al igual que lo hace con FtsZ.
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Figura 7. Polimerizacién de BtubA/B en presencia de KCI, CaCl, y GTP.
A. Ensayos de dispersidn de luz a distintas concentraciones de KCl y GTP con
BtubA/B 10 uM, para determinar los maximos de dispersion y la cinética de
polimerizacién. B. Efecto de calcio sobre BtubA/B 10 uM para comparar sus
dinamicas de polimerizacion. C. Polimerizacion de BtubA/B 10 uM en presencia de
EGTA (Flecha inferior). Como controt se agregd EGTA a una concertacién final de
2 mM, durante la polimerizacidn en presencia de calcio (Flecha superior) se
agregd calcic a la polimerizacion en ausencia de este para observar la
reversibilidad del efecto de calcio.
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Con el objeto de determinar la concentracion critica y el efecto del calcio
sobre ésta, a una concentracién fija de 24 mM KCI (Fig. 8A), se ensayo la
polimerizacion entre 4,74 y 20 uM de BitubA/B. Los resultados muestran un
aumento progresivo de la dispersién de luz con la concentracién de proteina. Se
observa que al aumentar la concentracién de proteina también aumenta la
velocidad de despolimerizacion probablemente debidoc a un aumento de |a
velocidad de hidrdlisis de GTP que se hace limitante. Cabe mencionar que el
aumento de la dispersién de luz por sobre 11,25 uM de proteina se hace muy
rapido e impide distinguir el efecto del GTP, pero por bajo esta concentracion es
notoria la dependencia de este aumento respecto a la concentracion de proteina.
Al agregar 1,25 mM de CaCl; (Fig. 8B) se observan claramente dos fases en el
aumento inicial de la dispersion de luz. Una rapida, probablemente debida a la
polimerizacion de los filamentos, y una més lenta, debida a la potencial formacion
de los manojos (como se mostrara mas adelante). Es probable que la formacion
de manojos estabilice los polimeros haciendo despreciable la despolimerizacion.
Para hacer notar el aumento de la dispersién de luz debida a los probables
manojos, se comparan las cinéticas de polimerizacion en presencia y ausencia de
caicio en la Figura 8C. Se observa un aumento de la dispersidn en presencia de
calcio, propio de manojos de filamentos, como ocurre en el caso de FisZ (Jae Yen,
2007).

Como se mostré en la Figura 7A al aumentar la concentracién de KCl a
100 mM se produce un aumento de la dispersién de luz. Para determinar si este
aumento se debe a una disminucién de la concentracion critica o a la formacién de
manojos, que producen mayor dispersion de luz, se determind la concentracién
critica en presencia y ausencia de calcio de manera similar a lo gue se hizo a 24
mM KCL.
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Figura 8. Efecto del KCl 24 mM y Ca+2 sobre las curvas de polimerizacion de
BtubA/B a distintas concentraciones de proteina
A. Cinética de polimerizacion de BtubA/B a 24 mM de KCi sin calcio y con
distintas concentraciones de proteina. B. Cinética de polimerizacion de BtubA/B a
24 mM de KCI y 1,25 mM de calcio a distintas concentraciones de proteina. C.
Superposicién de las curvas de la polimerizacién en presencia y ausencia de
calcio. Eil tiempo 0 se considerd a los 15 segundos luego de agregar el GTP a una




En la Figura 9A se observa la ocurrencia de dos fases en el aumento
inicial de la dispersidn de luz. Hay una clara dependencia del maximo de
polimerizacién respecto a la concentracion de proteina como también una leve
disminucién de la velocidad de despolimerizacién. Este resultado indica que €l
aumento en la conceniracién de KCI estabiliza los polimeros probablemente al
disminuir la velocidad de hidrélisis de GTP. Al agregar calcio (Figura 9B) hay una
clara estabilizacion de los polimeros al igual que a 24 mM KCI (Figura 8B). Sin
embargo, el aumento inicial de la dispersion vuelve a ser de una sola fase
aparente desde la elongacion hasta el maximo de dispersion. Esto resulta un
efecto contrario al de KCI 24 mM donde se aprecia sola una fase aparente desde
la elongacién hasta el méaximo de dispersidén y dos fases de elongacion hasta
llegar lentamente al maximo de polimerizacion. En la figura 9C se observa que
calcio aumenta la dispersion de luz a una misma concentracidon de proteina como
se observd con KCI 24 mM, aunque la diferencia entre presencia y ausencia de
Ca™ es menor.

L.a concentracidn critica se determiné con los valores experimentales de
las figuras 8 y 9. Con ese propdsito se graficd el aumento de dispersioén de luz en
el maximo de la curva de polimerizacidn versus la concentracién de proteina en
presencia y ausencia de calcio a las dos concentraciones de KCI utilizadas. En la
figura 10 se observa que al aumentar la concentracion de KCI y calcio hay una
disminucion de la concentracion critica. Se observa también un aumento
significativo del valor de la pendiente respecto a KCl 24 mM. Un cambio en el valor
de la pendiente refleja un cambio en la estructura de los polimeros, 1o que hace
prcbable la presencia de manojos en estas condiciones. Si bien en las otras
condiciones se observan diferencias en las pendientes, su diferencia no permite
determinar si tenemos distintos tipos de polimeros. Los valores de concentracién

critica se resumen en la tabla 2.
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Tabla N°2. Valores de concentracion critica en

experimentales estudiadas

|24 mM KCI '95 mM KCI

2,29 £0,2303
1,54 £0,1308

omM Ca™
1,25 mM Ca'*

4,17 £ 0,0649
3,45 £0,0849
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Figura 9 Efecto del KCI 95 mM y Ca*? sobre las curvas de polimerizacién de
BtubA/B a distintas concentraciones de proteina.

A. Cinética de polimerizacion de BtubA/B a 95 mM de KCI, sin calcio y con
distintas concentraciones de proteina. B. Cinética de polimerizacién de BtubA/B
con 95 mM de KCl y 1,25 mM de calcio a distintas concentraciones de proteina. C.
Superposicién de las curvas de polimerizacién en presencia y ausencia de caicio.

El tiempo O se considerd a los 15 segundos luego de agregar el GTP a una
concentracion final de 1 mM.
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Figura 10. Concentracion critica de BtubA/B.

Determinacién de concentracién critica de BtubA/B en las 4 condiciones
analizadas en figura 8 y 9. La determinacién de la concentracién critica se hizo por
la extrapolacién de linea sobre el eje X para las condiciones experimentales
sefialadas en el grafico. A Dispersion corresponde a la diferencia de intensidad de
luz entre el maximo de dispersion y la linea base.
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6.3 Determinacion del tamatrio del nticleo.
Tal como se mencioné en materiales y métodos (5.2.7), se han desarrollado

distintas teorias para de estimar un valor para el tamafio del nucleo de
polimerizacion, dependiendo de los distintos parametros que se puedan tomar. El
primero en desarrollar una teoria fue Oosawa y Kasai (1962), el cual se basa en la
agregacion helicoidal de macromoléculas y toma como principal parametro el
tiempo para generar distintos porcentajes de la polimerizacion total en alguna
condicién particular. Segin el modelo de Oosawa y Kasai, si se grafica el doble
logaritmo entre la concentracién a la que se encuentra el polimero versus el
decimo de tiempo de polimerizacién (ti10) se obtiene una recta cuyo pendiente es
el valor absoluto de la mitad del tamario del n(icleo (n/2),

Por otro lado, se encuentra la teoria de Nishida y Sakai (1983) que se basa
en sus estudios con actina y cuya estimacion del tamafio del niicleo depende de la
relacion en la maxima velocidad de polimerizacién y la méxima polimerizacién que
se alcanza en alguna condicién.

Siguiendo el modelo de Nishida y Sakai (1983), si se grafica el doble del
logaritmo entre la velocidad méxima de polimerizacion dividida por la maxima
intensidad de polimerizacién versus la concentracién de proteina en el polimero,
obtenemos una pendiente cuyo valor corresponde al de la mitad del tamafio del
nicleo (n/2) (Figura 11B). Este grafico muestra una linealidad para dicha
dependencia entre los datos e ilustra 2 puntos importantes: a) por un lado muestra
que las pendientes en ausencia y en presencia de calcio a las 2 concentraciones
de KCI son similares, lo que da cuenta que segtin este modelo, a pesar de la
notable diferencia entre las curvas de dispersién de luz, esta diferencia no incide
en el tamafio del nucleo. b) es posible observar que si bien las pendientes no
sufren cambios significativos, si se observa una disminucién de los valores del eje
de la ordenadas de alrededor de 0,8 en el modelo de Nishida. Teniendo en cuenta
que, segun ésta derivacion, el valor del eje de las ordenadas corresponde al
producto entre la constante de polimerizacion y la de nucleacion(logV k*k2), se
puede mencionar que si bien, no se puede obtener un valor para estas constantes
en forma independiente, si se observa una reduccion del producto de ellas en mas
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de 6 vecesi en presencia de calcio, lo que hace razonable pensar que la presencia
de calcio no modifica el tamario del nicleo, pero si disminuye la constante para la
formacién de éste. Se realizd ademas los calculos segin el modelo de Oosawa,
resultando ivalores similares a los del modelo de Nishida y Sakai (datos no
mostrados)f. Esto sugiere que Ia aplicacion de estos modelos a actina (Nishida y
Sakai, 198:3; Oosawa y Kasai, 1962) se puede generalizar para otros polimeros
como los qe BtubA/B. Estos valores obtenidos desde los gréaficos de Nishida y

Sakai nos Ipermiten sugerir que BtubA/B necesita de al menos un trimero para

| . ., .
comenzar la fase de elongacién en este rango de concentracién de KCl y calcio.
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Figura 11. Determinacion del tamafrio del niicieo de BtubA/B

A. Determinacion del tamario del nicleo seglin el método de Nishida Y Sakai. El
valor que se obtuvo a partir de la pendiente del logaritmo del coeficiente entre la
velocidad maxuma y la intensidad maxima (Log Vmax/lmax) versus el logaritmo de
la concentrlamon de BtubA/B en el polimero (Log Co - Cc) para las distintas
condlcnones corresponde a la mitad del valor del niicleo (n/2). B. Valores de n
(tamafio del nlcleo) obtenidos a partir de ambos métodos, para todas las
condiciones estudiadas. n = 3.
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6.4 Procesi.o de elongacion.
De acuerdo al estudio de Nishida y Sakai (1983), es posible analizar

también Ia:a etapa de elongacion de un polimero. Con este propésito se
norma!izarcém los datos de la polimerizacién de BtubA/B obtenidos por dispersion
de luz (Figi. 12) y se consideraron sélo las curvas que presentaban una cantidad
similar dei proteina disponible para polimerizar (Co - Cc; ver seccién 5.2.8
materiales iy métodos) (Fig. 12 A). La comparacién de las curvas normalizadas
(Fig. 12B y C) muestra claras diferencias en todo el proceso de polimerizacion,
pues en tociios los casos se observan diferencias, tanto en los periodos de latencia,
como en Ici:s puntos de inflexidn donde hay una disminucién en la velocidad de
elongacién hasta llegar al estado estacionario.

La d!iferencia en el periodo de latencia para el caso de 24 mM de KC! es
particularm:ente notoria, pues este tiempo pas6 de ser un proceso sumamente
rapido y diﬁ'cil de medir con el fluorimetro a més de 1 minuto, cuando la proteina
se encuentra con caicio (Fig. 12B). Se observé este mismo efecto para el caso de
85 mM de KCI (Fig 12 C). Esto sugiere que durante la fase de latencia, el producto
de las consFantes de polimerizacién (kz) y de nucleacion (k*) disminuyeron para los
casos con c%alcio.

Con :respecto al proceso de inflexién que ocurre durante la elongacion si se
observan irritportantes diferencias. Para el caso de 24 mM de KCI (Fig 12B) no se
observd nin:g(m punto de inflexion en el procesc de elongacién, lo que produce
que el procéso de elongacion sea de una sola fase hasta llegar rapidamente a su
maxima pollimerizacién. Por otro lado, para 24 mM de KCI en presencia de Calcio
1,256 mM si se observa un punto de inflexién (flecha negra) alrededor de los 5
minutos quc—*:: produce una constante disminucién en la velocidad de elongacion y
como conseicuencia tengamos un proceso de elongacion de dos fases. En cambio,
para 95 mM KCl si se observa un punto de inflexion (flecha negra) que produce
un proceso ide elongacion de 2 fases y una constante disminucion de la velocidad
de ésta, aurfnque mucho mas leve que el caso de 24 mM KCI 1,25mM Calcio. Este
punto de inﬂfexic’m desaparece cuando tenemos 95 mM KCI con 1,25 mM de caicio
lo que prodﬁce una elongacién de una sola fase. Estos resultados muestran que
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existe un éfecto opuesto del calcio entre 25 y 95 mM KCI cuando observamos el
ntimero de fases durante la elongacion.
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Figura 12. Cinética de polimerizacién obtenidas por dispersién de luz a
distintas condiciones y su normalizacién.
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A. Cinética de polimerizacién de las muestras cuya cantidad de precipitado fue
similar entre todas las condiciones estudiadas. B. Dispersion de luz normalizada
con KCI 24 mM en ausencia y presencia de calcio. En el sector marcado con un
cuadrado y en la flecha se observan claramente las diferencias en los procesos de
nucleacién’y elongacion respectivamente. C. Dispersién de luz normalizada con
KCI 95 mM en ausencia y presencia de calcio. En el inserto se realiza un zoom de
la zona rectangular donde se observan las diferencias en los procesos de
nucleacion 'y elongacion (flecha negra).
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6.5 Determinacidn de la cinética de polimerizacién y la concentracién critica
por sedimentacion.
4

Los%experimentos de dispersion de luz permitieron observar la cinética de
polimerizaci:ién de la proteina en ausencia y en presencia de KC! y CaCly. Sin
embargo, llas medidas de dispersiébn de luz no permiten medir la masa de
polimeros ien el tiempo. Para obtener la masa de proteina polimerizada y no
poiimeriza#a, se sedimentaron los polimeros mediante centrifugacion a alta
velocidad a diferentes tiempos de polimerizacién.

Una%f vez alcanzado el maximo de polimerizacién en presencia de KCI 24 y
95 mM, en ausencia y presencia de CaCl; 1,25 mM, la masa de proteina se
determiné ?n el precipitado y en el sobrenadante directamente desde la tincion de
los geles SDS-PAGE con azul de Coomasie (Fig. 13). En las figuras 13A y B se
observa que BtubA y BtubB aparecen en el sobrenadante (S) y que al aumentar su
conceniracién sobre la concentracion critica empiezan a aparecer ambas
proteinas én el precipitado (P). La figura 13 A muestra que al aumentar la
concentracion de KCl de 24 a 95 mM hay un aumento de la proteina en el
precipitadoj. La figura 13 B muestra que en presencia de CaCl; 1,25 mM la
cantidad de proteina en el precipitado aumenta cuando se incrementa la
concentrac%én de KCI.

Mediante la cuantificacion de la cantidad de proteina en el sobrenadante y
en el preci?itado (Fig. 13C y D), se obtuvo un valor de la concentracion critica de
49 uM y 3;‘,2 uM para KCI 25 y 100 mM, respectivamente y de 3,2 pM y 1,4 pM
para KCi 2;5 y 100 mM en presencia de 1,25 mM de calcio. Estos valores son
similares a los obtenidos mediante dispersion de luz.

Cabe hacer un comentario sobre los resultados obtenidos al comparar el
método de;dispersién de luz y el de sedimentacion, en las diferentes condiciones
de polimeri?acién utilizadas. Como ejemplo analizaremos la polimerizacién con 24
mM KCl. Se observa que al determinar la masa de proteina precipitada por
sedimentacion en presencia de calcio hay un aumento (Fig. 13C). Si se compara
en términoé porcentuales este aumento respecto al obtenido por dispersion de luz,
en Jas mismas condiciones experimentales (Fig 8C), se observa que este es
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mayor al medirlo por dispersion de [uz en presencia de calcio. Se observa también

un cambio| de la pendiente en el grafico de la figura 10A en presencia de calcio.
Estos resulltados en su conjunto indican la aparicién de polimeros que dispersan
mas luz y confirman la dependencia de la dispersién de luz respecto a la forma de
los polimer.[os (Gaskin y cols, 1971). La polimerizacién con 95 mM KCI hace mas
parecidos los resultados antes analizados y en este caso no permite discriminar si
el aumentci en presencia de calcio se debe a un mayor nimero de filamentos o a
un cambioi‘ en la forma de los polimeros. Este punto se analizard con mas
profundidad con los resultados de microscopia electronica de los polimeros.

- A
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Figura 13. Sedimentacion a alta velocidad para determinacién de Ia
concentracién critica.

A. Geles SDS-PAGE tefiidos con azul de coomassie usados para determinar la
cantidad de proteina en el sobrenadante (S) y precipitado (P) en ensayos de
polimerizacion con KCI 24 y 95 mM. Se cargaron en el mismo gel cantidades
conocidas /de BtubA/B (5 primeros carriles) para relacionar la intensidad de la
banda con la cantidad de proteina. B Geles SDS-PAGE tefiidos con azul de
Coomassie usados para determinar la cantidad de proteina en el sobrenadante y
precipitado relacionar la intensidad de la banda con la cantidad de proteina con
KCl 24 y 95 mM y calcio 1,25 mM. Se cargaron en el mismo gel cantidades
conocidas de BtubA/B (4 primeros carriles) para construir la recta de calibracién
para cuantificar la proteina. Esta se hizo con el programa ImageJ segin se
describe en Materiales y Métodos. C. Cuantificacién del precipitado de BtubA/B
con KCl 24 mM en ausencia y presencia de calcio (1,25 mM) para las distintas
concentraciones de proteina que se indican en la parte superior del gel. D.
Cuantificacion del precipitado de BtubA/B con KCI 95 mM en ausencia y presencia
de calcio (1,25 mM) para las distintas concentraciones de proteina que se indican
en la parte superior del gel. La cuantificacion de los precipitados de BtubA/B se
hizo con el programa ImageJ usando el protocolo descrito en Materiales y
Métodos.
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6.5.1 Efecio de KCl y CaCl; sobre la despolimerizacion de filamentos de
BtubA/B.

El procesc;o de despolimerizacion se analizd por sedimentacién. Para iniciar Ia
polimerizacé:ién se agregdo GTP 1 mM sobre BtubA/B 10 uM de acuerdo a las
condicione:s. experimentales descritas en la seccion 5.2.9. Se tomaron muestras
para SDS-?’AGE a diferentes tiempos hasta 320 min. Para acentuar el efecto de
calcio se Lfltilizaron concentraciones mayores a 1,25 mM. En la figura 14A se
observan Ia:ls bandas de proteina tanto en el sobrenadante como en el precipitado.
Se observé: un aumento en la cantidad de masa con KC! 95 mM, y estos aumentos
continuabain con [a presencia de calcio. El analisis de la intensidad de las bandas
en términoé porcentuales se muestra en la figuras 14B y C para 25 y 95 mM KCI,
respectivarfnente a las diferentes concentraciones de calcio. Se observa un claro
efecto de la concentracién de KCI sobre la masa del polimero, donde esta se
forma més; répidamente y alcanza una mayor cantidad de precipitado. Se observa
también qub con ambas concentracicnes de KCI, el calcio disminuye la velocidad
de despolimerizacién y esta disminucién va en directa proporcién a su
concentracion. Se observa ademéds que el efecio de calcio sobre la
despo]imerilzacién presenta una buena correspondencia con su conducta cinética
determinad.:':l por dispersion de luz. Este fenémeno podria estar asociado a una
disminuciéﬁ de la velocidad de hidrélisis de GTP, lo cual que mantendria por mas
tiempo los polfmeros en solucién.
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Figura 14. Sedimentacion a alta velocidad de BtubA/B en concentraciones

crecientes

de calcio.

A. Geles SDS-PAGE tefiidos con azul de coomassie de muestras de BtubA/B 10
uM con KCI de 24 y 95 mM a concentraciones crecientes de calcio (0-5 mM )
obtenidas en distintos tiempos (0-320 min) luego de la adicién de GTP 1 mM. B.
Porcentaje de precipitado determinado a partir de los geles SDS-PAGE con KCI 24
mM. C. Porcentaje de precipitado determinado a partir de los geles SDS-PAGE
con KCI 95 mM. La cuantificacion de los precipitados de BtubA/B se hizo con el
programa ImageJ usando el protocolo descrito en Materiales y Métodos.
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6.6 Actividad GTPasica.
Para determinar la velocidad inicial de la hidrélisis de GTP y el tiempo en

que se debe seguir el progreso de Ia reaccion, se midié inicialmente el producto de
la reacc:on hasta los 90 minutos (Fig. 15 A y B). Se observa que en ausencia de
calcio la velomdad inicial es levemente mayor en 95 mM KClI para la mayoria de
los casos. En presencia de caicio se observa una disminucion de la produccioén de
Pia medlda que aumenta la concentracion del ién, lo que confirma los resultados
anteriores. |Para resaltar el efecto de calcio se aumentd su concentracién hasta 5
mM. Las ﬂéuras 15 C y D muestran que hay un incremento en la inhibicién de ia
actividad GiTPasa que es debida a una disminucién de la constante catalitica de la
reaccion (k#at). Las figuras 15 E y F muestran una conducta de saturacion sobre Ia
disminuciér:l del valor de Ia kes al aumentar la concentracion de Ca*2 A partir de
los gréﬁcoé de Dixon respectivos (insertos en la figuras E y F) se calcularon las
constantes de inhibicién aparente por calcio (Kiapp) cuyos valores fueron de 0,77y
0,69 mM con 25 y 95 mM KClI, respectivamente. Estos valores muestran que el
potasio prélcticamente no tiene efecto sobre ia inhibicidn de calcio. Los valores
limites de kcat en ausencia de calcio determinados a partir de la interseccion
vertical en e|l grafico de Dixon fueron 1,43 y 1,69 min™ en presencia de KCI 24 y 95
mM, respectivamente. El conjunto de resultados indica que el efecto inhibidor de
calcio sobre la velocidad de hidrélisis de GTP es inverso al efecto levemente
activador dﬁa KCl sobre la constante catalitica. Asi, podemos explicar que la
estabilidad de los polimeros formados en altas concentraciones de calcio se debe
mas bien a un cambio de forma de los polimeros que los hace mas estables en el

tiempo.
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Figura 15. Curvas de progreso y actividad GTPasica.

A. Curva de progreso de la actividad GTPasa BtubA/B 11,25 uM en 6 condiciones
distintas. B. Curva de progreso de BtubA/B 6,33 uM y las mismas condiciones que
en A C. Curva de liberacién de fosfato inorganico a distintas concentraciones de
calcio con KC! 24 mM. D. Curva de liberacién de fosfato inorganico a distintas
concentraciones de calcio y KCl 95 mM. E. Constante catalitica en funcién de la
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concentracién de calcio a KCl 24 mM. Inserto. Gréfica de Dixon que se obtiene a
partir del reciproco de la kcat vs la concentracién de CaCl; F. Constante catalitica
en funcién;de la concertacion de calcio a KCl 95 mM. Inserto. Gréfica de Dixon
que se obtiene a partir del reciproco de la kcat vs la concentracion de CaCl, n=3
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Al variar la concentracion de BtubA/B y determinar su efecto sobre ia
velocidad de hidrélisis de GTP se puede determinar la concentracion critica. Los
valores obtenidos a partir de la actividad GTPasa, dispersién de luz y
sedimentaéién se comparan en la Tabla 3.

Se observa en la tabla que tfodos los valores determinados a distintas
concentraciones de KCl y calcio por los tres métodos son parecidos.

Estaj tabla muestra la gran influencia que ejerce el calcio sobre Ia
concentrac%én critica de BtubA/B ya que se aprecia una disminucién de mas de 4
veces (indépendiente de fa concentracion de KCI) cuando pasamos de 0 a 5 mM.
En cambio,ﬁ el aumento de KCI 24 mM a 95 mM produce una disminucién menor al
del efecto de calcio al producir un cambio de la concentracién critica de alrededor
de 2 veces.

Tabla 3 Concentraciones criticas de BtubA/B obtenidas de dispersién de luz,
sedimentacién y actividad GTPasica. |

I Técnica utilizada
Condicién Dispersién de luz | Sedimentacion | Actividad GTPéasica
(uh1) (ulM) {uM)
KCI24mM  Ca0mM | 4,17 £0,0649 5,10 4,30 + 0,1556
' Ca' 0,63 mM N.D N.D. 4,11 0,0707
Ca'?21,25mM| 3,4510,0849 3,60 3,17 £ 0,2404
Ca* 2,5 mM N.D N.D. 1,98 £ 0,2121
Ca*? 5 mM N.D N.D. 1,00 £ 0,1556
KCI95mM, Ca™0mM 2,29 £0,2303 3,16 3,34+ 0,2121
Ca* 0,63 mM N.D N.D. 3,38 + 00,1697
Ca*?*1,25mM| 1,54+0,1308 1,45 2,35+ 0,0990
Ca*2,5mM N.D N.D. 1,32 £ 0,0424
Ca'? 5 mM N.D N.D. 0,78 + 0,1414
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6.7 Visualizacién de filamentos de BtubA/B mediante microscopia
electronica.
Para determinar la influencia de KCl y calcio sobre la forma de los

polimeros de BtubA/B se tomaron muestras de polimeros en su méximo estado de
pollmenzamon (maximo observado en las curvas de dispersion de luz) (Figs 8 y
9). Las muestras se prepararon de acuerdo a lo descrito en Materiales y Métodos.
En la i gura 16A, para polimeres obtenidos con KCI 24 mM sin calcio, se observa
que son méyormente cortos y con un ancho de 10 nm que corresponden a dobles
ﬁIamentos.%La adicion de calcio (Fig. 16B) aumento el largo de los polimeros y
mantuvo SI‘J grosor. Al aumentar la concentracion de KCl a 100 mM también se
observaroni filamentos dobles y largos, que en la mayoria de los casos resultaban
ser de vari‘os micrémetros. En este caso también se observa la presencia de
algunos manojos de filamentos cortos (Fig. 16C inserto). La adicién de calcio
indujo la fo}macién de manojos largos y algunos cortos (Fig. 16D). Al analizar el
ancho de gstos manojos, se observé que existian distintas poblaciones, con

valores de alrededor de 16 nm y algunos manojos aun mas anchos.




Figura 16. Visualizacion de los filamentos de BtubA/B mediante microscopia electrénica.

BtubA/B 8,44 uM se polimeriz6 en amortiguador de polimerizacién a temperatura ambiente con GTP 1 mM en presencia
de KCI 24 mM (A) y 100 mM (C) en ausencia de calcio y KCI 24 mM Ca*? 1,25 mM (B) y KCI 95 mM Ca*? 1,25 mM (D) y
se tin6 con acetato de uranilo al 2%. Se visualizé por microscopia electronica de trasmision. Los insertos a la derecha de
las figuras son amplificaciones de ciertas zonas la misma microfotografia o bien otra microfotografia de la misma
condicién.
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7. DISCUSION.

7.1 Purificacién de BtubA/B.
Unaide las principales complicaciones de la purificacion de proteinas es la

presencia éle otras moléculas que puedan modificar las propiedades de la proteina
de interés 1fal como ocurridé con tubulina en la década de los 80, donde ademas de
tubulina sé co-purificaban muchas MAPS. Por esta razon se necesita de un
metodo adecuado para obtener BtubA/B de forma pura y funcional.

El miétodo empleado en este trabajo para es el de ciclos de polimerizacion y
despolimer:izacic')n mediante GTP inducidos por alta y baja temperatura,
respectivarﬁente. Algunas de las ventajas del método desarrollado, en
comparacion al de otros métodos descritos en la bibliografia son:

Buen rendimiento en la purificacion. En el primer método descrito para
purificar BtiubAIB (Schlieper y col, 2005) se usaron columnas de exclusién y de
afinidad para proteinas que tenian cola de histidina y generalmente se obtenian
alrededor c!le 34 mg de proteinas por cada 12 litros de cultivos de E. coli C41
(ADE3). En|nuestro caso, no se requiere ninguna modificacion de la proteina como
las colas de histidina y solo ocupa la propiedad de polimerizar y despolimerizar,
por lo que no necesita columnas de afinidad ni exclusién. A partir de la expresion
de la proteiina en cepas de E. coli BL21 plLysS cultivadas en 12 L se obtuvieron
alrededor d;e 150 mg, lo cual representa una mejora de 3 veces en el rendimiento
respecto a lo reportado inicialmente por Schiieper.

Obte?ncién de BtubA y BtubB en cantidades equimolares y funcionales.
Mediante s?dimentacién se determind que la polimerizacidon ocurre cuando ambas
proteinas estan presentes y es mayor cuando su relacion es 1:1 (Figura 5E). Sin
embargo Ieia sobreexpresion de BtubA/B en cepas E.coli BL21 pLysS mostré
cantidadesidiferentes de BtubA y BtubB (Fig. 6A). Por esta razon, los ciclos de

polimerizacién y despolimerizacion resultaron utiles para obtener estas proteinas
|

en cantidaqes equimolares. Ademas, dado que solo la proteina completamente
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funcional es capaz de polimerizar y despolimerizar se va descartando aquella
proteina que se agrega o no polimeriza.

7.2 Las propiedades bioquimicas de BtubA/B se asemejan mas a FtsZ que a
tubulina eucarionte.

Las publicaciones previas al trabajc de esta memoria daban cuenta que
BtubA/B posee caracteristicas que hacian recordar mucho mas a la tubulina
eucarionte ‘que a FtsZ. 1. Se encontraron ambas proteinas en los ectosimbiontes
de Euplotidium y ellas mostraron reaccion cruzada a drogas gue afectaban a la
tubulina euparionte {(Jenkins y col, 2002). 2. La identificacion de los genes BtubA y
BtubB de I%’rosthecobacter degongeii mostré entre un 31 y 34% de identidad de
secuencia con a y @-tubulina (Fig. 2). 3. La resolucién de la estructura
cristalografica mostrd tres dominios caracteristicos del heterodimero de ao/p-
tubuiina (Fig. 1F) (Schlieper y col, 2005). Sin embargo, los ensayos realizados en
esta memoria dan cuenta de propiedades bioguimicas que se asemejan mucho
mas a FtsZ1 que a tubulina y mas atin, bajo algunas condiciones, particularmente el
efecto de calcio sobre la polimerizacion se condice mejor con el comportamiento
de FisZ y e!s contrario al de tubulina. Las propiedades que marcaron similitud con
FtsZ fueron: la cinética de polimerizacién, la actividad GTPasica y la morfologia de
los filamentos. A continuacion se discutiran estos puntos.

7.2.1 Cinética de polimerizacion.

Tal como se menciond, las proteinas homdlogas tubulina y FtsZ poseen una
polimerizacfc’)n de tipo cooperativo que puede ser ajustada al modelo de
po[imerizacfc’)n de nucleacion-condensacion, descrito primero para los polimeros
de actina. Por esta razon era Iégico pensar que BtubA/B mantuviera este mismo
mecanismoi Esto se corroboré con los ensayos de dispersion de luz en presencia
de KCI 24y 95 mM en ausencia y presencia de calcio (1,25 mM), donde se
observaron'claramente las etapas de nucleacién, elongacion y fase estacionaria.
(Figs. 7-9). !
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La iaolimerizacién de tipo cooperativa consiste de J) nucleacion que
corresponde a la unidn de las primeras subunidades de proteinas, que resulta ser
desfavorable dada la falta de mas sitios de unidn entre subunidades que ayuden a
estabilizarla y i) elongacién que es la unidén de subunidades de proteina al
polimero de proteina, que resulta favorable dado el mayor numero de sitios de
interacciénique tiene esta subunidad con otras subunidades del polimero.

En esta memoria, se determind que el aumento de 24 a 95 mM KC, si bien
estimula la polimerizacién, el nimero de subunidades de BtubA/B que forman el
ntcleo de f;olimerizacién no se afecta. Al contrario, el calcio si tiene efecto sobre la
cinética de; nucleacién (en ambas concentraciones de KCl), pues esta se hace
mas lenta. Pese a lo anterior es importante destacar que el tamafio del ntcleo
permanecel inalterado. Tampoco observamos un efecto del aumento de la
concentracion a 95 mM de KCI. Sin embargo, a concentraciones mayores (500
mM de KCI) se produce un aumento de este que es directamente proporcional a la
concentracion de potasio. (Diaz, 2010).

Es ifnpoﬂante destacar que, si bien el método de Nishida que considera
tanto la v{alocidad maxima de polimerizacién como la maxima formacion de
polimeros éque se alcanza bajo cierta condicién fueron inicialmente desarrollados
para los eétudios de polimerizacion de actina, este también resulto ser Gtil para
BtubA/B. El método de Oosawa que considera el tiempe para ailcanzar cierto
porcentaje, del maximo de polimerizacion también fue realizado obteniendo
resultados similares a los de Nishida (datos no mostrados). Asi, el nicleo seria un
frimero al ciue se une el resto de las moléculas de BtubA/B durante el proceso de
eIongacién?en este rango de concentracion de KCI. Este nlcleo coincide con lo
reportado para actina, que muestra la presencia de trimero o un tetramero,
dependienqo los parameifros de velocidad de elongacién, constante de
polimerizacion o tiempos para aicanzar cierto porcentaje de la polimerizacién
(Nishida y Sakai, 1983). Méas adn, en el, caso de actina también se han descrito
mecanismds de nucleacién que incluyen el efecto de cationes como potasio,
magnesio y calcio. Por ejemplo, se ha sefalado que la actina necesita de

magnesio para activar los monéneros de G-actina mediante algtin cambio
!

62




¥
i
¢

conformacional y posteriormente dos de estos mondémeros activados pueden
unirse y formar un dimero, luego un trimero o tetramero y posteriormente elongar
para formar el polimero (Frieden, 1985). En el caso de actina en presencia de
potasio también se ha mostrado evidencia de cambios conformacionales de G-
actina, aunque no hay certeza de que sean los mismos cambios que podrian
producirseicon magnesio. En este sistema la polimerizacion en presencia de
magnesio y potasio es mucho mds répida que la suma de las velocidades
separadas* de estos cationes. Es notable que el efecto de calcio en la
pol:merlzac:lon de actina presente las mismas caracteristicas al alargar la fase de
latencia, y que tampoco se registran cambios en el tamario del niicleo (Nishida y
Sakai, 1983) Sin embargo, comparado con nuestro sistema este cambio en la
velocidad d,‘e nucleacién, medido bajo condiciones idnicas similares a las descritas
en este traﬁajo, mostré que para actina la fuerza iénica del medio afecté en varios
4rdenes de magnitud las constantes y la velocidad de nucleacién, sin afectar el
tamaiio del ndcleo. (Tobacman y Korn, 1983).

En <-‘-;,l proceso de elongacidn se observaron diferencias en todas las
condicionesj experimentales analizadas. Al comparar la cinética de polimerizacién
en presencija de KCI 24 y 95 mM se observa que en un principio ambos casos es
de rapido cirecimiento. Sin embargo, para el caso de 95 mM de KCI aparece un
punto de inﬂexién que genera una segunda fase de elongacién mas lenta (Fig. 12).
Este compo;rtamiento se debe a que KCl estimularia el proceso de “annealing” que
consiste engla interaccion de filamentos simples entre si para formar manojos de
filamentos dobles que se producen por e] aumento de KCI.

Por cétro lado el calcio afecté de manera diferente la elongacién. Asi, con
KCl 24 mM%, se observa la aparicion de un punto de inflexidén que genera una
segunda fase que tiene una elongacién que se va haciendo mucho mas lenta. Con
KCl 95 mM en cambio, no se observa ningln tipo de inflexién y el proceso de
elongacion es de una fase, dando cuenta que se produce un proceso inverso en la
éste proceso al agregar calcio. Estos resultados dan cuenta que tanto KCI como
calcio estimhlarian el proceso de “annealing”, siendo ésta mayor en el segundo
caso. Lo més probabie es que los manojos inducidos por KCI sean potenciados
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por calicio y por esta razon haya una elongacién de una sola fase para la condicion

KCI 95 mM con calcio 1,25 mM, lo cual indicaria que la nucleacién y la elongacion

ocurran en manojos de filamentos.

Ofra de las propiedades que caracterizan la polimerizacién de proteinas que
exhiben mecanismos de cooperatividad, como BtubA/B, es la concentracién critica
(Cc), que §e define como la concentracién de proteina minima que permite su
polimerizacién y corresponde al reciproco de la constante de equilibrio de
elongacion; (Ke) del polimero. Por lo tanto se analizé la dependencia de Ia
concentracic’m critica respecto a la concentracién de KCl y CaCl,, manteniendo las
mismas coﬁdiciones experimentales utilizadas para el andlisis de la nucleacion y
eIongacién?(Fig. 10). Se observd que fanto potasio como calcio producen una
disminuciér:t de la Cc. El aumento de KCl de 24 a 95 mM, disminuy6 la Cc desde
417 uyM a 2,29 uM respectivamente y confirma los resultados obtenidos
previamente, donde se abarcaba un mayor rango de concentracién del cation
(Diaz, 2010). Por su parte, el incremento 24 y 85 mM de potasio, en presencia de
calcio 1,255mM a mostro valores de Cc de 3,45 uM y 1,54 uM, respectivamente.
Esta disminjucién de la Cc indica, basicamente que existe una mayor tendencia de
las subunidfades a formar el polimero, Asi, los valores de Ke, calculados a partir de
Cc fueron 2,35 x 10° M con KCI 24 mM y 4,44 x 10° M con KCI 95 mM y al
agregar calcio 1,25 mM, 2,90 x 10° M y 6,90 x 10° M™, respectivamente. Por lo
tanto, KCIi y CaCl, favorecen la asociacion de subunidades durante la
polimerizacion, siendo mayor para calcio. La misma tendencia fue observada por
sedimentacic’m (Fig. 13) y actividad GTPasica (Tabla 2). El efecto de calcio sobre
el proceso de polimerizacion se interpretd como una disminucién de la constante
catalitica de la actividad GTPasa (Kispp menor que 1 mM) que se contrapone al
efecto activador de calcio.en tubulina En presencia de calcio 5 mM los valores de
la Cc dismiriuyeron alrededor de 4 veces de forma independiente a la presencia de
potasio. AI analizar los valores de la concentracién critica con la ecuacion
desarrollada por Nishida y Sakai (apéndice 1) se sugiere que esta disminucion
produce un_jaumento en el nimero de filamentos durante la etapa de nucleacién.

Este aumeﬁto en la densidad de poblacion de filamentos de BtubA/B podria
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afectar la hocurrencia de interacciones laterales y con elio, la formacién de
manojos. Este comportamiento se manifiesta en el cambio de pendiente de las
rectas que generan los A dispersion vs concentracion de BtubA/B y cuyo
intercepto nos da la concentracién critica en las distintas condiciones estudiadas
(Fig. 10), donde observamos una curva de menor pendiente para KC| 24 mM
respecto a las otras condiciones analizadas. Este grafico nos indica que en alguna
concentracjén entre 24 y 95 mM de KCI (probablemente més cerca de ésta
tltima), en iausencia de calcio se generan las condiciones idnicas que permiten la
formacion de manojos producto de interacciones laterales. Ademas este proceso
ocurre por§ debajo de 24 mM de KCI en presencia de calcio 1,25 mM. Este
comportamiento de BfubA/B resulta interesante, pues para tubulina, un rango
similar de céalcio produce cambios en la dindmica de polimerizacién, aunque en la
direccion contraria, pues el catién induce despolimerizacion e incremento del valor
de Cc (Berkowitz y Wolff, 1986). Otra diferencia con respecto al efecto del calcio
es que el cambio en la concentracion critica no va acompariado de ningln cambio
en el tipo de polimero que forma la tubulina puesto que las pendientes del grafico
de A disper;sién vs concentracion son idénticas.

Si bi:en no hay estudios acerca del efecto de Ca*? sobre la concentracion
critica para‘ el caso de FisZ, se puede observar que la cinética de polimerizacion
de ésta es fnuy similar a lo visto en BiubA/B. Por lo tanto es razonable pensar que
el efecto que ejerce el calcio sobre BtubA/B es al menos similar de FisZ

7.2.2 Actividad GTPasica.

Las jdinémicas de polimerizacién de las proteinas del citoesqueleto de
eucariontes' y procariontes son energéticamente altas aunque evolutivamente
conservadas, i0 que indica su importancia para el desarrollo de las funciones
bioldgicas. ;Para esto, la mayoria de las proteinas citoesqueléticas unen e
hidrolizan n:ucleésidos trifosfato (NTP), lo que les permite transformar la energia
quimica en jenergia mecanica que permite una dinamica de polimerizacion alejada
del equilibri? quimico. Si bien la tubulina y la FtsZ unen GTP, hay otras proteinas
como actina que une ATP, asi éstas polimerizan cuando estén unidas al NTP.

i
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Poco después de su unién al polimero las subunidades hidrolizan el NTP a
nucledsidos difosfato (NDP), liberando el fosfato inorganico (Pi) y reteniendo el
NDP en [as subunidades del polimero, el cual se vuelve mas inestable que el
polimero c?n NTP. La despolimerizacion libera las subunidades individuales que
estaran disponibles para otro ciclo de polimerizacion. En [a tubulina eucarionte, el
GTP unido? a B-tubulina es intercambiable e hidrolizable, a diferencia del GTP
unido a a-itubulina que no es intercambiado ni hidrolizado. La base de esta
diferencia se atribuye al lazo T7 ubicado en el extremo “menos” de las
subunidades (Nogales y col, 1999). En [a estructura cristalina de a/B-tubulina, el
glutamato 254 de la a-tubulina que se encuentra conservado en todas las a-
tubulinas. g.sté en contacto con el fosfato-y del GTP en el sitio de unién en B-
tubulina, er:1 la interface dimero-dimero En la B-tubulina la posicidon homdloga 254
se encuentra una lisina que se localiza en la interface intradimero lo que impide la
hidrélisis del GTP de la a-tubulina (Nogales y col, 1999). En FtsZ, la mutacién del
residuo en [a posicion estructuralmente conservada de la a-tubuina E254 (D212)
inhibe la hic;lrc’:lisis del GTP pero no la unién del GTP (Dai y col, 1994; Mukherjee y
Lutkenhaus;, 1994; Diaz, 2010).

Para? el caso de BtubA/B, se observd previamente que la hidrélisis de GTP
es estimuléda por la formacion de protofilamentos y su valor esta entre 0,117 y
1,37 min™! (Sontag y col, 2009; Sontag y col, 2005). Un aspecto interesante con
respecto a BtubA/B es que, BtubA, considerada la homologa de B-tubulina,
presenta en su aminoacido 254 un residuo de glutamato (al igual que BtubB). Mas
aun, en mti.ltantes de BiubA/B que sdlo pueden formar el heterodimero, estos
poseen uné actividad GTPasica baja pero por encima de los mondmeros por
separado (Sontag y col, 2009). Todo esto sugiere que, a pesar de las diferencias
estructurale?s del lazo T7 de BtubA tanto con BtubA como tubuling, la presencia de
la carga negativa de! glutamato 254 puede inducir una leve actividad GTPasica en
BtubB cuan’jdo se forma el heterodimero, aunque no se puede determinar en este
caso la contjribucién en la actividad GTPasica de cada mondmero.

En eéta memoria de titulo se estudié el efecto del KCl y calcio en la
hidrélisis de GTP.
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Con ifrespectm al efecto del KCIi sobre la actividad GTPasa, donde se estudi6
el rango de concentraciones entre 24 y 95 mM, tanto en ausencia como en
presencia cije distintas concentraciones de calcio (Fig. 15E y F), se observé que
solo hubo ti:!iferencias de entre 5 y 19%. Este mismo efecto se observé en FisZ de
E coliy nfi jannashii donde también hubo aumento de la actividad GTPasica
cuando se ;aumenté de 50 a 100 mM de KCI, aunque la diferencia porcentual fue
mayor en iambos casos. Esto se deberia, de acuerdo a experimentos de
simulacione;s de dindmica molecular, a que en presencia de ion K™ se permite el
posicionam;fento de una molécula de agua en una posicién compatible que permite
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la interaccipn del fosfatoc gamma del GTP. Esta molécula de agua estaria en
coordinacici;n con el i6n K (la distancia entre K™ y el oxigeno del agua es de 3 A).
Este arreglo podria favorecer la estabilidad del dimero y la hidrélisis de GTP
(Mendieta y col, 2009). Es posible que en BtubA/B ocurra un efecto similar, pues
también hay un incremento de la hidrélisis de GTP en un rango similar de
concentraci;ones de KCI. Sin embargo, dado que este incremento es bastante
menor a loireportado para FtsZ, también se podria deber a que la concentracién
critica disminuyd y por lo tanto se forman mas polimeros y por ende Ia hidrdlisis de
GTP aumet?ta.

Calcio mostré un marcado efecto inhibidor sobre la actividad GTPasa de
manera cafsi independiente de [a concentracion de KCI. Asi, la velocidad
disminuyd 75 veces con el rango de concentracion de calcio de 0 a 5 mM, valor
cercano a |la actividad GTPasa de las subunidades de BtubA y BtubB por
separado. (|Sontag y col, 2005). De manera similar, se observé una disminucion de
6 veces en |a actividad GTPasica para FitsZ con 50 mM de KCI y 40 mM de calcio.
Esto indica que la actividad GTPasa de BiubA/B es mucho mas sensible que FtsZ
ala inhibicifc’m por calcio. Sin embargo el comportamiento de FtsZ con respecto
calcio en m:as complejo pues entre 0 a 2,5 mM de Ca*? se observd una activacion
de la actividad GTPasica y luego hubo una disminucién de ésta a mayores
concentraciones y cuyo grafico ket Vs concentracion de FtsZ es similar a lo
observado Econ BtubA/B (Figs. 15E y F) (Xuan-Chuan y Margolin, 1997). En
oposicién con BtubA/B en la tubulina presenta una activacién por Ca*? en un rango

|
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de concentracién similar al de BtubA/B (1-6 mM). El aumento es mayor en el rango
de 0 a 2 mM y luego esta estimulacion se va haciendo menor hasta llegar a una
saturacion del efecto a una concentracion de 6 mM aproximadamente (Soto y col,
1996). Vale la pena enfatizar que para tubulina se observa una curva de actividad
GTPasica vs concentracién de calcio completamente opuesta en el mismo rango
de concentiracién que para BtubA/B. La disminucion de la actividad GTPasa de
BtubA/B en presencia de calcio se correlaciona con la formacién de manojos de
filamentos (iFig. 16D) y con [a disminucién de la velocidad de despolimerizacién en
los ensayos de dispersién de luz (Fig. 7B y Figs. 8 y 9) lo que indicaria que los
manojos d!e filamentos estabilizan a los filamentos individuales contra Ila
despohmenzacmn al disminuir su actividad GTPasa. Si los fi Iamentos son
establllzados las subunidades disponibles para intercambiar el GDP por el- GTP e
iniciar un nuevo ciclo de polimerizacién e hidrdlisis disminuyen, pues se quedan
atrapadas en los manojos, los cuales al ser mas largos disminuyen el nimero de
extremos donde se produciria el infercambio de subunidades con GDP por GTP.
Otra posibiiiidad es que el calcio afecte directamente la hidrélisis de GTP en el sitio
activo. Unoide los estudios en FisZ que apoya esta idea acerca de Ia disminucién
de la activiéjad GTPasica con la presencia de calcio y otros cationes divalentes
sefiala que,; ademas de existir una coordinacién entre este tipo de iones y los
oxigenos de los fosfatos del GTP, también existe una conformacién alternativa
donde hay una interaccién entre el i6n calcio y el nitrégeno 7 de la base purica de
la guanina :que generaria una torsién que formaria una forma mas plegada del
GTP (Sigeljy col, 2001). Asi, se produce una interaccién entre la proteina y la
forma altemfativa de GTP que reduciria la coordinacién de los fosfatos con el sitio
activo de la ;FtsZ y con ello se impediria la hidrélisis de este GTP (Marrington vy col,
2004). :
%

7.2.3 Morfologia de los filamentos.

Uno de los aspectos que presenta mas diferencias entre tubulina eucarionte
y FisZ es jla morfologia de los filamentos. La tubulina eucarionte presenta
interacciones longitudinales para formar protofilamentos lineales y un promedio de
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13 protofilamentos en paralelo que forma la pared del microtibulo y esta
estructura se mantiene bajo casi todas las condiciones en las que se ha estudiado.
Por otro lado, la morfologia de los polimeros de FisZ presenta mayor variacion y
se han eﬁcontrado in vitro protofilamentos simples, dobles y manojos de
protofilamentos de acuerdo a las condiciones en las que se encuentre. Dada la
alta identidad de secuencia que presenta BtubA/B con tubulina, y la presencia de
regiones caracteristicos de ésta era posible esperar aiguna similitud de la
estructura de los filamentos. Sin embargoe se encontraron desde los primeros
estudios que los filamentos de BtubA/B consistian principalmente en
protoﬁlamehtos simples y manojos de filamentos que en ningln caso eran
microtlibulos. Los resultados de microscopia electronica de filamentos
polimerizados en las condiciones experimentales descritas muestran que se
producen cambios en la morfologia de los filamentos. Asi, con KCI 24 mM solo se
observaron filamentos pequefios y simples y al aumentar KCI a 95 mM se inducian
filamentos simples muchos mas largos y algunos filamentos dobles (Fig. 16C).
Calcio induce la formacién de manojos de filamentos muy largos y similares a los
encontrados en KCI 85 mM (Fig. 16B) para el caso de KCI 24 mM . Con KCI 95
mM y calcio 1,25 mM se observaron mayoritariamente manojos de
protofilamentos.

Los filamentos encontrados con KCI 24 mM explican la baja dispersion de
luz, pues qsta es proporcional al largo de los filamentos. KCI 95 mM induce
filamentos rﬁés largos que dan cuenta del aumento de dispersion de luz y estos al
estabilizarsé con calcio como manojos producen todavia un mayor aumento.

7.3 Signiﬁcédo biolégico de las condiciones de polimerizacién estudiadas.

El mécanismo de polimerizacion de los filamentos de BtubA/B descritos en
esta memoria, si bien no es capaz de proveer una funcién especifica, si puede
sugerir el estado en que se encuentra estos filamentos de BiubA/B en
Prosthecobacter. Hay. por lo menos tres reacciones distintas observadas in vitro
que podrian estar controladas por separado in vivo: nucleacién, elongacién y
despolimerizacién. En este trabajo se analizé ia polimerizacién de BtubA/B en
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funcion de dos concentraciones de KCI y distintas concentraciones de calcio. Con
respecto a la concentracién de potasio intracelular en E. coli, esta se encuentra
entre 100 y 500 mM. No existe un registro acerca de la concentracién intracelular
de potasio en Prosthecobacter, pero se espera sea similar, por lo que la
polimerizac'ién de BtubA/B estaria favorecida principalmente por la condicidn
iGnica del medio. En los microtibulos, FisZ, actina y ofras proteinas
citoesquelé;ticas, la regulacion de la polimerizacion, estd controlada por otras
proteinas éque favorecen y desfavorecen alternativamente la nucleacion,
eIongacic’m,? acortamiento y anclaje de sus polfmeros. Por ejemplo en la
polimerizacion de la tubulina los centriolos o cuerpos basales controlan
espacialmehte la formacién de los microtibulos, en FtsZ Ia correcta localizacién de
anillo-Z depende del sistema MinD/C/E y en actina el complejo Arp2/3 regula la
nucleacién de los filamentos de actina, lo que indica la importancia de la
regulacién a nivel de nucleacion. Con respecto al efecto del calcic sobre el tamafio
del nﬂcleo,lvemos que este es practicamente nulo, pues los valores n (nticleo
critico) no variaron con calcio. Considerando las posibles condiciones fisicldgicas
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del Prosthecobacter, es muy probable que el tamafio del nicleo se mantenga en

torno del trimero lo que es similar al nicleo de Ia actina.

Una éforma de impedir la polimerizacién espontdnea de BtubA/B en
Prosthecobacter a nivel de nucleacion es a partir del control de los niveles de
expresién de BtubA/B, lo que resulta probable, pues se ha observado que la
transcripcion de los genes del operon-bfub es mucho mayor en la fase
estacionarie% que en la fase exponencial de crecimiento (Pilhofer, comunicacién
personal). O:tra posibilidad es la participacién de bkie, ubicado rio abajo del btubB
para el control de la nucleacién de BtubA/B, ya sea ubicando y favoreciendo los
sitios de n;{xcleacién o por el contrario, impidiendo la nucleacién en sitios no
deseados, rﬁediante la interaccion directa con el heterodimero o con unc de los
dos monéméros.

En E.icoli se observd que los filamentos de BtubA/B estaban agrupados en
manojos que recorrian toda la longitud de la célula y se ubicaban en el centro en
algunas célillas 0 contiguos a las membranas en otras (Sontag y col, 2005) (Fig.
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4E). Ademads, las células adoptan una morfologfa peculiar curva (Pilhofer,
comunicacién personal), lo que se podria deber a que los filamentos de BtubA/B
estan empujando en cada extremo de la célula. Los estudios in vifro de este
trabajo confirman la tendencia de los filamentos de BiubA/B a interactuar entre sf y
formar maqojos en altas concentraciones de potasio y de calcio, y teniendo en
cuenta que estos filamentos cruzan de polo a polo las bacterias, estos parecen
estar mezclados en su polaridad individual, por lo que los dos extremos del
manojo de‘ﬁlamentos crecerian a una misma velocidad. El filamento inhibe la
division de ila bacteria al impedir la estrangulacién de las membranas en el centro
de la célula.

En barticular, para Prosthecobacter degjongeii se ha observado por
microscopia de fransmision de electrones, estructuras de protofilamentos que
forman manojos localizados en el centro de las células, y debajo de la membrana.
Un resultaiio similar se observé con ensayos de inmunocitoquimica con
anticuerpos anti-BtubA o anti-BtubB (Pilhofer, resultados no publicados). La
formacion de manojos estabiliza a los filamentos de BtubA/B contra la
despolimeri‘zacién (Fig. 8 y Fig. 9) y ademas le confiere elasticidad a las células
(Heidemann y Wirtz, 2004), lo que apoya la idea de que los manojos de filamentos
de BtubA/B tienen una funcion estructural que determinaria la forma alargada de

Prosthecobacter. Esta funcién estructural, al formar manojos de filamentos y
participar en la mantencion de la forma celular es similar a lo encontrado para
otras proteinas. Por ejemplo la Crescentina, que es requerida para mantener la
forma vibricj:ide o helicoidal de C. crescentus y que se ubica como un filamento
helicoidal qjue va de polo a polo a través de un lado de la célula (Ausmees y col,
2003) y MréB que estaria codificado en un cluster de genes involucrados en la
mantencién% de la forma celular en un grupo diversc de bacterias (Michie y Léwe,
2006).

Finalr“nente, aunque no se puede descartar alguna ofra funcion, dada la
homologia que presenta con tubulina y con FisZ, parece poco probable que
adopte las funciones de estas proteinas, dado que las condiciones fisiol6gicas que
presenta Ia} bacteria hacen mas probable que los filamentos de BtubA/B se

|
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encuentren como filamentos largos, e incluso manojos que permanecen estables
y no presenten otras caracteristicas, como por ejemplo [a inestabilidad dinamica
de los microtibulos que le permite al filamento buscar su destino en el espacio
tridimensional de la célula. Por ello, no parece factible que BtubA/B, tenga la
funcion de segregar moléculas de ADN. Tampoco parece probable que BtubA/B
tenga alguna funcion en la divisién celular como el caso de FisZ, pues algunas
bacterias del phylum Verrucomicrobia presentan los genes que codifican para FisZ
y se ha oBservado que existe un aumento transitorio de la cantidad de calcio
intracelular durante los procesos de divisién celular, que contribuiria precisamente
a mantenér mas estables a los filamentos de BiubA/B. Por ello las
concentraciones de KC! y CaCl, analizadas en esta memoria apoyan la idea de
que BtubA/B tendria una funcién netamente estructural in vive, ayudando a
mantener la forma celular, que incluye a la prosteca para aumentar la superficie de
absorcién de los nutrientes y adherirse de mejor forma a las superficies de su
habitat.

[P
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8. CONCLUSIONES.

. El metodo de purificacién de BtubA/B (tubulina bacteriana), por ciclos de
polimerizacion y despolimerizacion, permiti6 obtener una proteina
practicamente pura, funcional y sobre todo, con cantidades practicamente
equimolares de BtubA y BtubB, independiente de la mayor expresion de
aIguﬁa de las subunidades del heterodimero.

. El a#mento de la concentracion de potasio reduce la concentracién critica

de la polimerizacién de BtubA/B aunque no parece incrementar el tamafio
|

del n;ﬁcleo en este rango de concentracion.

) Esteinacieo parece ser un trimero tal como los nicleos de actina. A una
concentracidn de KCI 95 mM se forman comienzan a formar manojos por
interacciones laterales entre filamentos de BtubA/B. Este efecto que ejerce
el po:tasio es similar al efecto que se ejerce en FtsZ en un rango similar al

L, ;
estudiado en esta memoria.

. El atﬁmento de la concentracién de calcio también reduce la concentracion
critica de la polimerizacién de BtubA/B y no afecta el tamafio del nticleo. Sin
embargo, el efecto que ejerce el calcio es mucho mayor que el de potasio y
afect?a toda la cinética de polimerizacién de BtubA/B, incluyendo la de
facilit?r la interaccion lateral entre filamentos para formar manocjos muy
estaﬁles, a bajas concentraciones de KCl. Este efecto nuevamente es muy
simi!ajr a lo que ocurre con FisZ y por el contrario, se genera un efecto
opuesto a lo que ocurre con tubulina.

i
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APENDICE.

A. Derivacion de Nishida y Sakai del proceso de nucleacion.

Dada la dificultad de modelar matematicamente el proceso de nucleacion,
tanto en la determinacion del tamano de este y las constantes que la rigen
(Esquema), los autores simplifican el proceso asumiendo que el proceso de
nucleacion se establece en un solo paso donde n es el numero de subunidades de
BtubA/B necesarias para formar el nucleo y k* es la constante de nucleacion.

Nucleacion Elongacion
k, k; K, k, k, K, o &
000 ?-* N = G- GRA = o]
- - w
[
k-f n k—f k-1 k-1 ®
k' k,
nS=PpP S+P 2P
k k.
Simplificacion nucleacion Simplificacion elongacion

Con esta simplificacion y si despreciamos la perdida de filamentos, una vez
qgue estos se han formado, la tasa en que estos filamentos son formados esta
dada por la ecuacion (1).

dP
—=k[s] )
il

Donde P es la concentracién de extremos de los filamentos y S es la
concentracion de subunidades de heterodimeros de BtubA/B. Similarmente, si
despreciamos la despolimerizacion de los filamentos la tasa de polimerizacion
(vista desde la perdida de heterodimeros en la reaccién) esta dada por la ecuacion

(2).

—— : 2
— = k,[PllS] @

Ahora bien, si nos fijamos en el momento particular de maxima tasa de
polimerizacion ocurre un punto de inflexion en el grafico de dispersion donde entre
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otras cosas la aceleracion de la tasa de polimerizacién que es a su vez la segunda
derivada de la tasa de polimerizacion tiende a cero (3).

d*s
dt?

Para encontrar este punio tomamos la derivada de la ecuacion (2). Usando
la regla de la cadena, obtenemos:

=0 )

sz d

= k[Pl

dZS dP .S'*
ko |S™ dP"' k,|P a5 4)

Ahora, sustituyendo las ecuaciones (1) y (2) dentro de la ecuacion (4)
obtenemos.

ko IS”1(K7[S7]™) = ko [P1 (2 [P1S™])

km[ n—_J [P]Z

La ecuacidn (5) nos muestra la concentracién de filamentos de acuerdo a la
concentracion de heterodimero inicial y las constantes de nucleacion y
pelimerizacion. Ahora si nos volvemos a centrar en el punto de maxima velocidad
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de polimerizacidn (Vmax) y sustituimos [o obtenido de la ecuacion (5) en la

ecuacién (2) obtenemos.

k* n n,,
Vs = o lPIS'] = ls7] [ 17T = VRIS 6

En este punto, se asume que la conceniracion de subunidades o
heterodimeros como en nuestro caso se mantiene mas o menos constante a la
concentracion inicial de las subunidades Go. Otra forma de graficar esto es
asumiendo que el maximo numero de filamentos son formados antes que la
concentracion de subunidades libres sean significativamente menores a la

concentracion inicial.

max \/ kz [S #]_—}-1

Ahora normalizando la maxima tasa de cambio en nuestras sefiales de
dispersion de luz por la maxima sefial de dispersion de luz (Imax) es equivalente a
dividir por la concentracién inicial de las subunidades obtenemos.

V.5 n
== [kl [ST?
Iméx

Y finalmente, tomando el logaritmo en ambas partes, se obtiene.

lo g(Vmax) = log(y/kok*) += log([S*])

Imax

Esta ecuacion es equivalente a una ecuacion del tipo Y= mx + a, por lo que
al hacer un grafico de doble logaritmo, obtendremos una recta cuya pendiente es
equivalente n/2 donde n es el tamafo del nlcleo critico, entendido como el
polimero estable mas pequeiio.
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