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ABREVIATURAS

Abreviatura Significado
[7-32P]-GTP Guanosin trifosfato marcado con **P en el fosfato Y
ADN Acido desoxirribonucleico
ADP Adenosin difosfato
AFM Microscopia de fuerzas atomicas
ATP Adenosin trifosfato
BCA Acido bicinconinico (del inglés BiCinchoninic Acid)
Un tipo de camara fotografica digital (del inglés Charge-Coupled
CCD .
Device)
Da Dalton, unidad de masa molecular (g/mol)
DMSO Dimetilsulféxido
Acido etilendiaminotetraacético (del inglés EthyleneDiamineTe-
EDTA . .
traacetic Acid)
Acido etilenglicol-bis(2-aminoetileter)-N,N,N",N'-tetraacético (del
EGTA inglés Ethylene Glycol-bis(2-amioethylether)-N,N,N’,N -Tetraacetic
Acid)
S-isotiocianato de fluoresceina (del inglés Fluorescein-5-
FITC .
IsoThioCyanate)
FRAP Recuperacion de la sefial de fluorescencia después de fotoblanqueo
(del inglés Fluorescence Recovery After Photobleaching)
GDP Guanosin difosfato
GFP Proteina verde fluorescente (del inglés Green Fluorescent Protein)
GMPCPP Guanosina-5"-[(a,3)-metileno]trifosfato



Abreviaturas

GTP

GTPasa

HEPES

IPTG

LB

MES

PDB

PEM

PIPES

SDS

SDS-PAGE

Tris

UV-Visible

Guanosin trifosfato

Actividad de hidrélisis de GTP

Acido (N-[2-hydroxietil]piperazina-N’-[2-etanosulfonico]
Isopropil B-D-tiogalactopiran6sido

Medio de cultivo Luria Broth

Acido 2-[N-morfolino]etanosulfonico

Banco de Datos de Proteinas (del inglés Protein Data Bank)
Tampon 50 mM PIPES, 5 mM MgClz, 1 mM EDTA, pH 6.5

Punto isoeléctrico
Acido piperazina-N,N’-bis[2-etanosulfonico]

Dodecil sulfato sédico (del inglés Sodium Dodecyl Sulfate)

Electroforesis en geles de poliacrilamida con dodecil sulfato sodico
(del inglés Sodium Dodecyl Sulfate-PolyAcrylamide Gel Electrop-
horesis)

Tris(hidroximetil)Jaminometano

Ultravioleta-Visible
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SIMBOLOS

Alfabeto latino

Simbolo Significado

A Absorbancia

a(r,t) Desplazamiento de franjas (velocidad de sedimentacion; es funcion
del radio y del tiempo)

C, Concentracion critica de ensamblaje

Cli Concentracion critica de formacion de filamentos

Chred Concentracion critica de formacion de redes de filamentos

C, Concentracion total

c(s) Distribucion de coeficientes de sedimentacion (es funcion del coefi-
ciente de sedimentacion, s)

D Coeficiente de difusion

f Coeficiente de friccion

fY Coeficiente de friccion a dilucién infinita

finin Coeficiente de friccion de una esfera anhidra equivalente

f / Jrmin Relacion friccional en relacion a una esfera anhidra equivalente

f / Jo Relacion friccional en relacion a una esfera hidratada equivalente

fr; Fraccion de especie 1

frpol Fraccion de polimero

g(t) Funcion de autocorrelacion (es funcion del tiempo)

J Flujo

K Constante de asociacion

K, Constante de elongacion de un polimero cooperativo

K, Constante de nucleacion de un polimero cooperativo

11



Simbolos

k, Constante de no idealidad hidrodinamica

L Longitud

Alfabeto griego

Simbolo Significado

A Incremento

1) Errores aleatorios en los datos de desplazamiento de franjas (veloci-
dad de sedimentacion)

€ Coeficiente de absorcion molar

o) Errores sistematicos en los datos de desplazamiento de franjas (velo-
cidad de sedimentacion)

Mo Viscosidad del disolvente

A Longitud de onda

v Volumen especifico parcial

Vg Volumen especifico parcial de una particula hidratada

0 Angulo de dispersion de luz

Po Densidad del disolvente

T Tiempo de autocorrelacion

w Velocidad angular
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RESUMEN

En esta Memoria de Tesis Doctoral se han empleado condiciones experimentales que
simulan la osmolaridad y el aglomerado ambiente del citoplasma bacteriano para el
estudio del ensamblaje de la proteina esencial de division celular de E. coli FtsZ.

FtsZ (40 kDa), en presencia de GDP, tiene una débil tendencia a oligomerizar
en disoluciones diluidas que contienen concentraciones apropiadas de osmolitos fisio-
logicos. Sin embargo, en presencia de GTP, FtsZ ensambla de manera cooperativa
para formar filamentos dinamicos finos relativamente pequefios (1-2-10° Da).

La aglomeracion macromolecular favorece el ensamblaje GTP-dependiente de
FtsZ en polimeros bidimensionales dinamicos que desensamblan después de agotado
el GTP. Las iméagenes de microscopia de fuerzas atomicas revelan que estos polime-
ros adoptan la estructura de cintas de una subunidad de alto. Comparadas con los fi-
lamentos de FtsZ observados in vitro en ausencia de aglomeracion macromolecular,
las cintas presentan un retraso y disminucion de la actividad GTPasa y una disminu-
cion en el intercambio de GTP dentro del polimero.

Proponemos que, en el aglomerado citoplasma bacteriano y en condiciones
que promueven el ensamblaje, los filamentos de FtsZ tienden a alinearse esponta-
neamente formando las cintas dindmicas. Estas estructuras podrian formar parte del
anillo Z que se forma en el septo bacteriano en el momento de la division celular bac-
teriana, sin necesidad de interacciones especificas adicionales. Postulamos que, en
células en reposo (no-division), deben existir mecanismos de regulacion que eviten el
ensamblaje de las cintas de FtsZ (y del anillo Z), lo que evitaria la formacion del sep-

to a destiempo durante el ciclo de division.
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1 INTRODUCCION

1.1 FtsZ y division celular

1.1.1 FtsZ, una proteina esencial en la division celular

La proteina FtsZ, que estd conservada en la mayoria de los organismos procariotas,
juega un papel central en la division celular de estos organismos. En los cloroplastos
de algunas algas y plantas superiores como Arabidopsis thaliana (Vitha et al., 2001)
se han encontrado homoélogos de FtsZ, asi como en mitocondrias de algas de la espe-
cie Mallomonas splendens (Beech et al., 2000). El gen fisZ se descubrio, al igual que
otras proteinas de division celular, por medio de mutaciones termosensibles que inte-
rrumpian la division celular causando filamentacion de E. coli, de ahi el nombre fts
de filamentacion termosensible (Rueda, 2002). FtsZ es la proteina mejor caracteriza-
da en division celular.

Las moléculas de FtsZ se encuentran en el citoplasma hasta el momento pre-
vio a la division. Estudios de fluorescencia con anticuerpos anti-FtsZ y fusiones FtsZ-
GFP indicaron que FtsZ forma un anillo (anillo Z) en o cerca de la cara interna de la
membrana en el sitio de division de la bacteria (Bi y Lutkenhaus, 1991; Vitha et al.,
2001), siendo éste el primer evento conocido de la division celular (Figura 1.1).

FtsZ es esencial para la posterior localizacion del resto de proteinas que inter-
vienen en la division celular. Durante el proceso de septacion, el anillo de FtsZ se

contrae y finalmente se produce la separacion de las dos bacterias hijas.

15



Introduccion

(

Figura 1.1. Comportamiento dindmico de FtsZ durante el ciclo celular. FtsZ permanece

en el citoplasma antes de la formacion del anillo. La formacion del anillo en el punto medio
de la bacteria puede originarse a partir de un unico punto. Durante la division, el anillo Z

disminuye su diametro acoplado al borde del septo.

1.1.2 La maquinaria de division celular bacteriana

La division celular requiere un complejo multiproteico que ensambla en el sitio de
divisioén y que produce la constriccion de la membrana citoplasmatica junto con las
distintas capas que forman la pared celular. En E. coli, se requieren al menos 10 pro-
teinas: FtsZ, FtsA, ZipA, FtsK, FtsQ, FtsL, FtsB, FtsW, FtsI (PBP3) y FtsN, que en-
samblan de una manera secuencial en el sitio de division (Figura 1.2) (Buddelmeijer y
Beckwith, 2002).

Se ha descrito la interaccion de varias de estas proteinas, FtsA y la proteina de
membrana ZipA, con FtsZ (revisado en (Addinall y Holland, 2002)). FtsQ, Ftsl,

FtsW, todas ellas proteinas de membrana, participan en la sintesis del peptidoglicano
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de la pared celular, necesario para la constriccion de la pared celular y sintesis de los

polos de las bacterias hijas.

5
4 FisL/FisB 7
FtsQ Ftsl 8
FtsN
3
1 FtsK

FtsZ

Seleccion del sitio
de division

Figura 1.2. Maquinaria de la division celular bacteriana. La maquinaria ensambla en el
sitio de division y dirige el proceso de constriccion de la membrana y la pared celular. En E.
coli, el ensamblaje de las proteinas es secuencial, y consiste en los pasos del 1 al 8 mostrados
en la figura. En el paso 1, se produce una sefial que define el sitio de division. FtsZ en un
estado polimérico se dirige a la membrana a formar un anillo alrededor de la célula, llamado
anillo Z. En los pasos del 2 al 8 el resto de proteinas ensamblan en el orden mostrado. Figura

adaptada de (Carballido-Lopez y Errington, 2003).

Se cree que existen dos factores que regulan la seleccion del sitio de division
donde FtsZ forma el anillo, la oclusién del nucleoide y el sistema min (Margolin,
2001). El modelo de la oclusion del nucleoide se refiere a un mecanismo inhibitorio
no bien comprendido todavia que previene que la division ocurra en las inmediacio-
nes del nucleoide (Den Blaauwen et al., 1999; Woldringh et al., 1990). En E. coli el

sistema MinCDE consiste en tres proteinas, MinC, MinD y MinE. MinC es realmente
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el inhibidor de la formacion del anillo (Hu et al., 1999). MinD es una proteina de
membrana con actividad GTPasa que interacciona con MinC. MinE se requiere para
la oscilacion polo a polo de MinCD, que, en promedio, resulta en una concentracion
menor del inhibidor de la polimerizacion de FtsZ, MinC, en el centro de la bacteria

(Meinhardt y de Boer, 2001), permitiendo la polimerizacion de FtsZ en este lugar

1.1.3 Relacion estructural entre FtsZ y la tubulina eucariota. El citoes-
queleto bacteriano

La identidad de secuencia entre FtsZ y tubulina es muy escasa (10 %), pero contienen
un motivo homoélogo de 7 aminoacidos que en tubulina estd implicado en la unién de
nucledtidos de guanina (de Boer et al., 1992; RayChaudhuri y Park, 1992); ambas
tienen actividad de hidrélisis de GTP (Mukherjee y Lutkenhaus, 1999), la habilidad
de polimerizar para formar filamentos (Erickson et al., 1996) y presentan estructuras
secundarias homologas (de Pereda ef al., 1996). La resolucion de la estructura tridi-
mensional de FtsZ de la arquea termoéfila Methanococcus jannaschii (Lowe y Amos,
1998) y del heterodimero de a,-tubulina (Nogales et al., 1998) de cerebro bovino en
el mismo afo, ofrecid evidencias concluyentes de la homologia estructural (Figura
1.3).

FtsZ y tubulina presentan un plegamiento casi idéntico y pertenecen a una
misma subclase dentro de la familia de las GTPasas. Los residuos que forman el sitio
de unién a GTP en tubulina y FtsZ estan especialmente conservados, reflejo de la
similitud con que las dos proteinas interaccionan con el nucleétido. En el heterodime-
ro de o,B-tubulina y en el microtubulo, cada mondmero de tubulina interacciona con
el nucledtido presente de la subunidad que se encuentra situada debajo (Figura 1.3).

Se ha postulado una interaccion similar para FtsZ a partir de un modelado del alinea-

18



Introduccion

miento de los monomeros de FtsZ en un protofilamento, utilizando informacion de la
estructura del dimero de tubulina y de micrografias de filamentos de FtsZ formados
en presencia de Ca>" (Lowe y Amos, 1999). Estos datos indican que la hidrélisis del

GTP se produce en un sitio activo que se forma por interaccion de dos mondmeros

(Scheffers et al., 2002).

Z Xl
YA\
s
L,

£ ;

Tubulina FtsZ

Current Opinion in Microbiology

Figura 1.3. Estructura tridimensional de FtsZ y tubulina. La estructura tridimensional del
dimero de FtsZ, mostrado a la derecha, tiene un plegamiento similar al del dimero de tubuli-
na, que consiste en o-tubulina (abajo a la izquierda) y B-tubulina (arriba a la izquierda). El
dimero de FtsZ (derecha) se modelo usando las coordenadas del Banco de Datos de Proteinas
(PDB, del inglés Protein Data Bank) a partir de la estructura del monémero obtenida por
cristalografia de rayos X (codigo 1FSZ) (Lowe y Amos, 1998). El dimero de tubulina esta
basado en datos de cristalografia electronica (Nogales et al., 1998), cédigo PDB 1JFF. Ima-

gen adaptada de (van den Ent ez al., 2001a).
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La region C-terminal de FtsZ, no resuelta en la estructura cristalografica, es
flexible y participa en la union a ZipA y FtsA, dos proteinas esenciales para la forma-
cion del anillo en E. coli (Mosyak et al., 2000; van den Ent y Lowe, 2000). Esta mis-
ma region en tubulina es sitio de unidon para muchas proteinas que se asocian a micro-
tabulos (Romberg y Levin, 2003).

Afios después del descubrimiento de la homologia funcional y estructural de
FtsZ y tubulina, se identificaron los homologos procariotas de actina MreB y Mbl
(del inglés MreB-like), y se encontrd que formaban estructuras helicoidales in vivo en
B. subtillis (Jones et al., 2001) y que MreB de Thermotoga maritima (van den Ent et
al., 2001b) polimerizaba en filamentos muy similares a los de actina. La funcién de
las proteinas de la familia de MreB esté relacionada con la forma celular, en general
bacterias que tienen forma esférica no tienen un homologo de MreB. ParM, una pro-
teina que participa en la segregacion del plasmido de E. coli R1, forma filamentos
similares a los de actina (Meller-Jensen et al., 2002) y la homologia estructural con
actina fue confirmada por estudios de cristalografia de Rayos X (van den Ent et al.,
2002). Otro miembro procariota de la misma familia de proteinas que unen ATP a la
que pertenece la actina es FtsA, cuya funcion se cree que es el anclaje de FtsZ a la
membrana (van den Ent y Lowe, 2000).

Estas relaciones funcionales y estructurales indican que el citoesqueleto euca-
riota tiene su origen en los organismos procariotas. El citoesqueleto eucariota, com-
puesto mayoritariamente de filamentos de actina, microtubulos (polimeros de tubuli-
na) y filamentos intermedios controla procesos vitales como la forma celular, la divi-

sion, el movimiento y el transporte intracelular (Amos y Amos, 1991).
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1.1.4 Bioquimica de FtsZ

FtsZ, como su homologa estructural y funcional tubulina, une nucleétidos de guanina
y tiene actividad GTPasa. La uniodn del nucleétido a FtsZ es independiente de la pre-
sencia de Mg®" en el medio (P. Lopez Navajas et al., resultados no publicados),
(Mukherjee et al., 1993), como ocurre en otras proteinas que unen nucleétidos, las
proteinas de la familia Rho, de la superfamilia Ras, que participan en la sefializacion
celular en células eucariotas (Zhang et al., 2000). El nucleétido unido a FtsZ puede
liberarse si la fuerza idnica del medio es baja, pero en este mismo caso, la presencia
de Mg®" en el medio evita la liberacién de nucleétido por parte de M. jannaschii FtsZ
(Andreu et al., 2002) o E. coli FtsZ (P. Lopez Navajas et al., resultados no publica-
dos). El Mg®" también estabiliza al nucledtido unido en otras proteinas, como tubulina
(Menéndez et al., 1998) y proteinas de la familia Rho (Zhang et al., 2000). Existen
diferencias en la afinidad de tubulina y FtsZ por el Mg®". La union de Mg®" a FtsZ
unida a GDP (FtsZ-GDP) es de baja afinidad (K, = 10° M, (P. Lopez Navajas et al.,
resultados no publicados)), mientras que la union a tubulina-GDP es de alta afinidad
(Ka = 10’ M, (Menéndez et al., 1998)).

Esta diferencia radica en que la union de alta afinidad del Mg*" a tubulina con-
trola la estabilidad estructural del heterodimero de tubulina. En FtsZ, la unidad es-
tructural de FtsZ es el mondmero y no se requiere, por tanto, la unioén de alta afinidad
de Mg”" a FtsZ. La uniéon de Mg®" a FtsZ de baja afinidad, en la region milimolar,
tiene un importante papel funcional en ambas proteinas; la oligomerizacion (Rivas et
al., 2000) y el 6ptimo ensamblaje de FtsZ (P. Lopez Navajas et al., resultados no pu-
blicados, y esta misma Memoria, seccion 4.2.3.1 de Resultados) y tubulina (Lee y

Timasheff, 1975) requieren concentraciones milimolares de Mg2+.
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FtsZ tiene una capacidad intrinseca para hidrolizar GTP, a diferencia de otras
proteinas que hidrolizan GTP, como las proteinas G o Ras, que requieren de proteinas
activadoras para la hidrolisis. La actividad GTPasa depende de la concentracion de
proteina (Lu et al., 1998), como es de esperar de una proteina en la que el sitio de
uniéon de GTP se forma por union de dos mondémeros (Scheffers et al., 2002) y es
activada por polimerizacion de FtsZ (Lu ef al., 1998). En E. coli, la actividad GTPasa
es activada por el Mg2+ (Mukherjee y Lutkenhaus, 1999) y por el K+ (Lu et al.,
1998). La actividad especifica de FtsZ (6 min™', determinada en un tampoén a pH neu-
tro conteniendo 100 mM KCI (Mingorance et al., 2001)) es cien veces mayor que la
de tubulina cuando se encuentra ensamblada en el microtibulo; la repercusion que
esta diferencia tiene in vivo aun no ha sido establecida (Addinall y Holland, 2002). La
mayoria de los estudios de actividad GTPasa de FtsZ han sido realizados a pH 6.5, sin
embargo, el pH de E. coli esta bien regulado, variando entre 7.4 y 7.8, bajo condicio-
nes de pH exterior en un rango muy amplio, entre 5.5 y 9 (Mingorance ef al., 2001),
por lo tanto no se dispone de suficientes estudios sobre el ensamblaje de FtsZ en me-

dios proximos, y, por lo tanto, mas relevantes, al interior citoplasmatico de E. coli.

1.1.5 Oligomerizacion de FtsZ

En presencia de GDP, E. coli FtsZ experimenta una asociacion reversible ligada a
magnesio que da lugar a la formacion de oligomeros lineales de FtsZ. Dicha asocia-
cion se ha descrito como una asociacién no cooperativa (isodésmica, ver seccion
3.7.1 y Figura 3.8 en Materiales y Métodos) indefinida a partir del mondémero, con
union de un i6n Mg”" adicional por cada subunidad de FtsZ afiadida al oligomero, y
se ve debilitada por el aumento de la fuerza i6nica del medio (Rivas et al., 2000). Esta

asociacion indefinida para la formacion de oligdmeros lineales se ve moderadamente
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aumentada en presencia de altas concentraciones de macromoléculas que simulan el
aglomerado citoplasma bacteriano (Rivas et al., 2001)

Para evitar confusiones frecuentes, nos referiremos a la asociacion de FtsZ
como la formacion de oligbmeros, mientras que el ensamblaje implica generalmente
la formacién de polimeros largos y superestructuras bioldgicas (Andreu et al., 2004).
En condiciones similares a las descritas mas arriba, FtsZ, en presencia de Mg”" y GTP
ensambla en polimeros largos. Se ha propuesto que la interaccion entre mondémeros es

similar en el caso de oligdbmeros y polimeros de FtsZ (Rivas et al., 2000).

1.1.6 Ensamblaje de FtsZ: energética y dinamica

Los polimeros fisiolégicamente relevantes, como ocurre con los de actina y tubulina,
ensamblan cooperativamente (Andreu et al., 2004). Las caracteristicas de un ensam-
blaje cooperativo (ver Materiales y Métodos, seccion 3.7.1) son, de manera breve, las
siguientes: las subunidades del polimero estdn conectadas por dos clases de enlaces
para formar un polimero helicoidal o bidimensional; el ensamblaje se produce en dos
etapas, en la primera se forma el nicleo de polimerizacion y en la segunda el polime-
ro crece mediante adicion de nuevas subunidades, la formacion del nucleo es energé-
ticamente costosa, pero una vez formado, la adicion de nuevas subunidades es mas
favorable; por ultimo, el ensamblaje exhibe una concentracion critica de polimeriza-
cion (C,), por encima de la cual las subunidades de proteina se distribuyen en dos
poblaciones distintas, especies solubles y polimeros largos (Oosawa y Asakura,
1975).

El ensamblaje de FtsZ en presencia de GTP ha sido descrito como cooperati-
vo, y se ha determinado la concentracion critica de ensamblaje en distintas condicio-

nes (Caplan y Erickson, 2003; Huecas y Andreu, 2003; Mukherjee y Lutkenhaus,
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1998; Mukherjee y Lutkenhaus, 1999; White et al., 2000). Otros autores (Romberg et
al., 2001) han descrito el mecanismo de ensamblaje de FtsZ como no cooperativo
(isodésmico, ver Materiales y Métodos, seccion 3.7.1 y Figura 3.8), basandose en que
FtsZ ensamblaba mayoritariamente en filamentos de una sola cadena a pH 6.5 y a
concentraciones de FtsZ por debajo de 2 UM y en que no existia una concentracion
critica de ensamblaje en ensayos de centrifugacion. Mds recientemente, el mismo
laboratorio, ha descrito el ensamblaje de FtsZ como aparentemente cooperativo
(Caplan y Erickson, 2003).

El uso de tampones que no contienen potasio provoca la supresion de la hidro-
lisis de GTP por parte de M. jannaschii FtsZ. El estudio termodinamico de este pro-
ceso de ensamblaje en el equilibrio indica que la elongacién del polimero es un pro-
ceso endotérmico en el que se une un ion Mg por cada subunidad que se incorpora
al polimero (Huecas y Andreu, 2003), tal como ocurria en el proceso de oligomeriza-
cion de FtsZ-GDP (ver mas arriba) (Rivas et al., 2000). E. coli FtsZ a pH neutro re-
quiere para el ensamblaje la presencia conjunta de Mg®" y K™ (Mingorance et al.,
2001). A pH 6.5, sin embargo, FtsZ ensambla en ausencia de K™ (Huecas y Andreu,
2003; Romberg et al., 2001). Se requiere una concentracion milimolar de Mg2+ para
un ensamblaje 6ptimo de FtsZ (P. Lopez Navajas et al., resultados no publicados, y
esta Memoria, seccion 4.2.3.1 de Resultados)

La presencia en disolucion de los polimeros de FtsZ est4 acoplada a la hidroli-
sis de GTP, coincidiendo la desaparicion de los polimeros con el agotamiento del
GTP (Mukherjee y Lutkenhaus, 1998). Los factores que tienen una influencia en la
velocidad de hidrélisis de GTP, K, Mg2+,Ca2+, afectan también a la estabilidad de los
polimeros (Mukherjee y Lutkenhaus, 1998; Mukherjee y Lutkenhaus, 1999; Yu y

Margolin, 1997).
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En la hidrolisis de GTP se requieren varias etapas: union de GTP, hidrodlisis,
liberacion de fosfato y liberacion de GDP, y la etapa mas lenta en el ciclo determina
el intermedio que predomina (Romberg y Levin, 2003). Aunque ha existido cierta
controversia acerca de este hecho (Scheffers y Driessen, 2002), se ha determinado
finalmente que en el ciclo de FtsZ, la etapa limitante es la hidrolisis de GTP y en es-
tado estacionario los polimeros de FtsZ contienen mayoritariamente GTP
(Mingorance et al., 2001; Romberg y Mitchison, 2004). Se ha encontrado que el in-
tercambio de nucledtido puede darse tanto en las subunidades no ensambladas como
en las subunidades dentro del polimero (Mingorance et al., 2001). Si el nucle6tido no
se pudiera intercambiar dentro del polimero, la hidrolisis dirigiria la dinamica del
polimero, como ocurre en tubulina, pero sin embargo, el nucledtido si puede inter-
cambiarse dentro del polimero, sugiriendo que el papel de la hidrélisis debe ser dife-
rente, por ejemplo, produciendo cambios en los polimeros de FtsZ que se forman in
vivo (Desai y Mitchison, 1998).

En el ensamblaje de microtibulos, la hidrélisis de GTP provoca comporta-
mientos complejos, de no-equilibrio, como la polimerizacién polar (en inglés, tread-
milling) e inestabilidad dinamica. Cada protofilamento de tubulina dentro de un mi-
crotubulo es una estructura polar, con B-tubulina expuesta en un extremo, llamado
extremo mds y O-tubulina en el otro, llamado extremo menos. El extremo mas crece
de manera continua, rdpida, mienta el extremo menos se acorta también de manera
continua, pero a una velocidad menor.

En contraste con FtsZ, en los microtibulos, el intercambio de nucledtido es
solo posible cuando las subunidades se han liberado del microtiibulo. La hidrolisis del
GTP se produce poco después de la polimerizacion, y se genera una distribucion asi-

métrica de GTP, GDP + P; y GDP a lo largo del microtibulo, habiendo mas GDP en
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el extremo menos, donde las subunidades de tubulina disocian y mas GTP en el ex-
tremo mas, donde estan asociando nuevas subunidades. Las distintas funciones que
los microtubulos desempenan in vivo, como el control de la forma celular y del mo-
vimiento de la célula, se basan en este hecho. Los microtubulos establecen trayecto-
rias dentro de la célula, de manera que distintos organulos y componentes celulares
utilizan a los microtibulos para moverse, gracias a la polaridad de su mecanismo de
ensamblaje. Los microtabulos que forman el huso mitotico anclan sus extremos me-
nos en el centrosoma, dirigiendo la separacion de los cromosomas en la mitosis
(Bray, 2001). El mecanismo de ensamblaje polar ha sido extensamente caracterizado
en la polimerizacién de otra proteina del citoesqueleto, actina (Pollard y Cooper,
1986; Wegner, 1976).

La inestabilidad dinamica se caracteriza por la coexistencia de microtibulos
en estado de despolimerizacién y microtubulos en estado de polimerizacion (ver
Figura 1.4). Los extremos de los microtubulos alternan, al azar, de manera abrupta,
entre estos periodos de crecimiento y despolimerizacion. Este fendémeno estd dirigido
por la hidrélisis del GTP. De acuerdo con esto, los polimeros de tubulina-GTP son
rectos, mientras que los polimeros de tubulina-GDP son curvos. Como la hidrdlisis se
produce poco después del ensamblaje, los microtibulos contienen principalmente
tubulina-GDP, que se encontrard forzada a estar en una conformacioén no curvada por
interacciones laterales con otros vecinos. La energia que proviene de la hidrolisis del
GTP se acumula en forma de energia mecénica dentro del microtubulo. Sin embargo,
cuando se produce la pérdida de las subunidades tubulina-GTP del extremo mas, se
produce una despolimerizacion rapida, pasando las subunidades tubulina-GDP a su

conformacidén mas estable, la conformacion curva.
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No se conoce todavia si en la dinamica de ensamblaje de FtsZ se dan estos fe-
nomenos de no-equilibrio porque los polimeros de FtsZ son demasiado pequefios para
observar su crecimiento bajo el microscopio Optico, si bien estos fendmenos no serian
esperables de un polimero que contiene mayoritariamente GTP. Es necesario la bus-

queda de nuevas metodologias para estudiar la dindmica del ensamblaje de FtsZ.

1.1.7 Organizacion estructural de los polimeros de FtsZ y su relacion
con el anillo Z funcional

Hay muchos estudios in vitro sobre el ensamblaje de FtsZ, que pueden ayudar a com-
prender la posible estructura y mecanismo del anillo Z. En presencia de Mg”" y GTP,
FtsZ forma polimeros in vitro de estructura variada. La estructura mas simple de to-
das es el polimero lineal sencillo, llamado protofilamento. Los protofilamentos, de 5
nm de ancho se han observado por microscopia electrénica (Romberg et al., 2001).
Los protofilamentos pueden asociar lateralmente para formar polimeros dobles (a
veces llamados “filamentos anchos” (Lowe y Amos, 1999; Oliva et al., 2003)), u
otras estructuras compuestas por mayor nimero de filamentos como ldminas, redes
(asociacion lineal no ordenada de filamentos) y tubos (asociaciones antiparalelas de
pares de filamentos de manera circular para formar una estructura tubular (Lowe y
Amos, 1999; Lu et al., 2000)).

Las laminas se han visualizado en presencia de Ca®" (Lowe y Amos, 1999),
DEAE-dextrano y sobre una monocapa de lipidos cationicos (Erickson ef al., 1996).
En presencia de Ca®", FtsZ silvestre (Lowe y Amos, 1999) y FtsZ con una extension
de 6 histidinas en su extremo C-terminal (Oliva et al., 2003), ambas de Methanococ-
cus jannaschii, forman ldminas de polimeros ordenadas formadas por pares de fila-

mentos paralelos que se disponen entre si de manera antiparalela. Los protofilamentos
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de FtsZ asocian lateralmente para formar estructuras mas complejas ademas de en
presencia de Ca®" (Yu y Margolin, 1997), al interaccionar con la proteina ZipA de
Escherichia coli (Hale et al., 2000), ZapA de Bacillus subtillis (Gueiros-Filho y Lo-
sick, 2002), y con altas concentraciones de glutamato (Beuria et al., 2003). También
se han descrito polimeros de FtsZ de forma circular, mini-anillos, pequenos circulos
formados tras la polimerizacion de FtsZ sobre una monocapa de lipidos catiénicos

(Erickson et al., 1996).

Fase de polimerizacion

Fase de despolimerizacion

8 8 Tubulina-GDP : Tubulina-GTP

Figura 1.4. Inestabilidad dindmica de microtubulos. La inestabilidad dindmica se caracte-
riza por la coexistencia de microtiibulos en estado de polimerizacion y en estado de despoli-
merizacion. Tubulina-GTP se incorpora al extremo mas del microtubulo, y el GTP es hidroli-
zado durante o después del ensamblaje. Cuando se pierden las subunidades de Tubulina-GTP
en el extremo, el microtubulo pasa de una fase de polimerizacion a una fase de despolimeri-
zacion (catastrofe), produciéndose una curvatura de los polimeros del extremo, que contienen
GDP. Los microtibulos en fase de despolimerizacion también pueden volver a una fase de

polimerizacion (rescate).
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Como resultado de todos los estudios realizados in vitro, es posible preguntar-
se cual de estos polimeros de FtsZ descritos estd presente en el anillo Z. Hasta el
momento no se ha podido visualizar ningiin polimero de FtsZ al microscopio electro-
nico en secciones finas del septo de bacterias en division. Estructuras de varios proto-
filamentos podrian haber sido detectadas con esta técnica, pero aun descartando es-
tructuras de gran didmetro, el anillo Z podria estar formado por varios protofilamen-
tos, en forma de ldminas o cintas (Addinall y Holland, 2002).

El descubrimiento de proteinas que interaccionan con FtsZ, como ZipA y Za-
pA (ver seccion 1.1.8), y que favorecen la formacidén de asociaciones de protofila-
mentos in vitro (ver mas arriba), ha llevado a la propuesta de que las estructuras ope-
rativas en el anillo Z podrian ser redes de protofilamentos (Margolin, 2003), tal como
se esquematiza en la Figura 1.5.

Los anillos Z de células de E. coli en crecimiento son muy dindmicos. Me-
diante la inmunodeteccion de anillos formados en células de un cultivo bacteriano en
el que se inhibi6 la respiracion con azida sédica, se concluyd que cuando se inhibe la
respiracion (el aporte de energia a la bacteria) los anillos desaparecen, confirmando
que el anillo Z no es una estructura estatica, y requiere un continuo suministro de
energia (Rueda et al., 2003). El intercambio de subunidades de FtsZ en el anillo ha
sido examinado mediante recuperacion de la sefial de fluorescencia después de foto-
blanqueo (FRAP, del inglés Fluorescence Recovery After Photobleaching) de fusio-
nes FtsZ-GFP, encontrando que hay un continuo intercambio de subunidades con el
conjunto de moléculas de FtsZ presentes en el citoplasma, con un tiempo de remode-
lacion de medio minuto, y que este comportamiento dinamico esté relacionado con la

actividad GTPasa (Stricker et al., 2002).
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No se conoce el mecanismo por el que el anillo Z se contrae durante el proce-
so de invaginacion de la membrana bacteriana. Se han presentado diferentes modelos
para intentar explicar el papel de FtsZ en este proceso. Dentro de las hipdtesis que
establecen un papel activo de FtsZ en la accion motora del anillo Z, se ha sugerido
una transicion de especies de FtsZ unidas a GTP a formas unidas a GDP que induce
una curvatura en los polimeros (Lu ef al., 2000). Dicha curvatura podria ejercer una
fuerza hacia el citoplasma que causara la invaginacion de la membrana. También se
ha propuesto que el acortamiento del anillo Z podria ocurrir por disociacion de sub-
unidades de FtsZ de los polimeros, con la posterior formacion de nuevos contactos
entre las subunidades restantes (Rothfield y Justice, 1997).

Por tultimo, otros modelos atribuyen un papel pasivo a FtsZ en este proceso,
sirviendo como molde para otras proteinas que ejercerian la fuerza motora. En este
caso, las proteinas motoras podrian dirigir el deslizamiento de unos protofilamentos
de FtsZ sobre otros (Bramhill y Thompson, 1994; Erickson et al., 1996), mecanismo
analogo al del anillo de divisidon de actina y miosina de células eucariotas. Hasta el
momento no ha sido descubierta la interaccion de FtsZ con proteinas motoras analo-

gas a las proteinas asociadas a microtubulos como las kinesinas o dineinas.

1.1.8 Modulacion del ensamblaje de FtsZ por otros componentes ma-
cromoleculares

Se han descubierto varias proteinas cuya interaccion afecta al ensamblaje de FtsZ, por
lo tanto, en el ensamblaje de FtsZ existe un conjunto de factores que participan en la
regulacion de este proceso. Aunque FtsZ estd muy conservada entre distintas espe-

cies, parece que solo dos de las proteinas que interaccionan con FtsZ estdn amplia-
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mente conservadas, FtsA y ZapA, lo que sugiere que las proteinas que regulan el en-
samblaje de FtsZ tienen efectos sutiles adaptados a la medida del organismo donde se

encuentran.
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Figura 1.5. Ciclo de ensamblaje/desensamblaje del anillo Z. Se muestra el ciclo de forma-
cion de protofilamentos y redes de protofilamentos de FtsZ a partir de monomeros, seguido
del desensamblaje de las redes y luego de los protofilamentos. Aunque no se conoce, se asu-
me que las redes de protofilamentos son las estructuras operativas en el anillo Z. Se indican
las proteinas que participan en algunos de los pasos del ciclo. Los signos interrogantes des-
pués del nombre de una proteina indican que no se conoce ninguna actividad bioquimica de
estas proteinas sobre el ensamblaje de FtsZ. La potencial distribucion de FtsZ en la célula se

muestra en la parte superior. Figura tomada de (Margolin, 2003).

Hasta la fecha, entre las proteinas que interaccionan con FtsZ estabilizando el
anillo Z se encuentran FtsA, ZipA y ZapA (ver Figura 1.5). FtsA es una proteina muy
conservada que interacciona con FtsZ, y es la tnica proteina de division conocida,

ademas de FtsZ, que no tiene una region de unidon a la membrana (Errington et al.,

31



Introduccion

2003). Aunque FtsA no es necesaria para la formacion del anillo Z, la estabilidad y la
funcion del anillo se ve afectada por los niveles de FtsA (Romberg y Levin, 2003).
Los niveles de concentracion de FtsA (también los de ZipA y FtsZ) permanecen cons-
tantes a lo largo de todo el ciclo celular, mostrando que el ensamblaje de estas protei-
nas no esta promovido por cambios de concentracion. FtsA se localiza en el sitio de
division siguiendo el mismo patrén y evolucion temporal que FtsZ (Rueda et al.,
2003). FtsA, como ya se ha comentado mds arriba, forma parte de la familia de las
proteinas procariotas homodlogas de la actina. ZipA no es tampoco indispensable para
la formacion del anillo, pero si para el correcto ensamblaje del resto de proteinas en el
sitio de division (Margolin, 2000). ZipA es esencial en E. coli, y esta conservada solo
en la subdivision 7y de las bacterias gram-negativas. Experimentos genéticos sugieren
que ZipA es esencial para la integridad del anillo Z durante la divisiéon celular
(RayChaudhuri, 1999), y se ha encontrado que promueve el alineamiento de protofi-
lamentos de FtsZ in vitro (Hale et al., 2000). ZipA consiste en un dominio insertado
en la membrana que estd anclado al extremo C-terminal, responsable de la union a
FtsZ, mediante un dominio flexible (Ohashi et al., 2002). ZapA, en contraste con
FtsA y ZipA, parece esencial para la division de B. subtillis. Interacciona con FtsZ in
vitro y favorece el alineamiento de filamentos de FtsZ para formar redes de filamen-
tos (Gueiros-Filho y Losick, 2002).

En las primeras etapas del ciclo celular no se observan anillos (Rueda et al.,
2003), luego FtsZ debe permanecer soluble en el citoplasma antes de la formacion del
anillo. Existen factores que desestabilizan la formacion de anillos Z para una correcta
regulacion del ciclo celular. Se han descrito, hasta el momento, las siguientes protei-
nas: el sistema MinCD, EzrA (ver Figura 1.5) y SulA. MinC y MinD forman un in-

hibidor de la divisiéon que se encuentra predominantemente en los polos celulares,
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siendo responsable de la seleccion del sitio de division (existe otro factor que puede
regular la seleccion del sitio de division, la oclusion del nucleoide, ver 1.1.2). MinC
es la proteina del sistema que interacciona con FtsZ inhibiendo la formacion del ani-
llo Z (Hu et al., 1999). Se ha determinado in vitro que una fusion MalE-MinC, que
mantiene la actividad biolégica de MinC, previene la polimerizacion de FtsZ sin in-
hibir la actividad GTPasa (Hu et al., 1999). EzrA podria actuar desestabilizando la
polimerizacion de FtsZ y previniendo asi la formacion de anillos en sitios inapropia-
dos (Romberg y Levin, 2003). La naturaleza bioquimica de la interaccion EzrA-FtsZ
no ha sido caracterizada todavia. SulA forma parte de la respuesta frente a dafio celu-
lar SOS. SulA se une a FtsZ e inhibe tanto su ensamblaje como la hidrélisis de GTP,
lo que sugiere un posible modelo en el que SulA se uniria a FtsZ previniendo la nue-

va adicion de subunidades a FtsZ (Romberg y Levin, 2003).

1.2 Implicaciones bioldgicas de la aglomeracion macromo-

lecular

1.2.1 Elinterior bacteriano estd aglomerado

El ambiente intracelular en el que FtsZ se localiza y funciona difiere fundamental-
mente de las condiciones comunmente empleadas en el laboratorio. Gran parte del
trabajo experimental in vitro se realiza en condiciones de disolucion en las que la
concentracion total de macromoléculas es baja (1 g/l o menos). Sin embargo, el cito-
plasma bacteriano posee una alta fraccion de su volumen ocupado por macromolécu-
las (proteinas y acidos nucleicos), siendo su concentracion total de alrededor de 400

g/l (Record Jr. et al., 1998; Zimmerman y Trach, 1991) (ver Figura 1.6 y Figura 1.7).
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Figura 1.6. Representacion esquematica del interior de E. coli. Los componentes del cito-
plasma estan representados a escala y en una proporcion realista. Figura adaptada de

(Goodsell, 1991), por cortesia de Dennis Bray, Universidad de Cambridge, Reino Unido.

Figura 1.7. Reconstruccion tridimensional del interior de Dictyostelium discoideum. Me-
diante tomografia electronica se ha reconstruido la red de filamentos de actina (en rojo; los
colores han sido elegidos arbitrariamente), membranas (azul) y complejos macromoleculares,

principalmente ribosomas (azul). Figura tomada de (Medalia ef al., 2002).
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Esencialmente en todos los compartimentos fisiologicos las macromoléculas
estan presentes a elevadas concentraciones (del orden de cientos de g/l), por lo que
podemos decir que la mayoria de las reacciones macromoleculares y procesos in vivo
tienen lugar en medios en que las macromoléculas ocupan una fraccién considerable
(entre el 10 y el 40 %) del volumen total (Fulton, 1982; Record Jr. et al., 1998). Este
medio se denomina “aglomerado” y no “concentrado”, porque no es necesariamente
una Unica especie la que esta presente a alta concentracion. El término “aglomeracion
macromolecular” se refiere a la influencia de las repulsiones estéricas sobre reaccio-
nes y procesos que ocurren en medios con alta concentraciéon de macromoléculas
(Minton, 1983). Este fendmeno de exclusion de volumen esta demostrado, tanto teo-
rica como experimentalmente, que puede afectar considerablemente a un gran nimero
de procesos bioquimicos, biofisicos y fisiologicos que incluyen, entre otros, los si-
guientes: estabilidad y plegamiento de proteinas, conformacion de acidos nucleicos,
equilibrio y cinética de asociaciones proteina-proteina y proteina-acido nucleico, cris-
talizacion y polimerizacion de proteinas, actividad catalitica de enzimas y regulacion
del volumen celular (Ellis, 2001; Minton, 2000; Minton, 2001; Zimmerman y Minton,

1993).

1.2.2 Exclusion de volumen: consecuencias energéticas

La repulsion estérica es una de las interacciones fundamentales entre macromolécu-
las, aunque muchas veces este hecho no se tiene en cuenta. En una disolucién aglo-
merada, definida como la disolucién en la que las macromoléculas ocupan una frac-
cion significativa del volumen total, la contribucion de una especie molecular indivi-
dual a la energia libre total de la disolucion (es decir, la actividad quimica de este

soluto) depende fuertemente del volumen accesible a esa especie molecular, o lo que
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es equivalente, de la probabilidad de que una de esas moléculas colocada al azar no
solape con una de las moléculas preexistentes en la disolucioén. Esta probabilidad
(también podriamos hablar en términos de libertad estérica o entropia) es una funcién
muy sensible al tamafio y la forma del soluto, como se ilustra en la Figura 1.8, que
esquematicamente representa un elemento de volumen conteniendo macromoléculas
esféricas (en negro) que ocupan alrededor del 30 % del volumen total, como es tipico
en los compartimentos y fluidos bioldgicos.

La probabilidad de introducir con éxito una molécula trazadora (T) es propor-
cional a la fraccidon de volumen total que puede ser ocupado por el centro de T, lo que
implica que cualquier molécula previamente presente debe estar alejada de T una dis-
tancia superior a la suma de los radios de T y la molécula preexistente. Este volumen,
denominado accesible, es indicado por las zonas azules. El volumen complementario,
se denomina volumen excluido. Si T es muy pequefia comparada con las macromolé-
culas presentes previamente en la region (Figura 1.8A), el volumen accesible es
aproximadamente igual al volumen total no ocupado por el resto de macromoléculas.
Sin embargo, si el tamafio de T es comparable al de las macromoléculas presentes
previamente (Figura 1.8B), el volumen accesible es considerablemente menor y la
contribucion de la interaccion estérica a la energia libre total es por consiguiente mas
grande. El volumen accesible puede visualizarse en este caso dibujando un circulo
alrededor de las esferas negras, que marca la distancia minima respecto de la esfera a
la que puede situarse la molécula de prueba sin que las superficies de ambas entren en
contacto, de manera que el volumen accesible a la molécula trazadora, indicado en
color azul, es la parte del volumen total que no estd ocupado por las esferas negras ni
por los circulos. Claramente, una de las maneras en que el sistema puede reducir su

energia libre es la de maximizar su volumen accesible (o, alternativamente, minimizar
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el volumen excluido). Por consiguiente, una consecuencia quimica fundamental de la
aglomeracion macromolecular es que favorece los procesos que conducen a una re-
duccidén en el volumen excluido, como son las reacciones de compactacion y asocia-
cion (Ellis, 2001; Minton, 2000; Minton, 2001). Sin embargo, es importante apuntar
que aunque la aglomeracion macromolecular potenciara la asociacion de macromolé-
culas que tienen una tendencia inherente para asociar, no creard esta tendencia de

novo.

Figura 1.8. Volumen excluido (mostrado en rosa y negro) y volumen accesible (mostrado
en azul) en una disolucion de macromoléculas. Los dos paneles muestran el volumen acce-
sible al centro de una molécula trazadora (T) en el caso de que sea mucho mas pequeiia (4) y
de tamafio similar (B) al tamafio de las macromoléculas preexistentes (ver el texto). Reprodu-

cida de (Rivas et al., 2004).

37



Introduccion

Ademas de las consecuencias termodinamicas resumidas mas arriba, la exclu-
sion de volumen puede disminuir considerablemente la difusion macromolecular en
medios altamente aglomerados. Las interacciones estéricas, por tanto, también tienen
una fuerte influencia sobre las velocidades de reacciones controladas por difusion en
medios aglomerados y en espacios confinados (Minton, 2001), tales como los inters-

ticios del citoesqueleto o las cavidades de las chaperoninas (Ellis, 2001).

1.2.3 Efecto de la aglomeracion macromolecular sobre el ensamblaje de
proteinas

Una de las consecuencias que se desprenden del apartado anterior es que las macro-
moléculas mas grandes y elongadas se verdn mas afectadas en su reactividad por la
aglomeracion macromolecular que las macromoléculas pequefias y compactas. Esta
es la razén por la que uno de los efectos mas pronunciados de la exclusion de volu-
men descritos sea el incremento de la velocidad y grado de formacion de grandes en-
samblajes macromoleculares, tales como los polimeros de proteinas (Minton, 2000).
Existen varias observaciones experimentales sobre el efecto que la aglomeracion ma-
cromolecular tiene sobre la polimerizacion de proteinas. El ensamblaje de la forma de
hemoglobina implicada en la anemia falciforme fue el primer proceso de polimeriza-
cion en el que se observo un considerable efecto de la aglomeracion macromolecular
(Ferrone et al., 1985a; Ferrone et al., 1985b; Minton, 1977; Ross y Minton, 1977). La
adicion de polimeros inertes o proteinas a soluciones de actina (Drenckhahn y Po-
llard, 1986; Lindner y Ralston, 1997) o tubulina (Herzog y Weber, 1978) disminuye
sustancialmente la concentracion critica de formacion de los polimeros y simulta-
neamente incrementa la velocidad de formacion de las fibras. La aglomeracion ma-

cromolecular tiene efectos significativos en la formacion de fibras de amiloide de -

38



Introduccion

sinucleina, un proceso que esta implicado en la enfermedad del Parkinson (Uversky et
al., 2001). En el caso de FtsZ, se ha descrito que la aglomeracion macromolecular
facilita la formacién magnesio-dependiente de oligomeros FtsZ-GDP (Rivas et al.,
2001).

La teoria de exclusion de volumen también predice que los filamentos forma-
dos en medios aglomerados tenderdn a alinearse espontaneamente (Herzfeld, 1996).
En un medio diluido la rotacion y la traslacion de los filamentos estdn poco impedi-
das y el estado isotropico (particulas orientadas al azar) tiene una mayor entropia ro-
tacional que el estado nematico (particulas alineadas). Dado que la entropia traslacio-
nal de ambos estados es similar la orientacion al azar de los filamentos estd mas favo-
recida termodinamicamente por tener una mayor libertad en la rotacion (mayor entro-
pia) que los filamentos ordenados (Figura 1.9)

En un medio altamente aglomerado, el movimiento de las particulas estda muy
restringido, y los filamentos alineados son termodinamicamente mas favorables por-
que tienen mayor libertad en la traslacion (poseen una mayor entropia) al reducir al
maximo el volumen excluido. Esta es la razén por la que es mucho mas facil llenar
una caja con cerillas, a partir de una cierta densidad de empaquetamiento, si estan
alineadas que si estan orientadas al azar. Asi por ejemplo, se ha descrito el alinea-
miento de filamentos de fibrina (Torbet, 1986) y de actina (Suzuki et al., 1989) en
medios aglomerados. Este fenomeno constituye un interesante caso de generacion de

orden via entropia (Herzfeld, 1996)
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Figura 1.9. Transiciones de fase dirigidas por entropia en condiciones de aglomeracion
macromolecular. Prediccion teoérica del comportamiento de disoluciones de moléculas con
forma esférica (arriba) y moléculas de forma cilindrica (abajo) en funcion de la concentracion
de otras macromoléculas de la disolucion. En el caso de moléculas esféricas se predice una
transicion de la fase fluida (izquierda) a la fase de liquido cristalino (derecha) cuando se au-
menta la concentracion de otras macromoléculas en la disolucion. La transicion en el caso de
moléculas cilindricas es de la fase isotropica a la fase nematica, en la cual los filamentos ali-

nean. Por cortesia de J. Herzfeld, Brandeis University, EEUU.
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2 OBJETIVOS

Es generalmente aceptado que las reacciones de oligomerizacion y ensamblaje de
FtsZ estudiadas in vitro deben jugar un papel importante en la division celular bacte-
riana in vivo, pero se desconoce la correlacion entre estos procesos in vitro € in vivo.
Como se ha mencionado en la Introduccion, las condiciones usadas en los ensayos in
vitro difieren sustancialmente del aglomerado citoplasma bacteriano donde FtsZ esta
localizada y ejerce su funcion.

El objetivo central de esta Tesis es el estudio de la influencia de condicio-
nes de aglomeracion macromolecular semejantes a las fisiologicas sobre la orga-
nizacion estructural y dinamica del ensamblaje (GTP-dependiente) de la protei-
na de E. coli FtsZ, que es esencial en division celular. Se conoce que la aglomera-
cion macromolecular puede modificar considerablemente las propiedades cinéticas y
en el equilibrio de reacciones y procesos macromoleculares (Minton, 1998), pero su
papel en la division celular bacteriana estd practicamente inexplorado (excepto en
(Rivas et al., 2000), ver apartado 1.1.5 de la Introduccion). Esta aproximacion es no-
vedosa dentro del abordaje experimental en division celular bacteriana.

Los objetivos concretos que se plantearon en este trabajo de Tesis son los si-

guientes:

La caracterizacion en medios diluidos, que contienen las concentraciones apropiadas

de osmolitos fisiologicos del citoplasma bacteriano de E. coli (glutamato, acetato,

potasio), de:
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1. La oligomerizacion de FtsZ en su forma unida a GDP, mediante métodos de
ultracentrifugacion analitica (equilibrio y velocidad de sedimentacion).
2. El ensamblaje de FtsZ en presencia de GTP, proceso mas complejo y fisiolo-

gicamente mas relevante. En este segundo objetivo nos planteamos:

=  QOptimizar un ensayo de polimerizacidén en presencia de un sistema enzimatico

de regeneracion del GTP que nos permitiera mantener estables los polimeros de

FtsZ durante la escala de tiempo (horas) de los estudios bioquimicos y biofisi-
cos previstos (la hidrélisis del GTP por la actividad GTPésica intrinseca de FtsZ
esta ligada al proceso de desensamblaje de los polimeros de FtsZ).

=  Estudiar la dependencia del proceso de ensamblaje de FtsZ con la concentra-

cion de proteina, mediante ensayos de centrifugacion diferencial y dispersion de

luz. Estos experimentos nos permitiran saber si existe (0 no) una concentracién

critica de polimerizacion, informacion de interés para definir el mecanismo de

ensamblaje de FtsZ (en condiciones de estado estacionario).

= Caracterizar la morfologia de los polimeros de FtsZ mediante microscopia elec-
tronica y de fuerzas atomicas (AFM).

=  Determinar la distribucidén de tamaifios de los polimeros de FtsZ en disolucion,

mediante el uso combinado de velocidad de sedimentacion, dispersion de luz

dindmica y modelado hidrodinamico.
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La caracterizacion de la organizacion estructural, la energética y la dinamica de los
polimeros formados por FtsZ en medios aglomerados que asemejen las condiciones
existentes en el interior bacteriano. Para ello, nos planteamos los siguientes objetivos

especificos:

= Determinar el efecto de la aglomeracion macromolecular sobre la morfologia y

la organizacién estructural de los polimeros de FtsZ, mediante microscopia

electronica de transmision sobre muestras tefiidas negativamente y sobre sec-
ciones finas de los polimeros, AFM y microscopia de fluorescencia.

= Estudiar la dependencia con la concentracion de proteina y con la concentracion

de agentes de aglomeracién del proceso de ensamblaje de FtsZ (en estado esta-

cionario), mediante el uso combinado de métodos de centrifugacion diferencial,
turbidez y dispersion de luz a 90°. Esta informacidn es importante para entender
el mecanismo de polimerizacion de FtsZ en medios aglomerados y su relacion
con el ensamblaje en medios diluidos.

= Caracterizar el efecto de la aglomeracion macromolecular sobre la dinamica de
los polimeros de FtsZ mediante técnicas de dispersion de luz, asi como sobre la

cinética de hidrélisis e intercambio de GTP en el polimero de FtsZ.

= Explorar las posibles implicaciones biotecnoldgicas de estos estudios: desarro-

llo de nuevos métodos susceptibles de ser aplicados en la busqueda de inhibido-
res del ensamblaje de FtsZ (posibles antibidticos) en condiciones fisioldgicas de
aglomeracion macromolecular.

= Explorar las posibles implicaciones bioldgicas de estos estudios: organizacion

estructural del anillo Z in vivo y mecanismos que regulan su formacion.
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3 MATERIALES Y METODOS

3.1 Reactivos

Los nucledtidos GDP y GTP fueron suministrados por Sigma y Roche Molecular
Biochemicals, respectivamente. El nucleétido radiactivo [y—32P]-GTP (5000 Ci/mmol)
fue de Amersham Biosciences. El analogo GMPCPP (guanosina-5"-[(c,f3)-
metileno]trifosfato), que es hidrolizado por FtsZ alrededor de diez veces mas despa-
cio que el GTP, fue suministrado por Jena Biosciences. Se emple6 el 5-isotiocianato
de fluoresceina (FITC) comercializado por Molecular Probes Inc. La resina Araldita
506 fue suministrada por Tousimis. Otros reactivos quimicos de grado analitico fue-
ron de Merck o Sigma. Los agentes de aglomeracion macromolecular (dextrano T70
y Ficoll 70, ambos con una masa molecular promedio de 70000 g/mol) fueron obteni-
dos de Amersham Biosciences. Estos ultimos fueron utilizados sin una purificacion

posterior, después de ser dializados extensivamente frente al tampon de trabajo.

3.2 Expresion y purificacion de la proteina FtsZ

E. coli FtsZ se purifico siguiendo el método de precipitacion inducida por calcio, des-
crito previamente en (Rivas et al., 2000). Brevemente, FtsZ fue sobreexpresada en
una cepa de E. coli BL21(DE3), resistente a kanamicina y transformada con el plas-
mido pMFV56, que contiene el gen de E. coli ftsz clonado en un vector pET-28A de
Novagen. Las células se crecieron a 37 °C en medio LB con kanamicina 50 pg/ml
hasta una densidad optica de 0.4, y se indujeron con 0.5 mM de IPTG. Las células

fueron recogidas por centrifugacion, resuspendidas, y posteriormente lisadas por so-
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nicacion. La fraccion soluble, que contiene FtsZ, se separd del resto por centrifuga-
cion (100000 x g, 2 h a 4 °C).

A partir de esta fraccion soluble se obtuvo una fraccion muy enriquecida en
FtsZ mediante dos ciclos de precipitacion inducida por calcio. En el primero de los
ciclos, se afnadio a la fraccion proteica GTP y CaCl, (a concentraciones finales de 1 y
20 mM respectivamente), la mezcla se incubd 15 minutos a 30 °C y posteriormente la
fraccion soluble se separd de la precipitada mediante centrifugacion (11000 x g, 15
min a 4 °C). El precipitado se resuspendié en tampon PEM (50 mM PIPES, 5 mM
MgCl,, 1 mM EDTA, pH 6.5), y el sobrenadante correspondiente se sometidé a un
segundo ciclo de precipitacion inducida por Ca*’.

Por ultimo, la fraccion enriquecida en FtsZ proveniente de la etapa anterior
fue purificada a homogeneidad mediante cromatografia de intercambio i6nico a tem-
peratura ambiente en una columna Hi-TrapQ Sepharose de 5 ml (Amersham Bios-
ciences), equilibrada en tampon Tris/glicerol (50 mM Tris, 5 mM MgCl,, 0.1 mM
EDTA, 10 % glicerol, pH 8.0). FtsZ, que esta cargada negativamente a este pH (pl =
5) se retiene en la columna. La proteina eluyd con un gradiente 0-100 % de KCl 1 M
en el mismo tampon aproximadamente a una concentracion 0.5 M de KCI. Las
fracciones se recogieron y se analizaron posteriormente por el espectro de absorcion y
por electroforesis SDS-PAGE. Las fracciones se agruparon, y se almacenaron a

—-80°C.

3.3 Tampon fisiologico y sistema enzimatico de regenera-
cion del GTP

Muchos de los estudios in vitro realizados hasta el momento con FtsZ (revisados en

(Addinall y Holland, 2002; Scheffers y Driessen, 2001)), han sido llevados a cabo en
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tampones que contienen iones cloruro y a concentraciones de potasio que estan por
debajo del rango de concentraciones fisioldgico de este cation. Mas aun, muchos de
estos estudios se realizaron a un pH ligeramente acido (pH 6.5). Estos tampones no
simulan las condiciones del ambiente intracelular bacteriano. Por ejemplo, los iones
cloruro estan presentes a una concentracion muy baja en el citoplasma de E. coli. En
condiciones de osmolaridad moderadas a altas, los iones potasio (de 0.2 a 0.9 M) y
los iones glutamato (de 0.03 a 0.2 M) estan concentrados en el interior del citoplasma
de E. coli para prevenir la deshidratacion y para mantener la presion osmotica intrace-
lular (Record Jr. et al., 1998). Se conoce que varios de estos osmolitos son modulado-
res in vitro de interacciones no covalentes ADN-proteina (Leirmo et al., 1987; Reco-
rd Jr. et al., 1998).

Por estas razones, en gran parte de los experimentos de esta Memoria se ha
empleado un tampon 20 mM HEPES, 100 mM glutamato potésico, 300 mM acetato
potasico, 5 mM acetato magnésico, pH 7.4. En esta Memoria nos referiremos a este
tampon como “fisioldgico”, ya que contiene concentraciones apropiadas de los osmo-
litos mayoritarios del citoplasma bacteriano, suplementados con los nucledtidos de
guanina, segun lo indicado en cada experimento. Este tampon, con una concentracion
alta de potasio, que aumenta la actividad GTPasa de FtsZ y por tanto el grado de des-
ensamblaje de los filamentos de FtsZ, hace dificil conseguir filamentos de FtsZ esta-
bles durante la escala de tiempos de muchos de los experimentos de esta Tesis. En
estos experimentos el GTP fue regenerado anadiendo a la disolucidon un sistema en-
zimatico de regeneracion del GTP (1 unidad/ml de acetato quinasa de E. coli mas 15
mM acetilfosfato, ambos de Sigma), adaptacion de los estudios de tubuli-
na/microtiibulos (MacNeal ef al., 1977). La enzima acetato quinasa cataliza de mane-

ra reversible la conversion de acetato en acetilfosfato acoplada a la hidrdlisis de ATP
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en ADP. En las condiciones de nuestros experimentos, con un exceso de acetilfosfato,
la enzima cataliza la reaccion inversa, la de conversion del acetilfosfato en acetato,

acoplada a la sintesis de GTP a partir de GDP (la actividad no es especifica del ATP).

3.4 Marcaje de FtsZ con FITC

Para el marcaje de FtsZ con la sonda fluorescente fluoresceina se utilizd 5-
isotiocianato de fluoresceina (FITC). Este reactivo se une al grupo amino de las cade-
nas laterales de las lisinas de la proteina y también a los grupos amino terminal. FtsZ
(4-6 g/l) se dializo frente a un tampon 20 mM HEPES/HCI, 50 mM KCl, 5 mM
MgClL, 1 mM EDTA, pH 8.0. Para minimizar perturbaciones en la asocia-
cién/ensamblaje debidas al marcaje, la proteina fue previamente polimerizada a 30 °C
después de la adicion de 20 mM Calcio y 2 mM GTP. A esta preparacion se afadid
un exceso de 40 veces de FITC previamente disuelto en DMSO, y la mezcla de reac-
cion se incubd durante 15 minutos a 30 °C. El precipitado formado se resuspendi6 en
50 mM Tris/HCL, 100 mM KCI, pH 7.4, y el FITC libre se elimin6 de la disolucion

por cromatografia en gel. El grado de marcaje se cuantific6 mediante la expresion

EFtsZ,280
——= Ayo5

molgrro _ _Errca95
molpsz Aggy — 0.286 Aygs (3.1)

donde epysz7 950 €s el coeficiente de absorcion molar de FtsZ a 280 nm (ver seccion
3.9.1), eprre 95 €s el coeficiente de absorcion molar de FITC a 495 nm (55,600 M”
'em™), Ay es el valor de absorcion a 280 nm, y Ay el valor de absorcion a 495

nm. El grado de marcaje de FtsZ fue de 0.9 £+ 0.2 moles de FITC por mol de FtsZ.
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3.5 Ultracentrifugacion analitica

3.5.1 Principios basicos

El flujo de sedimentacion en disolucién de una especie molecular ¢ que se encuentra
girando en una ultracentrifuga analitica en celdas con forma de sector circular con

una velocidad angular w viene descrito por la ecuacion de Lamm:

dwi

dr

J’i = S,,;'I.U,,;CUQ’I" — D,

(3.2)

donde J; es el flujo de especie ¢ en unidades de masa/(area-tiempo), w; es su con-

centracion (peso/volumen), w es la velocidad angular del rotor (en radianes/seg), r

es la posicion radial y s; y D; son los coeficientes de sedimentacion y difusion tras-

lacional de la particula respectivamente, siendo ambos coeficientes propiedades de la
especie molecular ¢ en un determinado disolvente. El coeficiente de sedimentacion

viene dado por,

M; (1 —vipy)
5 = ot 33
N g fied.i (3.3)

donde M;, U; y f,q,; son respectivamente, la masa molecular, el volumen especifico
parcial y el coeficiente de friccion para la especie 7, p, es la densidad del soluto y
N, es el nimero de Avogadro. El producto M, (1 —v;p,) es la masa molecular de

flotacion ( M;"). A su vez, el coeficiente de difusion viene dado por:
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RT

Di=——
Na fagi

(3.4)

donde R es la constante universal de los gases ideales, 7' es la temperatura absoluta

y Jais,i €l coeficiente de friccion para la difusion.

Los dos coeficientes de friccion definidos en el parrafo anterior son funcion
del tamafio y de la forma de la macromolécula, asi como de su interaccion con el di-
solvente y con otras moléculas de soluto. En el limite ideal, estos dos coeficientes son
iguales (van Holde, 1985), por tanto, combinando las ecuaciones (3.3) y (3.4) se llega

a la siguiente expresion, que ha sido nombrada ecuacion de Svedberg,

S M
D, RT

(3.5)

El proceso de sedimentacion de una disolucién inicial uniforme a alta veloci-
dad angular, calculado de acuerdo a la ecuacion (3.3), se ilustra por una serie de perfi-

les de sedimentacion en la Figura 3.1A.
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concentracion

radio

concentracion

radio

Figura 3.1. Ejemplo de sedimentacion de una macromolécula. 4, perfiles de velocidad de
sedimentacion de una macromolécula sometida a una elevada velocidad angular (velocidad
de sedimentacion). Los sucesivos perfiles se corresponden con diferentes tiempos. B, aproxi-
macion al equilibrio de sedimentacion de una macromolécula sometida a velocidad angular
moderada. Los sucesivos gradientes se corresponden con diferentes tiempos. El gradiente
final (representado con una linea mas gruesa) es el gradiente obtenido una vez que se ha al-

canzado el equilibrio de sedimentacion.
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Al principio de la sedimentacion, las moléculas de proteina estan uniformemente dis-
tribuidas en la muestra. Cuando se aplica el campo centrifugo, se forma un frente (Figura
3.1A) entre la zona donde esta presente la proteina (zona cercana al fondo) y la zona del tam-
poén (zona cercana al menisco) debido al transporte neto de macromoléculas. Los mayores
cambios se producen en la zona del menisco y del fondo de la disolucion, donde el soluto esta
siendo depleccionado y sedimentado, respectivamente. En la region que se encuentra entre
ambas la concentracion de soluto decrece lentamente con el tiempo de acuerdo con la dilu-
cion causada por el incremento en la seccion de la celda de centrifugacion con la distancia

radial.

Como en todo proceso de sedimentacion, la distribucion radial de cada especie
que sedimenta y difunde en un campo centrifugo, tendera a un limite en el cual el

transporte neto de ellas tiende a desaparecer, donde J; = 0, para todo :. En este pun-

to, se dice que la solucion se encuentra en equilibrio de sedimentacion. Igualando por
tanto, el término de la izquierda de la ecuacion (3.2) a cero y combinando el resultado

con la ecuacion (3.5) se obtiene:

dlnwi  M; w?

= 3.6
d r? 2RT (3.6)

la cual debe ser integrada con respecto a 7% para obtener una expresion para el gra-

diente de equilibrio de un soluto ideal sedimentando:

*
M; w

”LUi(’I’):lUi(’f’O)eXp[ 2RT2 (r2—r?))] (3.7)
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donde 7, indica una posicion de referencia arbitrariamente seleccionada. El gradiente

en el equilibrio se caracteriza fundamentalmente porque (1) no varia con el tiempo,
(2) es independiente de las propiedades hidrodindmicas de la molécula de soluto, y

(3) depende unicamente de la masa molecular de flotacion ( M;").

En la Figura 3.1B se muestra la secuencia temporal que conduce al equilibrio
de sedimentacion. En los experimentos de equilibrio, el tiempo necesario para alcan-
zar el equilibrio depende de la velocidad, del tamafio de la macromolécula y de la
longitud de la columna (distancia del menisco al fondo de la celda).

Los estudios de ultracentrifugacion analitica se dividen basicamente, en dos
tipos: medida y analisis de los perfiles de sedimentacion generados a elevada veloci-
dad angular, referidos generalmente como experimentos de velocidad de sedimenta-
cion y medidas y analisis de los gradientes de equilibrio obtenidos a baja velocidad

angular, referidos habitualmente como experimentos de equilibrio de sedimentacion.

3.5.2 Equilibrio de sedimentacion

3.5.2.1 Detalles experimentales

Los experimentos de equilibrio de sedimentacion se realizaron en una ultracentrifuga
analitica XL-A (Beckman-Coulter), equipada con un sistema 6ptico UV-Visible,
usando los rotores An60Ti y An50Ti y celdas de seis agujeros (ver Figura 3.2) de
ventana de cuarzo de 12mm de paso optico, a una temperatura de 20 °C. Las muestras
de FtsZ se equilibraron en tampon fisiologico (conteniendo 50 uM GDP) mediante
dialisis a 4 °C.

El equilibrio de sedimentacion en columna corta (60-80 ul de muestra y 70-90
ul de referencia), se llevo a cabo a varias velocidades sucesivas: 12000, 15000 y

20000 rpm. Las medidas de absorbancia (0.001 cm tamafio del paso, 4-10 promedios)
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fueron tomadas a la longitud de onda apropiada para cada concentracién de proteina,
entre 220 y 290 nm. En todos los casos, la linea base (contribucion del material que

no es proteina) fue obtenida a alta velocidad de sedimentacion (40000 rpm).

Velocidad Equilibrio

Concentracion

Figura 3.2. Celdas de doble sector y de seis agujeros en experimentos de velocidad y
equilibrio de sedimentacion. El panel de la izquierda muestra un esquema de una celda de
doble sector durante un experimento de velocidad de sedimentacion. La muestra se carga en
el sector superior de la celda y la disolucion de referencia (tampon) en el sector inferior. La
muestra es centrifugada a alta velocidad angular generando un perfil de sedimentacion que se
mueve hacia el fondo de la celda. En el panel de la derecha se representa una celda de seis
agujeros en un experimento de equilibrio de sedimentacion. Se pueden cargar tres muestras
en la celda, que es centrifugada a velocidad moderada, resultando en un gradiente de concen-
tracion de equilibrio para cada una de las muestras. Figura adaptada de (Cole y Hansen,

1999).
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3.5.2.2 Analisis de datos experimentales

El célculo de la masa molecular aparente promedio de flotacion (M~ ,) para cada

una de las muestras de FtsZ se realizd ajustando la ecuacion que describe la distribu-
cion radial del gradiente de concentracion de proteina en el equilibrio de sedimenta-
cion para un soluto ideal (3.7) a los datos experimentales, mediante los programas
EQASSOC y XLAEQ (Minton, 1994). Estos valores se convirtieron en las corres-

. 3 ,
pondientes masas moleculares (M~ , ) usando 0.738 cm’/g como volumen especifico

parcial de FtsZ, obtenido a partir de la composiciéon de aminoacidos de la proteina,
calculando el volumen especifico parcial como un promedio en peso de valores de
volumen especifico parcial de los aminoacidos (Laue et al., 1992) mediante el pro-
grama SEDNTERP.

La representacion de la dependencia de la masa molecular de la proteina con
su concentracion constituye un buen diagnostico para determinar si la proteina estd
presente en la disolucién como una o varias especies moleculares, informacion que es
necesaria para el posterior analisis cuantitativo de los procesos de asociacion (Laue et
al., 1992; Rivas et al., 1999). Este analisis se resume en la Figura 3.3.

En el panel A de esta figura se representan los correspondientes gradientes
experimentales en el equilibrio de sedimentacion de una proteina de masa molecular
50000 que sedimenta bien como un dimero estable (circulos azules) bien como una
mezcla en el equilibrio de mondémeros y tetrameros (circulos rojos). De acuerdo con
la ecuacion (3.6) el dimero de la proteina sedimenta en el equilibrio con un gradiente
de concentracion que se corresponde con una unica distribucion exponencial de con-
centracion con la distancia radial (panel A: datos primarios de variacion de la concen-

tracion con la distancia, (w (concentracion en peso/volumen) vs 7).
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Figura 3.3. Analisis e interpretacion del equilibrio de sedimentacion. Representacion de

los datos primarios (w vs 7, panel A) y secundarios (Inw vs r?, panel B) correspondientes
a los gradientes en el equilibrio de sedimentacion de una proteina que sedimenta bien como
dimero puro (simbolos azules) bien como una mezcla en monoémeros y tetrameros en el equi-
librio. Las simulaciones se realizaron resolviendo numéricamente las ecuaciones (3.6) y (3.7)
asumiendo que el equilibrio de sedimentacion se realizé a 7000 rpm y 20 °C, la masa molecu-
lar del monémero de la proteina es 50000 Da, y la constante del equilibrio de asociacion mo-
némero-tetramero es 10 (g/l) ~. Paneles C'y D: variacion de la masa molecular (panel C) y de
la fraccion molar de las distintas especies moleculares (panel D) con la concentracion

de.proteina.
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Estos datos primarios, de acuerdo con la ecuacion (3.5), se corresponden con

una linea recta en un grafico de datos secundarios (panel B: Inw vs 7?), cuya pen-
diente es proporcional a la masa de la especie molecular en el equilibrio. Esta tltima
relacion se representa en el panel C, que nos indica que, en nuestro ejemplo, la masa
molecular del dimero puro no varia con la concentracion de proteina. En el caso de la
mezcla de monoémeros y tetrdmeros en el equilibrio, el gradiente de concentracion
experimental no se corresponde con una Unica distribucién exponencial de concentra-
cion frente a distancia sino con dos exponenciales (circulos rojos en el panel A). De
manera similar a lo expuesto anteriormente para la sedimentacion del dimero puro, de
estos datos primarios (w vs r) se derivan los correspondientes datos secundarios
(Inw vs %) que en este caso del equilibrio monémero-tetramero no se corresponden
con una linea recta (circulos rojos en el panel B). De las pendientes locales de esta
ultima representacion se obtiene que la masa molecular de la proteina aumenta con la
concentracion (panel C), como era de esperar para una mezcla de mondmeros y te-
trameros en el equilibrio. El panel D de esta figura muestra una manera equivalente
de ilustrar esta dependencia de la masa molecular con la concentraciéon mediante la
representacion de la variacion de la fraccion molar de cada una de las especies mole-
culares presentes (bien dimeros, bien mondmeros y tetrameros) con la concentracion
de proteina.

En el caso concreto que nos ocupa en esta Tesis Doctoral (la oligomerizacién
de GDP-FtsZ en el tampdn fisiologico), de acuerdo con lo descrito en el apartado
anterior, los datos secundarios de variacion de masa molecular con la concentracion
de FtsZ se ajustaron al modelo de asociacion de GDP-FtsZ en tampon de pH neutro

previamente descrito en el laboratorio (Rivas et al., 2000), seglin el cual la proteina
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forma oligdbmeros a partir del monémero mediante un mecanismo no cooperativo

ligado al catién magnesio.

3.5.3 Velocidad de sedimentacion

3.5.3.1 Detalles experimentales

Las muestras de FtsZ se equilibraron en el tampon correspondiente, indicado en Re-
sultados (secciones 4.1.1 y 4.2.3) mediante didlisis. El nucleotido (GDP, GTP (mas
sistema de regeneracion)) se afadio a la proteina dializada y al tampdn de referencia.
Se carg6 la misma cantidad de tampon y de muestra (400 pl) en celdas de doble sec-
tor (ver Figura 3.2). En las muestras que contenian GTP y sistema de regeneracion, se
minimizoé el tiempo que transcurre desde la carga de muestras hasta el inicio de la
centrifugacion puesto que el GTP es regenerado en el medio por un tiempo aproxi-
mado de 1 hora (ver Resultados, seccion 4.2.1).

Los experimentos se realizaron en la ultracentrifuga analitica XL-I (Beckman-
Coulter) en rotores An50Ti a una temperatura de 20 °C empleando el sistema Optico
de interferencia. Se utilizaron distintas velocidades, dependiendo de los coeficientes
de sedimentacion esperados (las velocidades de cada experimento se sefialan en Re-
sultados). Con este sistema Optico se produce un patrén de interferencia al pasar un
haz de luz laser por los dos sectores de la celda (sector de la referencia que contiene
solo el tampon y sector de la muestra) y combinarse posteriormente. El patron de in-
terferencia es un patrén de franjas (ver un ejemplo de patron de interferencia en la
Figura 3.4). Las diferencias en el indice de refraccion entre la solucion de la muestra
y de la referencia provocan un desplazamiento de las franjas, pudiéndose determinar

la concentracion de proteinas a partir ese desplazamiento (Rickwood, 1984). Un des-
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plazamiento de una franja corresponde a una diferencia de concentracion de proteina

de aproximadamente 0.30 g/1.

. Menisco
Aire

muestra Fondo
l l Frente

Menisco
tampén

Figura 3.4. Patron de interferencia en un experimento de velocidad de sedimentacion. La
sedimentacion de la macromolécula es de izquierda a derecha. En este ejemplo, el sector de la
referencia tiene mas volumen que el sector de la muestra, y por ello hay dos meniscos. El
frente de sedimentacion de la macromolécula corresponde con la zona donde las franjas se
han curvado. Notese que las franjas se curvan hacia arriba en el fondo de la celda porque el
material esta sedimentando. Como la posicion de las franjas esta determinada por la concen-
tracion de la macromolécula, puede ser determinada la concentracion de dicha macromolécu-

la a lo largo de la celda.

La linealidad en la sefial, la precision y la sensibilidad para detectar proteinas
con este sistema de deteccidon es superior en muchos casos que con el sistema de
absorcion UV-Visible. La toma de datos es mucho mas rdpida, lo que permite
disponer de mayor informacion del proceso de sedimentacion y posibilita un mejor
analisis de los datos. Desafortunadamente, debido a imperfecciones en el sistema de
adquisicion de datos (que pueden estar causadas por inestabilidades térmicas o
mecanicas) los datos de la dptica de interferencia contienen errores sistematicos que

hacen que los datos sean dificilmente interpretables directamente (Schuck y Demeler,
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datos sean dificilmente interpretables directamente (Schuck y Demeler, 1999). La
eliminacion de estos errores se realiza en el modelado de los perfiles de sedimenta-
cion (ver mas abajo). Los perfiles de desplazamientos de franjas se adquirieron cada

30 segundos.

3.5.3.2 Analisis de los datos experimentales

El analisis de los perfiles de sedimentacion obtenidos con la optica de interferencia se
realizd mediante el ajuste directo de los perfiles a soluciones de la ecuacion de Lamm

(ecuacion (3.2)), que puede representarse para este proposito de la siguiente manera:
= de—w—swrw (3.8)
r

donde la relacion entre el desplazamiento de franjas experimental, a(r,t), con la con-

centracion de proteina es:
a(r,t) = w(r,t) + ¢ + 6 (3.9)

donde w es la concentracidon en una posicion r y tiempo ¢,y ¢ y 6 son los errores
sistematicos y aleatorios, respectivamente. El ajuste de los perfiles de sedimentacion
se realiza en combinacion con el célculo de los errores sistematicos ¢, que como se
ha comentado mas arriba, se deben a imperfecciones en el sistema de adquisicion de
datos. Se calculan dos errores sistematicos, un error invariante con el radio, que es un
error pequefio y diferente para cada uno de los perfiles de sedimentacion, y un error

invariante con el tiempo, que cambia con el radio, pero que es constante para todos
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los perfiles de sedimentacion a lo largo de todo el proceso de sedimentacién. Dado
que estos errores son arbitrarios, introducidos por el sistema de deteccion, pueden ser
sustraidos de los perfiles de sedimentacion sin introducir ningun sesgo en el analisis.
Finalmente, los errores calculados son sustraidos de los perfiles de sedimentacion
originales (Figura 3.5A)

El ajuste de los perfiles de sedimentacion a las soluciones de la ecuacion de
Lamm no emplea valores discretos de los coeficientes de sedimentacion, sino distri-
buciones de coeficientes de sedimentacion. El método empleado en esta Memoria es
el método ¢(s) (Schuck, 2000), implementado en el programa SEDFIT. En este mé-
todo, las distribuciones son calculadas mediante ajuste a distribuciones de soluciones

de la ecuacion de Lamm, generadas mediante la expresion:

a(r,t) = fc(s)w(s,D(s),fr’, t)ds + ¢ + 6 (3.10)

donde c(s)ds es la concentracion inicial de especies con un coeficiente de sedimenta-
cion entre s y s + ds. La integral se resuelve siguiendo el procedimiento explicado
en detalle en (Schuck, 2000). D(s) denota que el coeficiente de difusion y el de se-
dimentacion estan relacionados por la ecuacion (3.5). Para el célculo de los coeficien-
tes de difusion y de sedimentacion se requiere asumir un valor promedio de la rela-

cion friccional f / fnin (relacion friccional de una esfera anhidra equivalente, ver sec-

cion siguiente de modelado hidrodindmico, seccion 3.5.4) para todas las especies pre-
sentes. El calculo del coeficiente de difusion teniendo en cuenta la relacion friccional

se realiza mediante la ecuacion de Stokes-Einstein, combinando las expresiones (3.4)
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Figura 3.5. Perfiles de sedimentacion y analisis mediante una distribucion de coeficientes
de sedimentacion c(s). 4, perfiles de sedimentacion experimentales de FtsZ después de

restar los errores sistematicos (ver el texto). Obsérvese como el frente de sedimentacion es
cada vez mas ancho segun avanza la sedimentacion por efecto de la difusion. B, resultado del

ajuste de los datos experimentales a soluciones de la ecuacion de Lamm por el método c(s).

La muestra esta compuesta de una tnica especie de 3.5 S.
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y (3.15), habiendo multiplicado y dividido en el denominador por f,;, en la ecuacion

(3.4),

RT

donde 7, es la viscosidad del disolvente.

Este método, por tanto, realiza un tratamiento mas realista de la difusion que

métodos desarrollados previamente. El valor promedio de f / finin que se utiliza en el

analisis final es aquel que proporciona el mejor ajuste a los datos experimentales. Se

ha descrito como afectan los valores de f / fmin @ la distribucion de coeficientes de

sedimentacion c¢(s) (Schuck et al., 2002), concluyendo que la posicion de los picos

principales permanece esencialmente constante a diferentes valores de la relacion

friccional f / fmin ¥ que relaciones friccionales menores dan como resultado distribu-

ciones mas estrechas. Este tratamiento supone una mejora frente a otros, como el mé-
todo 1s-g*(s), en el que el ajuste a la ecuacion de Lamm es una aproximacion que
describe el comportamiento ideal de especies que sedimentan sin ninguna difusion
(Schuck y Rosmanith, 2000).

Finalmente, el mejor ajuste obtenido de los perfiles de sedimentacion experi-
mentales a las soluciones de la ecuacion de Lamm proporciona una distribucion ¢(s)
que representa la concentracion inicial de especies que sedimentan con un coeficiente
de sedimentacion s. En la Figura 3.5A se presenta un ejemplo de anélisis por el mé-

todo ¢(s) y puede observarse como el mejor ajuste da como resultado una distribu-
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cion de coeficientes de sedimentacion que, en este caso, es compatible con una Unica
especie con un coeficiente de sedimentacion promedio de 3.5 S.

El coeficiente de sedimentacion, como se ha indicado mas arriba, es una
propiedad que depende de la temperatura y de la viscosidad y densidad del medio en
el que esta disuelta la macromolécula. Con el propdsito de efectuar comparaciones, se
ha corregido el coeficiente de sedimentacion (y sus distribuciones) experimental ob-
tenido a unas condiciones de referencia, que son las de una hipotética sedimentacion a
20 °C en agua, refiriéndonos a este coeficiente de sedimentacion corregido como

S50, - Para calcular la correccion se necesitan los valores de densidad y viscosidad

del agua a 20 °C y a la temperatura experimental, que son bien conocidos, y la densi-
dad y viscosidad a estas dos temperaturas del tampon empleado (los tampones em-
pleados han sido siempre tampones acuosos). Estos ultimos valores pueden calcularse
a partir de los incrementos en densidad y viscosidad respecto a la del agua para cada
uno de los componentes del tampon en funcién de su concentracion, mediante el pro-
grama SEDNTERP. La variacion de estos incrementos con la concentracion se de-
termina a partir de relaciones polindmicas obtenidas del ajuste de datos experimenta-
les a distintas concentraciones para componentes comunes de los tampones emplea-

dos en Bioquimica.

3.5.3.3 Dependencia del coeficiente de sedimentacion con la concentracion de

proteina. Estimacion de la masa molecular de polimeros

El coeficiente de sedimentacion se ve afectado por la concentracion de la molécula
que sedimenta. Cualquier interaccion entre las moléculas que sedimentan alterara el
comportamiento hidrodindmico. El caso mas usual es aquel en el que las moléculas

interfieren unas con otras en su proceso migratorio, haciendo que el coeficiente fric-
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cional aumente con la concentracion w, de tal manera que se pueda establecer la si-

guiente relacion,

f=ra+kw+-) (3.12)

donde f° es el valor del coeficiente friccional a concentracion w = 0 y k, es una

constante de no-idealidad hidrodinamica. Podemos establecer una relacion similar
para la dependencia de primer orden del coeficiente de sedimentacioén con la concen-
tracion:

SO

donde s° es el coeficiente de sedimentacion a dilucién infinita. El coeficiente de se-
dimentacién disminuird con la concentracion y, como es de esperar, este efecto es
mas pronunciado en macromoléculas elongadas (van Holde, 1985).

Ademés de poder calcular el coeficiente de sedimentacion s0, el conocimiento
de la constante de no-idealidad hidrodindmica nos permite determinar la masa mole-
cular de particulas de gran tamafio. El calculo de la masa molecular de particulas de
masa superior a 10° Da presenta ciertos problemas. Por ejemplo, el analisis mediante
equilibrio de sedimentacion es técnicamente imposible por varias razones; el alcanzar
el equilibrio de sedimentacion requiere mucho tiempo, por lo que no seria aplicable a
sistemas muy complejos, como FtsZ en presencia de GTP y sistema de regeneracion
del GTP. Para particulas asimétricas es posible determinar el valor de la masa a partir

de la ecuacion (Rowe, 1992):
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3
M = Ny (6mrj0s°)?

2 (3.14)

A7 \20 v

3_‘(k__'_)

donde v, es el volumen especifico parcial de la particula hidratada y v, /17 es una
relacion adimensional que ha siso estimada en un valor de 2.3 (Persechini y Rowe,
1984). Debido a que k, tiene valores muy grandes, el valor exacto de la relacion

Vg /17 no es de una importancia muy significativa, porque el primer término en la ex-

presion entre paréntesis es mucho mayor que el segundo.

3.5.4 Modelado hidrodinamico

Una primera estimacion de la forma aproximada de las especies moleculares de FtsZ
con menor grado de oligomerizacion (ej., mondémeros y dimeros de la proteina) se

determind como sigue. El coeficiente de friccion traslacional ( f) de las especies de

FtsZ se calculd a partir de los valores correspondientes de masa molecular y coefi-
ciente de sedimentacion, mediante la ecuacion (3.3). El coeficiente friccional de la

esfera anhidra equivalente ( f,,;, ) se calculd a partir de la ecuacion de Stokes:

fmm - 67T770Rmm (315)

donde 7, es la viscosidad del disolvente y R,,;, es el radio de la esfera anhidra. El
coeficiente f,;, es el minimo valor del coeficiente friccional posible para una protei-

na en disolucion, ya que asume que la proteina es una esfera perfecta anhidra. Si la

proteina esta hidratada o se aleja de la forma esférica, el valor de f sera mayor que

finin - Por consiguiente, la relacion friccional f / fmin contiene informacion tanto de la
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forma (grado de desviacion respecto de la forma esférica) como de la hidratacion de

la proteina (Tanford, 1961). La relacion f / fnin de proteinas globulares (ej., hemo-

globina, albumina) varia entre 1.1 y 1.4, mientras que estos valores son mayores de
2.0 para proteinas muy elongadas (ej., fibrindgeno) (van Holde, 1985). Dado que el
grado de hidratacion medido para un niimero considerable de proteinas globulares es
de 0.3 — 0.4 Zagua/Eproteina (Pessen y Kumosinski, 1985), es bastante frecuente encon-

trar esta relacion friccional expresada como f / fo (siendo f / fo<f / finin ) €0 términos

del radio de la esfera equivalente hidratada ( R, > R,,;, ), asumiendo una determinada

hidratacion.

A partir de las ecuaciones (3.3) y (3.15), se puede demostrar que:

min R
# = (3.16)

donde Rg es el radio de Stokes de la esfera hidrodindamicamente equivalente con co-
eficiente friccional f (relaciones andlogas a las descritas en la ecuacion (3.16) pue-

den obtenerse para macromoléculas hidratadas).

Una limitacion evidente de esta primera aproximacion parta estimar la forma
de las especies moleculares de proteinas (en nuestro caso FtsZ) a partir de los datos
de sedimentacion es que las expresiones para determinar los correspondientes coefi-
cientes friccionales se han deducido s6lo de manera exacta para formas geométricas
simples (y a veces poco realistas) como la esfera o el elipsoide de revolucion.

Sin embargo, Kirkwood, en los afos cincuenta, desarrolld6 una teoria que
permitia conocer de manera bastante precisa los coeficientes friccionales de
moléculas de formas complicadas, modelando su estructura mediante un conjunto de

esferas idénticas. Para una particula de N esferas idénticas, cada una con un
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idénticas. Para una particula de NV esferas idénticas, cada una con un coeficiente fric-

cional f;, el coeficiente friccional del conjunto puede ser calculado de la siguiente

manera,

f N N 1
fv = Nf[1+—= sz (3.17)

donde R;; es la distancia entre las subunidades i y j y el sumatorio es sobre todos

los pares de esferas. Mediante las ecuaciones (3.3) y (3.4), conociendo f podemos
calcular los coeficientes de sedimentacion y difusion, respectivamente, de la molécu-
la. Posteriormente, esta teoria fue generalizada, permitiendo el uso de subunidades de
diferentes tamafios que permitieran modelar estructuras macromoleculares de forma
mas compleja (para una revision, ver (Garcia de la Torre y Bloomfield, 1981)). Gar-
cia de la Torre ha implementado esta teoria en el programa informatico HYDRO
(Garcia de la Torre et al., 1994), ademas de desarrollar nuevas estrategias en la ob-
tencion de propiedades hidrodinamicas de macromoléculas (Garcia de la Torre et al.,

2000; Garcia de la Torre et al., 2001).
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Figura 3.6. Relacion del coeficiente de sedimentacion de polimeros de distintas geometri-
as en funcion del nimero de subunidades. El eje y representa la relacion entre el coeficien-
te de sedimentacion de un polimero y el correspondiente valor del monomero. Se realizo el
calculo para polimeros lineales y helicoidales de subunidades idénticas, usando la ecuacion
de Kirkwood, ecuacion (3.17) y para polimeros esféricos (una tnica esfera equivalente al
polimero). Estos datos han sido reproducidos de un estudio de la polimerizacion de actina

(Attri et al., 1991).
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En el célculo de las propiedades hidrodinamicas de modelos de polimeros de
FtsZ se ha utilizado el programa HYDRO, que configura la geometria del modelo de
esferas a partir de las coordenadas de los centros de las esferas y sus radios de Stokes.
El primer paso en el célculo fue la elaboracion de modelos de los polimeros con esfe-
ras de idéntico tamafio. El coeficiente de sedimentacion de un mondmero de FtsZ es
S20w = 2.3 S (valor corregido por temperatura, densidad y viscosidad del tampon),
obtenido a partir de un experimento de velocidad de sedimentacion (Figura 4.13).
Para determinar el tamaiio de la esfera apropiado para modelar una molécula de FtsZ
se calculo el coeficiente de sedimentacion de esferas de distintos radios y mediante
interpolacion se obtuvo el radio de la esfera con un coeficiente de sedimentacion
igual al de un monomero de FtsZ. El valor encontrado fue 4.17 nm.

Se introdujeron en el programa las coordenadas de modelos lineales de una y
dos cadenas de subunidades. La distancia entre los centros de cada esfera era igual a
dos veces el radio de la esfera, 8.34 nm. Los coeficientes de sedimentacion se obtu-
vieron a 20 °C y en agua, empleando un volumen especifico parcial de 0.738 cm’/g .
La masa molecular de cada modelo fue calculada como el producto del numero de

subunidades por el peso molecular de una molécula de FtsZ (40000 g/mol).

3.6 Dispersion de luz dinamica

La dispersion de luz dindmica, también llamada dispersion de luz cuasieléstica y es-
pectroscopia de correlacion del fotén, es una técnica que permite calcular los coefi-
cientes de difusion. Para ello, un laser es enfocado sobre una pequefia region de la
muestra. La mayoria de la luz atraviesa la muestra, pero una pequeiia proporcion de la
luz incidente es dispersada y detectada a un dngulo de 90°, en este caso, respecto de la

direccion del haz incidente. El movimiento browniano de las particulas en disolucion
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produce fluctuaciones (en la escala de los microsegundos a los milisegundos) en la
intensidad de la luz dispersada como consecuencia de la entrada y salida de estas par-
ticulas de la region analizada. La frecuencia de estas fluctuaciones en la intensidad de
la luz dispersada esta relacionada con la difusion de las moléculas (Murphy, 1997). El
analisis de las fluctuaciones en la intensidad de luz dispersada se realiza mediante la
obtencion de la funcion de autocorrelacion. Esta funcidén describe la correlacion entre
las intensidades de luz dispersada a tiempo ¢ = 0 y las intensidades a un tiempo pos-
terior t =t + 7, donde 7 es el tiempo de correlacién (van Holde et al., 1998). La
intensidad de luz dispersada depende de la posicion de las particulas en el volumen
analizado. Por ello, a tiempos cortos, la correlacion es alta, porque la posicion de las
particulas estd muy relacionada con la posicién que tenian anteriormente. A tiempos
largos, la correlacion es menor, y por ello la funcidon de autocorrelacion disminuye
con el tiempo, siendo esta disminucién mas rapida cuanto mayor sea el coeficiente de
difusion de las particulas. La relacion entre ambas propiedades se establece en la si-

guiente ecuacion:
g(t) =1+ e D0t (3.18)

donde ¢(t) es la funcién de autocorrelacién, D es el coeficiente de difusion de la
. . ., 41n 0 L.
molécula, ¢ es el vector de dispersion de luz, ¢ = T‘%nﬁ’ donde n es el indice

de refraccion del disolvente, A la longitud de onda de la luz incidente, y 6 el angulo

de dispersion de la luz.
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3.6.1.1 Detalles experimentales

Los experimentos de dispersion de luz dinamica se realizaron en el instrumento Dy-
naPro-MS/X de Proteins Solutions. Este instrumento utiliza un tiempo de correlacion
7 de 500 ns, y una longitud de onda A de 824.7 nm. El tampo6n (50 mM Tris/HCI,
500 mM KCI, 5 mM MgCl,, pH 7.4), acetilfosfato, y GTP fueron filtrados con una
jeringa por un filtro de poro de 100 nm. Las proteinas FtsZ (después de dializar frente
al tampon) y acetato quinasa fueron centrifugadas a 10000 x g en una centrifuga de
mesa para eliminar particulas de polvo. Se prepararon diferentes muestras, en las que
se vari6 la concentracion de FtsZ, permaneciendo constante el resto de concentracio-
nes (1 unidad/ml acetato quinasa, 15 mM acetilfosfato, | mM GTP). Después de la
adicion de GTP, se afiadieron 20 pul de muestra en la cubeta de dispersion de luz a
90°, registrandose las funciones de autocorrelacion a 20 °C. En el anélisis se utilizo la
funcion de autocorrelacion que resultaba de promediar ~20 adquisiciones (tiempo de

cada adquisicion: 10 s).

3.6.1.2 Analisis de los datos experimentales

El andlisis de los datos obtenidos se realizd mediante ajuste de las funciones de
autocorrelacion a la ecuacion (3.21) (ver Figura 3.7), utilizando el programa SEDFIT.
En el ajuste se generan distribuciones de funciones de autocorrelacion de manera
analoga a lo expuesto en las distribuciones de coeficientes de sedimentacion (ver mas

arriba, seccion 3.5.3.2), mediante la expresion,

9 (D,t) = [ e(D)g(D,t)dD (3.19)
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donde g,,(D,t) es la funcion de autocorrelacion determinada experimentalmente, y
¢(D)dD es la concentracion inicial de especies con un coeficiente de difusion entre
D y D + dD. La integral se resuelve siguiendo el procedimiento explicado en deta-
lle en (Schuck, 2000).

En muchas ocasiones, se presentan los datos como distribuciones de tamanos,
en lugar de distribuciones de coeficientes de difusion. La relacion entre la difusion y
el tamafio de particula viene dada por la ecuacion de Stokes-Einstein, que resulta de
la combinacion de las ecuaciones (3.4) y (3.15), y que ya fue descrita en funcion de la

relacion friccional en la ecuacion (3.11),

RT

= —NA 67 Rs (3.20)

donde Ry es el radio de Stokes. Este radio asi calculado es el radio de una esfera que

tuviera el mismo coeficiente de difusion que la proteina.
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Figura 3.7. Funciéon de autocorrelacion de un experimento de dispersion de luz dinami-

ca. 4, funcion de autocorrelacion obtenido para una muestra de FtsZ (circulos) y funcion de

correlacion resultante del mejor ajuste (/inea continua). El decaimiento de la funcion de co-

rrelacion sigue un comportamiento exponencial, pero aqui es un decaimiento sigmoidal, al

haberse representado el tiempo en escala logaritmica. En el panel interior se representa la

distribucion de radios de Stokes de la muestra. B, residuos del mejor ajuste de los datos expe-

rimentales.
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3.7 Ensamblaje de FtsZ

3.7.1 Teoria

Los ensamblajes que producen grandes estructuras macromoleculares suceden nor-
malmente de manera cooperativa. En términos de equilibrio termodindmico, el proce-

so puede ser reducido a dos etapas:

1. Ensamblaje para la formacion de un nucleo de polimerizacion (Nucleacion)

2. Crecimiento del polimero de forma cooperativa (Elongacion)

La etapa inicial de nucleacion puede ser resumida de la siguiente manera:

P, + P, =P,
P,+ P, = P,
Pm—l—i—Pl‘:\Pm
con una constante de equilibrio:
[F]
K, =——F——
"Rl (3.21)

donde m es el nimero de subunidades en el nicleo. En este modelo cooperativo de

ensamblaje la constante de asociacion K,, es independiente de :. El ntcleo represen-

ta un punto de partida o esqueleto para el crecimiento del polimero. La adicion de
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mondmeros a este nucleo resulta en la elongacion del polimero (Hall y Minton,
2002).

El esquema de esta etapa de elongacion es el siguiente:

P, +P =P

m m+1

Pm+j + Pl = P77L+‘]‘+1

La incorporacién de subunidades en esta etapa estd asociada a incrementos

iguales de energia libre, es decir, a una misma constante de elongaciéon K :

[Pm-l—j-i-i]
K =t mrmjrtl
! [Buys iRl (3.22)

La condicidon que debe cumplirse para que el ensamblaje sea cooperativo es
que K, > K,, . En tales sistemas de polimerizacion debe observarse una concentra-
cion critica C, por debajo de la cual toda la proteina existe como una mezcla de uni-

dades de menor tamafio que el nicleo (que denominaremos especies solubles, que
pueden ser mondémeros u oligdmeros). Por encima de la concentracion critica toda la
proteina existe como una mezcla de especies solubles que presentan una concentra-
cion aproximadamente igual a C,. y de especies poliméricas cuya concentracion es
C;, —C,., donde C, es la concentracion total de la proteina (Andreu y TimashefT,

1986) (ver Figura 3.9).
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En este esquema de ensamblaje cooperativo, se ha descrito que la concentra-
cion critica C, es aproximadamente igual a K g_l , la constante de disociacion aparen-

te de la reaccion de elongacion del polimero (Oosawa y Asakura, 1975). En la cinéti-
ca del proceso, puede observarse un periodo de lenta formacion de los polimeros que
corresponde al proceso de nucleacion, seguido de una cinética rapida de formacién en
la fase de elongacion.

Se conocen distintos polimeros que ensamblan de manera cooperativa, como
los polimeros de actina y tubulina. Los polimeros que se forman en un ensamblaje
cooperativo son de varias cadenas, y establecen solo un tipo de contacto (i.e., el con-
tacto longitudinal, es decir, contactos entre subunidades del mismo protofilamento)
durante la fase de nucleacion, mientras que la fase de elongacion es mas favorable
porque se forman dos o mas tipos de uniones (el contacto longitudinal y el contacto
lateral) al afiadirse subunidades en los extremos del polimero en crecimiento. Sin em-
bargo, la formacién de polimeros de una sola cadena sigue un mecanismo no
cooperativo, uno de cuyos ejemplos es el ensamblaje isodésmico (en el que la adicion
de cada subunidad al polimero tiene la misma afinidad y ésta no se ve influenciada
por el tamano del polimero en formacion (Rivas et al., 2000; Romberg et al., 2001)).

Polimeros que ensamblan cooperativamente y forman parte de estructuras del
citoesqueleto, como actina y microtibulos, presentan una caracteristica muy deseable
para la funcion que deben desempefiar: son fuertes en la parte central pero pueden ser
facilmente remodelados por los extremos. La fragmentacion de los polimeros de acti-
na es ordenes de magnitud mas desfavorable que la disociacion de subunidades de los
extremos, debido a que se requiere la rotura de mas enlaces en la fragmentacion

(Romberg et al., 2001).
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ENSAMBLAJE COOPERATIVO ENSAMBLAJE ISODESMICO
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Nucleacién Crecimiento
* Polimeros de varias cadenas * Polimeros de una cadena
» Ensamblaje nucleado con retrasos » Ensamblaje rapido sin nucleacién
en la cinética * No existe concentracion critica
» Concentracion critica « Polimeros cortos, fragmentacion
* Polimeros largos facil

Figura 3.8. Propiedades de ensamblajes cooperativos e isodésmicos. En la parte izquierda,
los polimeros cooperativos tienen varias cadenas y ensamblan en dos fases. Durante la fase
de nucleacion, solo se forma un enlace entre subunidades. Después dela nucleacion, el creci-
miento es mas favorable porque se forman dos o mas enlaces durante la adicion de nuevas
subunidades. En la parte derecha, los polimeros isodésmicos son polimeros de una sola ca-
dena y por ello ensamblan a través de la formacion de un enlace que es idéntico a cada paso
del ensamblaje. No hay una fase de nucleacion, por tanto. Se enumeran las caracteristicas de

los dos tipos de ensamblaje.
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3.7.2 Determinacion de la concentracion critica

La medida de la concentracion critica se realizd por cuantificacion de la masa del
polimero formado mediante distintas técnicas detalladas a continuacion: dispersion de
luz a 90°, turbidez o sedimentacion. Si se representa la concentracion del polimero
frente a la concentracion total de proteina, el punto de corte con el eje x corresponde

al valor de la concentracion critica ¢, (Andreu y Timasheft, 1986; Oosawa y Asakura,

1975) (Figura 3.9).

3.7.3 Ensamblaje de FtsZ en tampon fisiologico

3.7.3.1 Dispersién de luz a 90°

La formacion de los polimeros de FtsZ en estas condiciones pudo seguirse por disper-
sion de luz a 90°. En esta técnica la luz incidente se dirige hacia la muestra, y la inten-
sidad de la luz dispersada se mide a un angulo de 90° respecto del haz incidente, em-
pleando para ello un fluorimetro. La intensidad de luz dispersada es proporcional a la
concentracion de polimero, pero insensible a la distribucion de tamafios de los
filamentos, siempre que los filamentos sean suficientemente largos en comparacion
con la longitud de onda de la luz incidente. Acorde con lo estudiado para el
ensamblaje de actina (Wegner y Engel, 1975), y segin los tamanos de FtsZ
observados por microscopia electronica, los polimeros de FtsZ cumplen estas
condidiankss experimentos de dispersion de luz a 90° se empled un fluorimetro Jobin
Yvon Fluorolog-3, con longitudes de onda de excitacion y de emision de 350 nm, con
rendijas de 0.5 nm en excitacion y de 1 nm en emision. Todas las reacciones fueron
realizadas a 30 °C. Volumenes de 400 pul de FtsZ (0.1-1 g/l) se incubaron en el tam-

pon fisioldgico (con o sin sistema de regeneracion del GTP) en una cubeta de fluores-
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cencia. Después de 5 minutos de equilibrado, se afiadio GTP 1 mM o GMPCPP 0.1

mM, y se registrd el aumento en la sefial de dispersion de luz.
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Figura 3.9. Determinacion de la concentracion critica a partir de un ensayo de
centrifugacion diferencial. La fraccion soluble (que pueden ser monomeros u oli-
gémeros) y la fraccion polimerizada se separan mediante un ensayo de centrifugacion
y se cuantifica el contenido en proteina de ambas fracciones. La concentracion critica
se puede obtener de la interseccion con el eje x de la recta de concentracion de la
fraccion polimérica o del valor de concentracion de la fraccion soluble a concentra-

ciones totales mayores que la concentracion critica.
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3.7.3.2 Centrifugacion diferencial

Debido a que los polimeros de FtsZ tienen un coeficiente de sedimentacion mucho
mayor que el de FtsZ no ensamblada, podemos separar ambas especies por centrifu-
gacion. La fraccion de FtsZ presente en los polimeros se puede determinar a partir de
la concentracion de FtsZ en el sobrenadante.

Se cuantific6 el ensamblaje de FtsZ por un ensayo de alta velocidad de centri-
fugacion. La proteina se incubd en tampon fisiologico con GTP y sistema de regene-
racion (1 unidad/ml acetato quinasa + 15 mM acetilfosfato) en un volumen de 100 pl.
Los polimeros formados se centrifugaron a ~240000 x g (80000 rpm) en una ultracen-
trifuga de mesa Optima MAX (Beckman-Coulter Inc) durante 15 minutos a 30 °C. Se
determiné la concentracion de FtsZ en el sobrenadante (tomando cuidadosamente 95
pl) asi como también en las muestras originales (controles) por el método colorimé-
trico del BCA (ver seccion 3.9.1). La cantidad de FtsZ en el polimero se pudo deter-
minar por tanto como la cantidad de FtsZ en los controles menos la cantidad de FtsZ

en el sobrenadante.

3.7.4 Ensamblaje de FtsZ en medios aglomerados

3.7.4.1 Dispersion de luz a 90° v turbidez

Los polimeros formados en condiciones de aglomeracion macromolecular se estudia-
ron por dos técnicas de dispersion de luz: dispersion de luz a 90° (como esta descrito
mas arriba), que detecta tanto los filamentos finos como las redes o cintas de FtsZ, y
turbidez.

La turbidez es una medida de la luz dispersada total por atenuacion del haz
incidente. La turbidez es proporcional a la concentracion de proteina polimerizada si,

bajo ciertas restricciones, se cumple que la longitud de los filamentos, L, es
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L > 3.5\, es decir, que deberia ser mayor de 1.2 um para una longitud de onda de
350 nm (Andreu y Timasheff, 1986). Los polimeros de FtsZ observados al microco-
pio electrénico satisfacen, de manera general, esta condicion.

Los experimentos de turbidez se realizaron en un espectrofotometro UV-
Visible Ultrospec 3000pro (Amersham Biosciences), empleando normalmente una
longitud de onda de 350 nm, aunque ocasionalmente se emplearon otras longitudes de
onda en el rango entre 320-400 nm. FtsZ (0.1-2 g/1) se incub6 en un volumen de 400
pl a 30 °C en una cubeta de espectrofotometro en el tampdn fisioldgico (con o sin
sistema de regeneracion del GTP). Después de 5 minutos de equilibrado, se afiadid

GTP 1 mM o GMPCPP 0.1 mM.

3.7.4.2 Centrifugacion diferencial

La relativa baja viscosidad y densidad del Ficoll 70 (Wenner y Bloomfield, 1999),
que reduce los coeficientes de sedimentacion aparentes de las especies de FtsZ por un
factor de 5 en soluciones de 200 g/l de Ficoll, permite el uso de un ensayo de baja
velocidad para separar las redes o cintas de polimeros formados en presencia de Fi-
coll de los protofilamentos finos. 100 ul de una concentracién dada de FtsZ se centri-
fugaron a 25000 x g (15000 rpm en centrifuga Hettich) durante 10 minutos a 30 °C.
El sobrenadante solo contenia proteina soluble y protofilamentos, a juzgar por image-
nes de microscopia electronica, y el precipitado contenia mayoritariamente las redes o
cintas de polimeros anchos. Experimentos control en ausencia de agentes de aglome-
racion demostraron que bajo estas condiciones de sedimentacion > 95 % de los fila-
mentos de FtsZ formados en presencia de GTP estaban en la fraccion soluble. Por
tanto, se dispone de un ensayo que discrimina entre filamentos finos y redes de poli-

meros de una manera cuantitativa.
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3.8 Microscopia

3.8.1 Microscopia electronica

Los polimeros de FtsZ (concentracion de proteina en el rango 0.05-1 g/1), en ausencia
o presencia de altas concentraciones de agentes de aglomeracion (es decir, en medios
diluidos y aglomerados), se visualizaron en un microcopio electrénico JEOL-1200 o
LEO 910. Brevemente, en el microcopio electronico se incide una radiacion electro-
nica sobre la muestra, y con ayuda de unas lentes electromagnéticas se forma una
imagen magnificada del (espécimen. Debido al alto vacio y a la radiacion electronica
en el microscopio, las muestras fueron protegidas con tincion negativa, que se basa en
la aplicacion a la muestra de una solucion salina de un metal pesado (acetato de urani-
lo 2 %), de tal manera que la muestra se deshidrata pero queda inmersa en una capa
de metal que la protege. La imagen que se genera procede fundamentalmente del con-
traste entre la capa de metal y de la ausencia de éste alli donde se encuentre la mues-
tra bioldgica. En definitiva, se obtiene un “negativo” del espécimen estudiado
(Valpuesta et al., 2003).

Las muestras se incubaron sobre una rejilla de cobre, con una capa de Form-
var y sombreadas con carbono, durante 30 s. Después de eliminado el exceso de li-
quido, se incubo la rejilla en acetato de uranilo 2 % durante otros 30 s, se lavo con

otra gota de acetato de uranilo 2 %, dejando secar a continuacion.

3.8.1.1 Preparacion de secciones finas

Los polimeros de FtsZ formados en presencia de Ficoll 200 g/l y GTP o GMPCPP
fueron incluidos en Araldita, una resina, para posteriormente ser cortados y poder

visualizar las secciones final al microscopio electronico. FtsZ 1 g/l se incub6 a 37 °C
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en presencia de GTP 1 mM o GMPCPP 0.1 mM vy Ficoll 200 g/l durante 5 minutos.
Después se afiadi6 glutaraldehido al 1 % para fijar covalentemente los polimeros
formados, y la muestra se incub6 otros 2 minutos. Los polimeros fueron recogidos
por centrifugacién a 20000 X g durante 10 minutos a temperatura ambiente. Los pre-
cipitados fueron sometidos a un nuevo tratamiento de fijacion en glutaraldehido al 3
% y acido tanico 0.2 % por una hora, y fijados posteriormente con OsO4 1 % durante
otra hora mas. Los precipitados fueron tefiidos en bloque en acetato de uranilo 2 %
extensivamente. Una vez terminada la tincion en bloque, el precipitado fue deshidra-
tado en alcohol, con etanol al 50, 75, 95 y 100 % sucesivamente. Los precipitados se
incluyeron en Araldita 506, y la polimerizacion de la Araldita se realiz6 a 80 °C du-
rante 2 dias. Las secciones finas se obtuvieron cortando los precipitados incluidos en
Araldita con un microtomo con cuchillo de diamante y se depositaron sobre rejillas de
cobre sombreadas con carbono. Las secciones se tifieron con KMnO4 2 % y tincion

plomo Sato (Reedy y Reedy, 1985).

3.8.2 Microscopia de fuerzas atomicas

La microscopia de fuerzas atomicas es una técnica que proporciona informacion to-
pografica de las muestras analizadas. La superficie de la muestra es explorada por una
fina punta, registrando interacciones repulsivas de corto alcance entre los atomos de
la punta y la muestra. Estas interacciones provocan la inclinacion del brazo que sos-
tiene la punta, inclinacion que puede seguirse haciendo reflejar un haz laser sobre el
brazo. La magnitud de la fuerza de interaccion depende de la distancia entre la punta
y la muestra y de las propiedades mecanicas y quimicas de la muestra. La distancia de
la punta a la muestra y el desplazamiento lateral de la punta en la exploracion de la

superficie de la muestra son controlados con precision de décimas de A mediante un
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material piezoeléctrico sobre el que va montada la muestra. En modo de contacto, la
distancia vertical de la punta a la muestra es controlada de manera que la punta se
mantiene siempre a la misma distancia de la muestra, mientras que en modo dindmi-
co, el brazo vibra, acercandose y alejandose de la superficie. En los dos modos se
registra con precision la topografia de la superficie, y por tanto, de la muestra (Stolz
et al., 2000). El principio fisico en el que se basa la técnica y el sistema de deteccion
permite la exploracion de la topografia de superficies sumergidas en disolucidon, por
ello, la microscopia de fuerzas atdmicas es fundamentalmente diferente del resto de
técnicas microscopicas utilizadas en Biologia, no siendo necesario el empleo de un
alto vacio ni preservar la muestra con agentes de tincion o técnicas de congelacion.
En esta Memoria, las imagenes de microscopia de fuerzas atomicas fueron
tomadas en un microscopio de Nonatec Electronica, operando en modo dinamico, tal
como se describe en (Moreno-Herrero et al., 2002). El movimiento del piezo se cali-
bré con rejillas calibradas de silicio. Se utilizaron puntas de nitruro de silicio (DI ins-
truments) con una constante de fuerza de 0.2 N/m. Una gota de la solucion con los
polimeros de FtsZ (formados después de la adicion de 0.1 mM GMPCPP a la proteina
en tampon fisioldgico en ausencia o en presencia de 100-200 g/l de Ficoll) se incub6
sobre una superficie circular de mica recién exfoliada adherida a una superficie de
Teflon, y después de unos minutos, las muestras se lavaron extensivamente con una
mezcla de tampon y GMPCPP. Las iméagenes de filamentos en ausencia de agentes de
aglomeracion se tomaron con una gota de esta solucion sobre la muestra. En ausencia
de agentes de aglomeracion, se consiguid mayor resolucion en las imagenes dejando

secar la muestra durante 15 minutos bajo una corriente de aire.
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Figura 3.10. Esquema de un microscopio de fuerzas atomicas. La muestra, que puede
encontrarse en un medio liquido, se encuentra encima de una lamina de mica. La superficie
de la muestra es explorada por una fina punta anclada a un brazo. El brazo se mueve en
respuesta de la interaccion entre la punta y la muestra, y el movimiento es detectado por el
reflejo de un haz laser sobre el brazo, de manera que puede explorarse toda la superficie de la
muestra registrando su topografia. El soporte sobre el que se encuentra la muestra es de un

material piezoeléctrico, controlandose con mucha precision el movimiento lateral y vertical.
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En el estudio de la dindmica de despolimerizacion de los polimeros (Figura 4.7) se
incubd FtsZ en tampon 50 mM Tris/HCI, 500 mM KCI, 5 mM MgCl,, pH 7.4. FtsZ 0.05 g/l a
la que se afiadio GTP 1 mM fue incubada sobre la mica durante 1 minuto. Se tomaron image-

nes de la misma region cada 2-3 minutos.

3.8.3 Microscopia de fluorescencia

Las muestras de FtsZ marcada con FITC se depositaron directamente sobre un por-
taobjetos, y los polimeros se visualizaron usando un microscopio de epifluorescencia
equipado con un filtro para FITC y objetivos de inmersion en aceite de
40X/63X/100X (aumentos). Las imagenes se captaron con una camara CCD (del in-
glés, Charge-Coupled Device). En microscopia de epifluorescencia se ilumina la
muestra, produciéndose la excitacion del fluoréforo y se registra la emision en direc-

cion contraria a la del haz de luz de excitacion.

3.9 Otros procedimientos

3.9.1 Cuantificacion de la concentracion de proteina, dextrano y Ficoll

La proteina se cuantificd por el método colorimétrico del 4acido bicinconinico (BCA,
del inglés BiCinchoninic Acid) de Pierce o por espectrofotometria.

El método colorimétrico del BCA se basa en la reduccion del Cu®" a Cu* por
proteina en un medio alcalino, y posterior detecciéon del ién Cu’ usando acido bicin-
coninico (Smith ef al., 1985). El producto del ensayo es coloreado y exhibe una fuerte
absorbancia a 562 nm. Se empled FtsZ calibrada espectrofotométricamente (Rivas et
al., 2000) y albimina de suero bovino como patrén secundario, obteniendo una rela-

cion de color FtsZ/albumina de 0.80 £ 0.03 (en concordancia con (Lu et al., 1998)).
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FtsZ también se cuantificd espectrofotométricamente utilizando un coeficiente
de extincidén molar para el complejo FtsZ-GDP a 280 nm de 13,800 = 900 M cm™.

Este coeficiente es valido para FtsZ unida a 1.1 £ 0.1 moléculas de GDP (Rivas et al.,
2000).

La concentracion de dextrano y Ficoll se determiné refractométricamente en
un refractometro de luz visible. El método se basa en que los cambios en el indice de
refraccion de una disolucion es linealmente proporcional a los cambios en concentra-
cion de estas macromoléculas. Se empled un valor de incremento especifico del indi-
ce de refracciéon con la concentracion de 0.134 y 0.140 ml g (Weast, 1982-1983)

para Ficoll y dextrano respectivamente.

3.9.2 Experimentos de intercambio de GTP

El intercambio de GTP se siguié por un ensayo de unién a filtro de nitrocelulosa, tal
como se describe en (Mingorance ef al., 2001). En ausencia o presencia de Ficoll 150
g/1, se provocé la polimerizacion de FtsZ 0.5 g/l con 0.1 mM [y-"2P]-GTP en tampén
fisiologico. Después de 1 minuto a 30° se afiadi6 GTP no marcado (hasta una con-
centracion total de 1 mM). Para cuantificar el nucle6tido marcado unido a la proteina,
se filtraron las muestras a distintos tiempos a través de un filtro de nitrocelulosa, rete-
niéndose la proteina, y se lavd con tampdn. Se cuantifico la radiactividad en los fil-
tros haciendo un conteo Cerenkov en un contador de centelleo. La actividad especifi-
ca se determin6 comparando con alicuotas de GTP marcado usadas como estandar.
La union del nucleotido marcado, medida en ausencia de proteina, era muy baja y fue
restada de los datos. Se comprob6 que la proteina era retenida en el filtro cuantifican-

do la concentracion de proteina en el eluido.
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3.9.3 Cuantificacion de la actividad GTPasa

El fosfato producido en la hidrdlisis de GTP por FtsZ fue cuantificado por el ensayo
colorimétrico del verde malaquita. El fosfato se compleja con una mezcla de molibda-
to, alcohol polivinilico y verde de malaquita, formandose un complejo coloreado fa-
cilmente cuantificable espectrofotométricamente (Hoenig et al., 1989).

Las muestras de FtsZ (0.1-2 g/l), en ausencia o en presencia de agentes de
aglomeracion, se incubaron a 30° durante 5 minutos, momento en el cual se afiadid
GTP 0.5 mM. Se tomaron alicuotas a diferentes tiempos y se afladioé la mezcla de
reaccion, parandose en ese momento la actividad enzimatica por desnaturalizacion de
la proteina. El fosfato se cuantificd midiendo la absorcion a 620 nm frente a una cur-

va patron estandar de fosfato.

3.9.4 Electroforesis

Las electroforesis se realizaron en geles discontinuos de poliacrilamida con dodecil-
sulfato sodico (SDS-PAGE, del inglés Sodium Dodecil Sulfate-PolyAcrylamide Gel
Electrophoresis), de acuerdo esencialmente con (Laemmli, 1970). Se empled un gel
separador al 10 % de acrilamida en 0.38 M Tris-HCI, pH 9, 0.1 % SDS. Las bandas
de proteina se visualizaron después de tefiir con azul de Coomassie al 1 % en 45 %

metanol y 10 % acido acético.
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4 RESULTADOS

4.1 FtsZ-GDP tiene una baja tendencia a oligomerizar en

tampon fisiologico

4.1.1 Analisis por ultracentrifugacion analitica (equilibrio y velocidad
de sedimentacion)

Hemos estudiado mediante equilibrio y velocidad de sedimentacion la influencia de
concentraciones fisiologicas de iones presentes en el citoplasma bacteriano (tampon
“fisiologico”, ver Materiales y métodos, seccion 3.3) sobre el estado de asociacion de
la proteina de division celular de E. coli FtsZ unida a GDP (FtsZ-GDP). Previamente
en el laboratorio se habia caracterizado el comportamiento de FtsZ-GDP en un tam-
pon 50 mM Tris, 50 mM KCI, pH 7.4 (Rivas et al., 2000). En dicho estudio, se habia
descrito que FtsZ-GDP oligomeriza de manera indefinida a partir del monomero en
un proceso no cooperativo ligado al cation Mg®". Esta oligomerizacion es dependiente
de fuerza i6nica, observandose un debilitamiento de la interaccion mondémero-
monodmero (es decir, una menor tendencia a oligomerizar) con el aumento de la fuerza
ionica.

En la Figura 4.1 y Figura 4.2 se muestran el gradiente de equilibrio y la de-
pendencia del estado de asociacion de FtsZ en el tampon fisiologico con la concentra-
cion de proteina, respectivamente. Los resultados indican que la especie predominan-
te en el rango de concentraciones estudiado (0.1-2.5 g/l) tiene un tamafio promedio

correspondiente al de un dimero de FtsZ, con una tendencia a formar mondémeros y
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Figura 4.1. Gradiente de equilibrio de sedimentacion de E. coli FtsZ-GDP en tampén
fisiologico. La proteina FtsZ (25 uM) se equilibr6 en el tampon fisiologico con 50 uM GDP.
Los datos fueron obtenidos a 15000 rpm y 20 °C. B, los circulos corresponden a los datos
experimentales y la /inea continua roja al mejor ajuste con una masa molecular promedio de
M,, , =80000. La linea discontinua muestra el gradiente teérico del mondémero de FtsZ en el
equilibrio de sedimentacion. Las diferencias entre los datos experimentales y los ajustes se

muestran en el panel superior, panel A.
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Figura 4.2. Auto-asociacion de la proteina de E. coli FtsZ-GDP en tampon fisiologico
determinada por equilibrio de sedimentacion. La proteina FtsZ se equilibro en el tampon
fisiolégico con 50 uM GDP, y su estado de asociacion se determiné a partir de datos de equi-
librio de sedimentacion tal como se describi6é en Materiales y Métodos. Los circulos muestran
los datos de equilibrio de sedimentacion obtenidos a 15000 rpm y 20 °C, y la linea disconti-
nua corresponde al mejor ajuste a un modelo de asociacion indefinida no cooperativa ligada a
Mg®" de FtsZ en 50 mM Tris/HCI, 50 mM KCI, 5 mM MgCl,, 50 uM GDP, pH 7.4, descrito
en (Rivas et al., 2000). La linea de puntos muestra el mejor ajuste para un modelo de asocia-

cion isodésmico a partir de los monomeros de FtsZ (K = 6:10° M) .
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oligbmeros mayores, si se disminuye o incrementa la concentracion de FtsZ,
respectivamente.
En la Figura 4.3 se representa la distribucion de coeficientes de sedimentacion

de FtsZ. La distribucion corresponde a picos con coeficientes de sedimentacion sy,

de 2.5 y 3.5 S, que son compatibles con el mondémero y dimero de FtsZ, respectiva-
mente.
A partir de estos coeficientes de sedimentacion se puede obtener la relacion

friccional f / fo (desviacion respecto de la esfera equivalente hidratada, ver seccion

3.5.4 de Materiales y Métodos), dando un resultado de 1.59 para el monémero y 1.81
para el dimero. La estructura tridimensional del monémero de M. jannaschii FtsZ
obtenida mediante cristalografia de Rayos X indica que la forma no se desvia signifi-
cativamente de la forma esférica. Puesto que la relacion friccional depende tanto de la
forma de la proteina como de su grado de hidratacion, podria ocurrir que la estructura
del mondmero de E. coli en solucion fuera mas elongada que la estructura cristalogra-
fica de M. jannaschii o que el grado de hidratacion fuera mayor que el supuesto en el
célculo del radio de la esfera hidratada equivalente (0.3 Zagua/Eproteina)-

A la vista de estos resultados, FtsZ seria compatible con mondmeros y dime-
ros en equilibrio. Sin embargo, mediante equilibrio de sedimentacion, se obtuvo que
la especie predominante a la concentracion empleada en los experimentos de veloci-
dad de sedimentacion tenia un tamafio correspondiente al de un dimero de FtsZ. Se
repitié el experimento de velocidad de sedimentacion incubando la proteina el mismo
tiempo (24 horas) y en las mismas condiciones en las que se realiza el experimento de
equilibrio de sedimentacion, para determinar si se trataba de un equilibrio lento, pero
se obtuvo el mismo resultado que sin la incubacion de 24 horas. El desplazamiento

hacia el mondémero que se ha producido en el equilibrio de asociacion de FtsZ en las
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condiciones del experimento de velocidad de sedimentacion podria deberse a un efec-
to de presion hidrostatica como consecuencia de la alta velocidad angular (el experi-
mento de equilibrio se realiza a una velocidad angular menor).

Estos resultados estan de acuerdo con los del articulo previo del grupo, en el
que aumentando la fuerza io6nica del medio de 50 a 500 mM KCI disminuia la masa
molecular promedio y el coeficiente de sedimentacion de FtsZ-GDP (Rivas et al.,
2000). En el medio que reproduce la osmolaridad intracelular, FtsZ en su forma unida

a GDP tiene una baja tendencia a oligomerizar en disolucion.
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Figura 4.3. Analisis por velocidad de sedimentacion de FtsZ-GDP en tampon fisiologico.
A, datos de velocidad de sedimentacion de FtsZ 1 g/l equilibrada en tampon fisiologico y 50
UM GDP, sedimentando a 50000 rpm, 20 °C. Por claridad, se muestra uno de cada cinco per-
files de sedimentacion. B, representacion de los residuos (de uno de cada cinco perfiles) del
mejor ajuste a los datos experimentales. El mejor ajuste se encontr6 para un valor de la rela-

cion friccional, f / finin de 1.78, y la desviacion de los datos experimentales respecto del

ajuste (raiz cuadrada de la media de las diferencias cuadraticas) fue 0.028. C, distribucion de

coeficientes de sedimentacion resultante del mejor ajuste a los datos experimentales.
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4.2 FtsZ en presencia de GTP en tampon fisiologico ensam-

bla en filamentos dinamicos

4.2.1 Andlisis mediante dispersion de luz a 90°

FtsZ, después de la adicion de GTP 1 mM, ensamblo6 rapidamente tal como se obser-
vo por dispersion de luz a 90° (Figura 4.4). En las mismas condiciones la adicion de
GDP no indujo la polimerizacion (Figura 4.4). Debido a la alta concentracion de io-
nes potasio presente en el tampodn, la actividad GTPasa de FtsZ se vio incrementada,
causando la rapida despolimerizacion de los polimeros de FtsZ después de agotado el
GTP, como se describio en (Mukherjee y Lutkenhaus, 1998; Mukherjee y Lutken-
haus, 1999; Rivas et al., 2000). Para evitar la rapida despolimerizacion de los polime-
ros, se afiadi6 un sistema enzimatico de regeneracion del GTP (ver Materiales y mé-
todos, seccion 3.3). Con este sistema los polimeros de FtsZ (formados a 1 g/l de pro-
teina), eran estables a 30 °C al menos durante una 1 hora (Figura 4.4). Este tiempo
aumenta si se disminuye la concentracion de proteina o si se aumenta la concentra-

cion de GTP en el medio.

4.2.2 Morfologia de los polimeros mediante microscopia electronica y
de fuerzas atomicas

Los filamentos formados con GTP y sistema de regeneracion pudieron ser vistos por
microscopia electronica a partir de muestras tefiidas negativamente (Figura 4.5B).
Los filamentos tienen longitudes y curvaturas variables con una anchura de 5-6 nm,
no muy distinto de lo obtenido para los filamentos formados en presencia de GTP sin
sistema de regeneracion (Figura 4.5A). Se encontraron filamentos de FtsZ de anchura

6-8 nm cuando la proteina se incub6 con GMPCPP, un anélogo que es hidrolizado
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mas lentamente que el GTP (Figura 4.5C). Los filamentos formados en el tampon
fisiologico después de la adicion de GMPCPP también se analizaron en solucién por
microscopia de fuerzas atomicas (Figura 4.6). Los filamentos tienen un alto grado de
curvatura, con una anchura de 4-5 nm.

Mediante microscopia de fuerzas atomicas (Figura 4.7) se ha podido ademas
estudiar el comportamiento dindmico que los polimeros de FtsZ en presencia de GTP
exhiben en experimentos de dispersion de luz a 90° (Figura 4.4). En la Figura 4.7 se
representa la evolucion de los polimeros de FtsZ polimerizada en tampon 50 mM
Tris/HCI, 500 mM KCl1, 5 mM MgCl,, pH 7.4 (ver seccion siguiente, seccion 4.2.3,
para mas detalles sobre el uso de este tampon) de un mismo campo microcopico en 6
imagenes tomadas cada 10 minutos. En el panel Figura 4.7A se puede comprobar
como los filamentos tienen tendencia a agregar lateralmente. Cuando se va consu-
miendo el GTP presente en el medio, se pierde masa de los polimeros, se pierden
subunidades. Un anélisis detallado de la presencia de subunidades de FtsZ dentro de
los polimeros desvela que la despolimerizacion se produce a lo largo de todo el fila-
mento, no solo por los extremos, habiendo casos en los que un filamento desaparece
por completo entre una imagen y la siguiente (aunque se representan imagenes distan-
tes 10 minutos entre si, se adquirieron imagenes cada 2-3 minutos). Cuando la densi-
dad de filamentos sobre la mica es menor, los filamentos reestructuran su forma, mos-
trando una tendencia a formar estructuras circulares, en algunos casos abiertas y en

otros cerradas (Figura 4.7D y E).
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Figura 4.4. Ensamblaje de FtsZ en tampén fisiolégico analizado por dispersion de luz a
90°. FtsZ (0.5 g/l) se incubo a 30 °C en tampon fisioldgico sin sistema de regeneracion (linea
roja), o con sistema de regeneracion, tal como se ha descrito en el texto (/inea azul). GTP se
afiadié a una concentracion final de 2 mM (correspondiente al incremento en la sefial de dis-
persion de luz), y la polimerizacion se siguid por dispersion de luz a 90°, como se describid
en Materiales y Métodos. Los datos correspondientes a la dispersion de luz cuando se afiadio

GDP en lugar de GTP se muestran en la /inea verde.
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Figura 4.5. Analisis del ensamblaje de FtsZ en ausencia de agentes de aglomeracién por
microscopia electronica. Micrografias electronicas de polimeros de FtsZ tefiidos
negativamente en tampon fisiologico mas GTP 1 mM, sin (panel A) o con (panel B) un
sistema de regeneracion del GTP (1 unidad/ml acetato quinasa y 10 mM acetilfosfato), y

después de la adicion de GMPCPP 0.1 mM (panel C). La barra negra corresponde a 100 nm.

Figura 4.6. Analisis del ensamblaje de FtsZ en tampon fisiolégico por microscopia de
fuerzas atomicas. Imagen de polimeros de FtsZ formados después de la adicion de 0.1 mM
GMPCPP en tampon fisiologico. La escala vertical (el color negro corresponde a zonas pro-

fundas y el blanco a zonas altas) es de 6 nm. La barra blanca de escala corresponde a 100 nm.
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Figura 4.7. Dinamica de despolimerizacion de los polimeros de FtsZ analizada por mi-

croscopia de fuerzas atomicas. FtsZ 0.05 g/l ensamblo en presencia de 1 mM GTP en tam-
pon 50 mM Tris/HCL, 500 mM KCl, 5 mM MgCl,, pH 7.4. Las imagenes (paneles A-F) fue-
ron adquiridas en modo dindmico cada 2-3 minutos, esencialmente segun lo descrito en la
seccion 3.8.2 de Materiales y Métodos. En todos los casos, la barra de escala negra (debajo

del panel E) corresponde a 100 nm.
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4.2.3 Determinacion de la distribucion de tamarios de los protofilamen-
tos de FtsZ en disolucion: Analisis mediante velocidad de sedimen-
tacion y dispersion de luz dinamica

En las secciones previas de este apartado de la Tesis hemos descrito el ensamblaje
cooperativo de FtsZ en presencia de GTP para formar filamentos dindmicos finos. El
analisis de las imagenes de dichos polimeros obtenidas mediante microscopia elec-
tronica y de fuerzas atomicas nos ha permitido estimar la longitud de los protofila-
mentos de FtsZ. Con la primera de estas técnicas se observan protofilamentos de lon-
gitud variable en presencia de GTP y sistema de regeneracion cuyo valor medio es de
~ 400 £ 200 nm (que se corresponde con ~ 90 + 45 subunidades de FtsZ). Los poli-
meros observados mediante microscopia de fuerzas atdmicas son mas largos (micras
en el caso de algunos filamentos de la imagen Figura 4.7A, y longitudes entre 400 y
1000 nm para las estructuras en forma de anillo de la imagen Figura 4.7D y F). Sin
embargo, ninguna de estas dos aproximaciones constituye en sentido estricto una de-
terminacion de la longitud (tamafo) de los protofilamentos que FtsZ forma en disolu-
cion. Pensamos que es importante conocer esta informacion para comprender el pro-
ceso de ensamblaje de FtsZ en disolucion in vitro y que puede ser relevante desde el
punto de vista fisiologico y, por ello, decidimos abordar este problema mediante el
uso de métodos hidrodinamicos (en concreto, velocidad de sedimentacion combinada
con dispersion de luz dinamica). Estas metodologias, que no habian sido utilizadas
con anterioridad para estudiar el ensamblaje de FtsZ (Romberg y Levin, 2003), son
herramientas experimentales bien establecidas para determinar el grado de homoge-

neidad (en cuanto a tamafios) y la distribucion de especies en sistemas macromolecu-
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lares en asociacion reversible en disolucion (Murphy, 1997; Schuck, 2003); ver tam-
bién secciones 3.5 y 3.6 en Materiales y Métodos).

Los experimentos que se describen a continuacion en este apartado de la Tesis
se realizaron en su mayor parte en un tampon Tris/HCI pH 7.4, 500 mM KCI (tampon
Tris-500KCl), con I mM GTP y sistema de regeneracion del nucleétido, en presencia
de concentraciones definidas de magnesio libre (entre 0.1 uM y 4 mM). La razon de
no haber usado el tampon fisiologico en esta seccion de la Tesis se debe a que en di-
cho tampon se produce un proceso no controlado de agregacion de FtsZ en presencia
de agentes quelantes de cationes divalentes (EGTA 6 EDTA) que nos impedia estu-
diar el efecto del magnesio (a concentraciones por debajo de 1-5 uM) sobre el com-
portamiento en velocidad de sedimentacion de FtsZ en presencia de GTP (ver mas
adelante en este apartado). Sin embargo, estimamos que los datos obtenidos en esta
seccion pueden ser analizados en el contexto general de esta Tesis ya que este segun-
do tampon es similar, en cuanto a fuerza ionica, al tampodn fisiologico empleado en la
mayor parte de los experimentos descritos. De hecho, el comportamiento en veloci-
dad de sedimentacion de FtsZ en el tampon fisiologico (en presencia de concentra-
ciones definidas de magnesio sin afadir agentes quelantes de cationes) es esencial-
mente el mismo que el observado en este tampdon neutro con alta fuerza ionica en
presencia de magnesio (datos no mostrados).

En la Figura 4.8A se muestran los perfiles de velocidad de sedimentacion de
FtsZ 1.5 g/l en tampdn Tris-500KCl, en presencia de 10 mM MgCl,, 1 mM GTP y
sistema de regeneracion, condiciones experimentales que promueven la polimeriza-
cion de la proteina. La simple observacion de los perfiles nos indica que FtsZ sedi-
menta mayoritariamente como un frente agudo de sedimentacion, que parece homo-

géneo, compatible con un valor de coeficiente de sedimentacion de 12.3 + 0.5 S
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(Figura 4.8C). Las imagenes de microscopia electronica de alicuotas de la misma
muestra tefiidas negativamente durante el proceso de sedimentacion confirman que
FtsZ estd mayoritariamente polimerizada en filamentos finos similares a los mostra-
dos en la Figura 4.5. El experimento de velocidad de sedimentacion se realizo a dis-
tintas velocidades (entre 15000 y40000 rpm) observandose el mismo comportamiento
en sedimentacion de FtsZ e idéntico valor para el coeficiente de sedimentacioén apa-
rente (datos no mostrados). Estos resultados descartan un posible efecto de la presion
hidrostatica a la que esta sometida la muestra, por accion del campo centrifugo, sobre
el proceso de ensamblaje, fendémeno responsable de la inhibicion, por ejemplo, de la
formacion de anillos de tubulina a elevada fuerza centrifuga (Erickson, 1974).

De acuerdo con lo descrito en el apartado 3.5 (Materiales y Métodos) tanto los
perfiles de velocidad de sedimentacion como los correspondientes valores de coefi-
ciente de sedimentacion dependen de la concentracion macromolecular, siendo esta
dependencia mas acusada en macromoléculas elongadas, que seria el caso de los po-
limeros de FtsZ. Ademas, si la dependencia de la sedimentacion de la macromolécula
con la concentracion es grande podria conducir a que los frentes de sedimentacion
fueran anormalmente agudos, ya que las moléculas del comienzo del frente de sedi-
mentacion se mueven en un medio de mas alta concentracion, por lo que se retardari-
an, mientras que las moléculas del final del frente lo hacen en un medio mucho mas
diluido, por lo que se moverian mas rapidamente. Este fendémeno podria compensar
(y enmascarar) el ensanchamiento del frente de sedimentacién caracteristico de la
sedimentacion de sistemas heterogéneos (mdas de una especie molecular presente), lo
que resultaria en una falsa apariencia de homogeneidad (Schachman, 1951; Schach-

man, 1959). De estas consideraciones se deduce que es importante conocer la
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Figura 4.8. Analisis por velocidad de sedimentacion del ensamblaje de FtsZ-GTP. 4,
datos de velocidad de sedimentacion de FtsZ 1.5 g/l equilibrada en un tampén 50 mM
Tris/HCI, 500 mM KCI, pH 7.4 (tampon Tris-SO0KCI), anadiendo posteriormente 5 mM
MgCl, GTP 1 mM vy sistema de regeneracion (1 unidad/ml acetato quinasa, 15 mM acetilfos-
fato) sedimentando a 35000 rpm, 24 °C. B, representacion de los residuos del mejor ajuste a

los datos experimentales. El mejor ajuste se encontroé para un valor de la relacion friccional,

f / finin de 3,y la desviacion de los datos experimentales respecto del ajuste (raiz cuadrada

de la media de las diferencias cuadraticas) fue 0.098. C, distribucion de coeficientes de sedi-

mentacion resultante del mejor ajuste, con un pico de maximo 8y, = 12.3 S.
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dependencia con la concentracion de proteina de los perfiles de velocidad de sedi-
mentacion (y los coeficientes de sedimentacion) de FtsZ.

En la Figura 4.9 se muestran las distribuciones c(s) de coeficientes de sedi-
mentacion de FtsZ en funcion de la concentracion de proteina, en el intervalo 0.05 —
1.5 g/l, obtenidos en las mismas condiciones experimentales previamente indicadas
(tampon Tris-500 KCl1, 5 mM MgCl,, 1 mM GTP con sistema de regeneracion).

A la concentracion de proteina mas baja (~ 0.05 g/l) la distribucion c(s) de

coeficientes de sedimentacion, aunque de baja calidad por estar en el limite de detec-
cion del sistema de interferencia, se corresponde con un pico mayoritario de 2-3 S,
compatible con monomeros y/o dimeros de FtsZ (panel A). Este dato concuerda con
el resultado descrito previamente en esta Tesis de que la concentracion critica de en-
samblaje de FtsZ en tampones de pH neutro y alta fuerza i6nica es de 0.05-0.06 g/l
(ver seccion 4.2.4 y Figura 4.15). Este valor de concentracion critica obtenido me-
diante sedimentacion se confirm6 con el perfil de sedimentacién observado a una
concentracion de ~ 0. 1 g/l (panel B), que indica que FtsZ sedimenta como una mez-
cla heterogénea de especies moleculares, con dos picos mayoritarios. El primero de
ellos (~ 30 % de la proteina de partida) es bastante homogéneo, se corresponde con
un valor de coeficiente de sedimentacion aparente de 3 S (compatible con mondme-
ros/dimeros de FtsZ). El segundo de los picos (~ 60 % de la proteina inicial) se co-
rresponde con un maximo de coeficiente de sedimentacion de 11.8 S, compatible con
el valor previamente descrito para el coeficiente de sedimentacion de los filamentos
de FtsZ a una concentracion de 1.5 g/l (Figura 4.8 y Figura 4.9D). Sin embargo, este
pico de proteina polimerizada a baja concentracion no es tan agudo como el observa-
do previamente a 1 g/l, y estd peor resuelto que aquel, lo que indica heterogeneidad

de la muestra.
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Figura 4.9. Efecto de la concentracion de proteina sobre la distribucion de coeficientes
de sedimentacion de FtsZ en presencia de GTP. El experimento de velocidad de sedimen-
tacion se realizé a 40000 rpm y 20 °C con muestras de FtsZ en tampon Tris-500 KCI conte-
niendo 5 mM MgCl,, 1 mM GTP y sistema de regeneracion del GTP. Los distintos paneles
corresponden a distintas concentraciones de FtsZ, que estan indicadas a la derecha de cada

panel.
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Al aumentar la concentracion de FtsZ (0.2 y 0.4 g/1, Figura 4.9, paneles B y C,
respectivamente) se observa una disminucion en la fraccion de proteina no ensambla-
da, que sedimenta mas lentamente, y un correspondiente incremento de la fraccion de
proteina que sedimenta en la region 12 S. Los paneles D y E de la Figura 4.9 mues-
tran la distribucioén de coeficientes de sedimentacion de FtsZ a 1.0 y 1.5 g/, siendo
ambos unos perfiles muy agudos y simétricos con valores de coeficiente de sedimen-

tacion de 12.3 y 11.4 S, respectivamente.

13.5 T T |

13.0

12.5

12.0

coeficiente de sedimentacion (S)

10.5 ' ' '
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0

concentracion (g/l)

Figura 4.10. Variacion del coeficiente de sedimentacion de los polimeros de FtsZ con la
concentracion de proteina. Los circulos negros se corresponden con el maximo de los picos

representados en los paneles D, E y F de la Figura 4.9. La linea continua representa el mejor

ajuste a la ecuacion (3.13) (s'=13.5 S, k, =110 ml/g) a los datos experimentales (ver sec-

cién 3.5.3.3).
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La Figura 4.10 resume como varian los coeficientes de sedimentacion del pico
mayoritario mas rapido con la concentracion de FtsZ. El ajuste de la (3.13) (seccion
3.5.3.2, Materiales y Métodos) a los datos experimentales se corresponde con unos
valores de 13.0 £ 0.3 S para el coeficiente de sedimentacion a dilucion infinita (s") y
de 110 £ 10 ml/g para el factor de no idealidad (%, ). Este factor es del orden de mag-
nitud del determinado para grandes filamentos (~ 200 S) de miosina (470 y 334 ml/g,
en ausencia y en presencia de magnesio, respectivamente; (Persechini y Rowe,
1984)), y mucho mas grande que el determinado tanto para proteinas elongadas (k, .
prinsgeno = 18 ml/g; (Rowe, 1992)), como globulares (& seroatbamina = 4 ml/g; (Rowe,

1992)).

En la Figura 4.11 se muestra la dependencia de la relacion entre los coeficien-

tes de sedimentacion del polimero y el monomero de FtsZ (sN /sl) con el numero de

subunidades del polimero (N ), calculada mediante modelado hidrodindmico con el
programa HYDRO (ver seccion 3.5.4 de Materiales y Métodos) para un filamento de
FtsZ sencillo (una cadena, /inea continua) o doble (dos cadenas, linea discontinua). A
partir de los resultados de sedimentacion de los filamentos de FtsZ mencionados en
los parrafos previos, y teniendo en cuenta el valor del coeficiente de sedimentacion

del monomero de FtsZ determinado en esta Tesis (2.5 S), podemos calcular que la

relacion (sN /51) experimental es de 5.6 £ 0.3, valor que seria compatible con un fi-

lamento doble (que seria el protofilamento esperado en un ensamblaje cooperativo

tipico) compuesto por 26-36 mondémeros de FtsZ (13-18 por cadena) de masa 1-

1.4-10°.Si consideramos un filamento sencillo, la relacion (sN /sl) seria compatible

con filamentos de 120-220 monomeros. Este tamafio relativo para el polimero de FtsZ

se corresponderia con valores de masa molecular de 4.8-8.8-10° Da.
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Conociendo s" (coeficiente de sedimentacion a dilucién infinita) y %, (constante de

no-idealidad hidrodindmica) podemos estimar la masa de los polimeros a partir de la
ecuacion (3.14). El resultado es 1.8+0.1-10° Da, esencialmente el mismo resultado
que obtenemos con modelos de polimeros de doble cadena.

La dependencia con la concentracion del comportamiento de FtsZ en veloci-
dad de sedimentacion también se observo en experimentos preliminares de dispersion
de luz dindmica. La Figura 4.12 muestra las funciones de autocorrelacion a diferentes
concentraciones de FtsZ, donde es claro que a medida que aumentamos la concentra-
cion de FtsZ los tiempos de decaimiento de la funcion de correlacion son mayores, lo
que se corresponde con aumentos de tamafio de las particulas que dispersan luz. Sin
embargo, las curvas correspondientes a las concentraciones mas altas empleadas (1.0
y 1.5 g/l) practicamente se superponen, lo que indica que el tamafio de los polimeros
de FtsZ es comparable en ambos casos. De estos experimentos preliminares de dis-
persion de luz se pudieron medir los coeficientes de difusion (D), informacion que
combinada con los correspondientes valores de coeficiente de sedimentacion nos
permitié (mediante la ecuacion en Materiales y Métodos) extraer también una estima-
cion aproximada del rango de tamafios de los polimeros de FtsZ presentes. Asi, por
ejemplo, en la region més baja de concentracion en la que se detectan polimeros de
FtsZ (0.1 — 0.2 g/l) el valor de D es de 1.0+ 0.3 - 107 cm’s™, que se corresponde con
un valor estimado de masa molecular para el polimero de FtsZ de 1.1 + 0.2 - 10° Da.
En la region de concentracion mas alta estudiada (1.0 — 1.5 g/1), se obtuvo un valor de
coeficiente de difusién D de 5.0 + 1.0 - 10 cm?s™, que se corresponde con una masa

molecular de 1.8 + 0.2 - 10° Da.
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Figura 4.11. Dependencia del coeficiente de sedimentacion de un polimero con el nimero
de subunidades. El eje y representa la relacion entre el coeficiente de sedimentacion de un
polimero de N subunidades y el correspondiente valor del mondmero. Se representa el me-
jor ajuste a los datos de modelos de esferas de polimeros de una sola cadena (/inea continua)
o de dos cadenas (/inea discontinua), construidos mediante modelado hidrodinamico usando
HYDRO (ver seccion 3.5.4 de Materiales y Métodos). Los datos utilizados en el ajuste han

sido omitidos por claridad. La relacion sy /31 = 5.6 £ 0.3, encontrada experimentalmente en

muestras de polimeros de FtsZ, es compatible con modelos de dos cadenas de 26-35 subuni-
dades (13-18 por cadena) o con modelos sencillos de 120-220 subunidades (zona sombreada

en gris).
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Figura 4.12. Dependencia con la concentracion de proteina de las funciones de autoco-
rrelacion de polimeros de FtsZ obtenidas en un experimento de dispersion de luz dina-
mica. Las muestras de FtsZ, equilibradas en tampon Tris-S00KCI con 5 mM MgCl,, se pre-
pararon segun lo indicado en Materiales y Métodos (seccion 3.6.1.1), y la polimerizacion se
indujo con la adiciéon de 1 mM GTP al medio. Las distintas concentraciones de FtsZ emplea-
das se muestran en la leyenda de la figura. Se han normalizado los datos de la funciéon de
correlacion por motivos de claridad en la representacion, para apreciar como los tiempos de

decaimiento aumentan segiin aumenta la concentracion de proteina.
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Ambos valores son comparables con los previamente estimados mediante
modelado hidrodindmico para filamentos de doble cadena y mediante la aplicacion de

la ecuacion de Rowe, ecuacion (3.14).

4.2.3.1 Efecto del magnesio

Tanto en la Introduccidon como en otras secciones de esta Tesis (por ejemplo, seccion
4.1.1 de Resultados) se ha dicho que el cation Mg”" es uno de los ligandos fisiologi-
cos que controla los procesos de asociacion y ensamblaje de FtsZ in vitro. Sin embar-
g0, en la mayor parte de los experimentos descritos hasta ahora se ha mantenido cons-
tante la concentracion de dicho cation en los niveles que se consideran fisioldgicos
(mM). Por ello, nos propusimos estudiar el efecto del Mg*" (en el intervalo de con-
centracion libre entre 0.1 uM y 5 mM) sobre el ensamblaje de FtsZ monitorizado me-
diante velocidad de sedimentacion. La Figura 4.13 muestra el efecto de la concentra-
cion libre de magnesio sobre la distribucion de coeficientes de sedimentacion de FtsZ
(~ 1 g/l) en presencia de 1 mM GTP y sistema de regeneracion. A concentraciones de
cation libre de ~ 0.1 uM, FtsZ (panel A) sedimenta esencialmente como una especie
molecular de coeficiente de sedimentacion 2.3 S, compatible con el mondémero de
FtsZ (ver Figura 4.3). A medida que se aumenta la concentracién de Mg®" entre 10 y
100 uM el perfil de distribucion de coeficientes de sedimentacion se hace bimodal,
con una progresiva disminucion del pico correspondiente a las especies 3 S y la con-
siguiente aparicion de especies moleculares de ~ 7 S (10 uM Mg®", panel B) 6 ~9 S
(50 y 100 uM Mg*", paneles C y D, respectivamente). Cuando la concentracién libre
de Mg*" es de 250 uM (panel E), la especie molecular de ~ 9S pasa a ser el pico mi-
noritario (alrededor del 20 % de la proteina inicial), mientras que una nueva especie
de ~ 118 constituye alrededor del 80 % de la muestra. Sin embargo, a concentracio-

nes de Mg”" de 1 y 5 mM (paneles F y G, respectivamente), el perfil de sedimenta-
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cion estd esencialmente constituido por una especie molecular de ~12 S, que se co-
rresponde con la sedimentacion de los filamentos de FtsZ previamente descritos.

La abundancia relativa (o fraccion) de cada una de las especies moleculares de
FtsZ presentes en funcion de la concentracion libre de Mg”" se resume en la Figura
4.14. A concentraciones intermedias de Mg®", la aparicion de los picos de sedimenta-
cion de 7y 9 S, podria corresponderse con tamafios intermedios de filamentos de
FtsZ. De estos resultados se deduce que, como en el caso de la tubulina eucariota
(Lee y Timasheft, 1975) se requiere una concentracion de cation divalente milimolar

para que el 6ptimo ensamblaje de FtsZ en disolucion.
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Figura 4.13. Efecto de la concentracién de Mg®* sobre la distribucién de coeficientes de
coeficientes de sedimentacion de FtsZ 1.5 g/l en presencia de GTP. Los experimentos se
realizaron con una concentracion fija de FtsZ (1.5 g/l) en tampon Tris-500KCl con 1 mM
GTP y sistema de regeneracion del GTP a 24 °C, conforme a lo descrito en Materiales y Mé-
todos (seccion 3.5.3.1). Las concentraciones de Mg”" estan indicadas a la derecha de cada

panel (el primer panel no contiene Mg®*, sino EDTA 1 mM.
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Figura 4.14. Efecto de la concentracién de Mg’* sobre la abundancia relativa de las espe-
cies moleculares de FtsZ. Por claridad se han agrupado las distintas especies de FtsZ en 3
grupos de acuerdo con las distribuciones de coeficientes de sedimentacion mostradas en la
figura anterior, Figura 4.13. Los circulos blancos se corresponden con las especies con coefi-
ciente de sedimentacion cercano a 3 S, los triangulos invertidos blancos con especies de entre

5y 98,y los circulos grises con especies de entre 11-12 S.
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4.2.4 Determinacion de la concentracion critica del ensamblaje

Las fracciones soluble y polimerizada de FtsZ formada en presencia de GTP y el sis-
tema de regeneracion fueron separadas por centrifugacion de alta velocidad y cuanti-
ficadas (ver Materiales y métodos, seccion 3.7.3.2). La cantidad de filamentos forma-

dos depende de la concentracion de FtsZ, dando una concentracion critica para la

formacion de filamentos (C';) de 0.05 +0.01 g/1 (1.25 uM, Figura 4.15). Se analiza-

ron muestras similares por dispersion de luz a 90°. La dispersion de luz a 90° presenta
una meseta en los primeros minutos, y el valor medio en esta meseta se representod en

funcion de la concentracion de FtsZ, obteniendo un valor muy similar de C'y; de 0.04

+ 0.01 g/l (Figura 4.15, circulos azules). También se analiz6 el ensamblaje por dis-

persion de luz a 90° en ausencia de sistema de regeneracion. El valor de C; determi-

nado usando los incrementos de dispersion de luz fue practicamente idéntico que el
obtenido en presencia del sistema de regeneracion del GTP (Figura 4.15, circulos

rojos) El valor experimental encontrado para C'y; cuando el GTP es reemplazado por

el GMPCPP fue ligeramente menor (0.03 = 0.01 g/l; Figura 4.15, circulos verdes).
Estos resultados indican que el ensamblaje de FtsZ ocurre de manera cooperativa. En
contraste con el GTP, en presencia de GDP practicamente toda la proteina (98 %) se
recuper6 en la fraccion soluble en un ensayo de centrifugacion como el de la Figura
4.15, como se esperaria si el dimero fuera la especie mas abundante de FtsZ-GDP en

disolucion (ver Figura 4.2)
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Figura 4.15. Ensamblaje de FtsZ en tampon fisiolégico analizado por ensayos de

dispersion de luz y de centrifugacion. Determinacion de la concentracion critica

aparente para la formacion de filamentos finos (C';). 4, ensayo de centrifugacion de

alta velocidad. FtsZ soluble (circulos marrones) y polimerizada (circulos azules) fue
separada por centrifugacion tal como se describe en la seccion 3.7.3.2 de Materiales y
Métodos. Las lineas continuas corresponden al mejor ajuste a un modelo de transi-
cion de primer orden (C'p; = 0.05 g/1). B, ensayo de dispersion de luz a 90, sin (circu-
los rojos) o con (circulos azules) un sistema de regeneracion del GTP, o con
GMPCPP (circulos verdes). En el panel interior se muestra la sefial de dispersion de
luz a 90° para las distintas concentraciones de FtsZ en presencia de GMPCPP en fun-

cion del tiempo.
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4.3 La aglomeracion macromolecular favorece la formacion

GTP-dependiente de polimeros dinamicos de FtsZ

4.3.1 Morfologia de los polimeros por microscopia electronica

El citoplasma bacteriano es un ambiente altamente aglomerado de macromoléculas,
una condicion que no ha sido tenida en cuenta en anteriores estudios sobre la forma-
cion de filamentos de FtsZ. Para aproximarse a las condiciones del interior bacteriano
se estudid la polimerizacion de FtsZ en presencia de altas concentraciones de macro-
moléculas inertes, como Ficoll o dextrano, ambos con un tamafio de 70000 Da (ver
Materiales y Métodos, seccion 3.1), que ya han sido usados en otros sistemas para
simular el aglomerado ambiente fisiologico ((Ellis, 2001; Minton, 2001)).

Analizamos primero el efecto de la aglomeraciéon macromolecular sobre el
comportamiento de FtsZ en ausencia de los iones potasio, condiciones en las que FtsZ
une GTP pero no polimeriza ((Mingorance et al., 2001)). Los filamentos de FtsZ no
se observaron en muestras con tincidon negativa vistas al microscopio electronico en
presencia de altas concentraciones (100-200 g/1) de Ficoll (Figura 4.16). Este resulta-
do se confirmé también por un ensayo de centrifugacion de baja velocidad y por en-
sayos de turbidez (no mostrado).

Como se describio en la seccion 4.2, FtsZ forma filamentos en presencia de
GTP o GMPCPP (Figura 4.5 y Figura 4.6). La apariencia de los polimeros de FtsZ,
observados en micrografias electronicas después de tincion negativa, cambio brusca-
mente en presencia de altas concentraciones de dextrano o Ficoll. La adicién de 200
g/l de Ficoll resulté en la formacion de polimeros, algunos de ellos interconectados,
con una anchura de 40-100 nm (Figura 4.16). Considerando que las dimensiones de

un monomero de FtsZ son de 4-5 nm (Lowe y Amos, 1998), estos polimeros corres-
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ponderian a una anchura de 8-25 protofilamentos sencillos. Se obtuvieron resultados
similares cuando se utilizo 200 g/l de dextrano para simular la aglomeracion macro-
molecular (Figura 4.16). Estos polimeros se observaron también cuando la proteina se
incub6 con 0.1 mM GMPCPP en lugar de GTP (Figura 4.16). Sin embargo, los poli-
meros desaparecieron después de una hora, a menos que se use un sistema de regene-
racion del GTP, sugiriendo que son estructuras dindmicas (Figura 4.16). Este ultimo
resultado concuerda con el hecho de que en presencia de GDP la aglomeracion ma-
cromolecular no fue capaz de promover la formacién de polimeros de FtsZ tanto en
tampones con fuerza ionica baja como alta (no mostrado), a pesar de favorecer la oli-

gomerizacion de FtsZ-GDP a fuerzas idnicas bajas (Rivas ef al., 2001).
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Figura 4.16. Analisis del ensamblaje inducido por agentes de aglomeracién por micros-

copia electrénica. 4, muestras tefiidas negativamente de FtsZ 1 g/l en tampén 50 mM
Tris/HCI, 100 mM NaCl, pH 7.4 (que no contiene iones potasio y no promueve el ensamblaje
de FtsZ, ver (Mingorance et al., 2001)) mas 1 mM GTP y 200 g/I Ficoll. El resto de micro-
grafias corresponden a muestras de FtsZ en tampon fisioldgico tefiidas negativamente. B,
FtsZ 0.5 g/l mas 1 mM GTP. C, FtsZ 0.2 g/l mas 2 mM GTP y 220 g/l Ficoll 70. D, FtsZ 0.1
g/l mas 2 mM GTP y 200 g/l Dextrano T70. E, FtsZ 0.5 g/l mas 0.5 mM GTP y 200 g/1 Ficoll
70 después de una hora de incubacion a 30 °C. F, FtsZ 0.5 g/l mas 0.1 mM GMPCPP y 200

g/l Ficoll 70. En todos los casos, la barra de escala corresponde a 100 nm.
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4.4 Los polimeros de FtsZ formados en medios aglomerados

son compatibles con cintas bidimensionales

4.4.1 Analisis por microscopia de fuerzas atomicas y secciones finas

Para obtener mas informacion estructural sobre los polimeros se emplearon técnicas
de secciones finas y posterior visualizacion por microscopia electronica y microsco-
pia de fuerzas atomicas. Las imagenes microscopia de fuerzas atdbmicas muestran que
la anchura de las redes de polimeros inducidos por agentes de aglomeracion es de 40-
100 nm, correspondiente a una asociacion lateral de 8-25 protofilamentos, y su altura
de 4 nm (Figura 4.17).

Este tamafio es compatible con estructuras en dos dimensiones compuestas de
una unica capa de polimeros de FtsZ. La estructura se asimilaria a la de una cinta. La
anchura observada es compatible a la observada por microscopia electronica (Figura
4.16). Las interconexiones vistas en las preparaciones de microscopia también se vie-
ron en las preparaciones de microscopia de fuerzas atdmicas. El analisis realizado con
secciones finas de las redes de polimeros arroja sin embargo otros resultados. Las
secciones que pueden ser con mas probabilidad secciones transversales de los polime-
ros muestran polimeros de seccion circular (Figura 4.18). La anchura de los polime-
ros empleados en esta técnica es también compatible con las anchuras determinadas
por microscopia electronica y microscopia de fuerzas atomicas. La seccidon transver-
sal de los polimeros corresponde a unas proporciones de aprox. 50 nm x 70 nm. Los

resultados de ambas técnicas seran discutidos en la seccion 5.2 de la Discusion).
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Figura 4.17. Analisis del ensamblaje inducido por agentes de aglomeracién por micros-
copia de fuerzas atomicas. 4 y B, imagen de microscopia de fuerzas atomicas de los polime-
ros de FtsZ formados en ausencia de Ficoll (panel 4) o en presencia de Ficoll 200 g/l (panel
B) después de la adicion de 0.1 mM GMPCPP en tampon fisiologico. La escala de alturas es
6 nm (panel A) y 14 nm (panel B). En A y B, la barra de escala blanca situada en el panel 4
corresponde a 100 nm. C, perfil de distancias de una region seleccionada de la imagen B (fle-
cha negra). El eje vertical corresponde a la altura de las estructuras observadas en B, mien-
tras que el eje horizontal indica la distancia (relacionada con la anchura del filamento) sobre

la region seleccionada.
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Figura 4.18. Analisis estructural de los polimeros por microscopia electronica de seccio-
nes finas. FtsZ 1 g/l en tampon fisiologico con GTP 1 mM. Los polimeros fueron tratados
con glutaraldehido 1 %, y se tomaron imagenes de estos polimeros tefiidos negativamente
(panel A). B y C, secciones finas (transversales, B, y longitudinales, C) de los filamentos,

preparadas segtin lo descrito en Materiales y Métodos (seccion 3.8.1.1).
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4.4.2 Andlisis mediante microscopia de fluorescencia

Los polimeros de FtsZ inducidos por agentes de aglomeracion eran suficientemente
grandes para poder observarse bajo el microscopio de fluorescencia empleando FtsZ
marcada con el fluoréforo FITC (Figura 4.19). En ausencia de agentes de aglomera-
cion, FtsZ marcada fluorescentemente no formé ninguna estructura que pudiera ser
visualizada bajo el microscopio de fluorescencia (Figura 4.19). La microscopia de
fluorescencia se habia utilizado anteriormente para visualizar polimeros de FtsZ for-
mados en presencia de Ca*" (Yu y Margolin, 1997), condiciones en las que los poli-
meros estan compuestos de varios filamentos, y se pudo comprobar que también en
estas condiciones podian observarse polimeros de FtsZ marcada con FITC (Figura

4.19).
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Figura 4.19. Formacién de polimeros inducidos por agentes de aglomeracion: analisis

por microscopia de fluorescencia. Una mezcla de FtsZ marcada (0.05 g/l) y no marcada
(0.5 g/1) se incubo con 150 g/l Ficoll 70 y 5 mM GTP en tampodn fisiologico (panel A, 40
aumentos (40X)), con 2 mM GTP en tampoén de ensamblaje MES/KCI (50 mM MES, 50 mM
KCI, 10 mM MgCl,, pH 6.5) (panel B, 63X), o con Ca>" 10 mM en tampén MES/KCI (panel

C, 63X).
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4.5 La aglomeracion macromolecular promueve la forma-
cion de cintas de FtsZ a partir de filamentos de FtsZ

preformados

4.5.1 Determinacion de la concentracion critica de formacion de las re-

des (C,.;) de FtsZ

La formacion de los filamentos de FtsZ en medios diluidos no produce un aumento
significativo de la turbidez (Rivas ef al., 2000). Las medidas de turbidez se usaron,
sin embargo, para seguir la formacion de polimeros de FtsZ en presencia de altas
concentraciones de Ficoll. Estos polimeros compuestos de varios protofilamentos si
provocan un aumento significativo en la sefial de turbidez al formarse cuando se afa-
de GTP o GMPCPP (Figura 4.20).

A concentraciones de Ficoll en el rango 100-200 g/l y en presencia de GTP o
GMPCPP se encontré que el aumento en la sefal de turbidez era proporcional a la
concentracion de FtsZ (Figura 4.20 y Figura 4.21), y era estable por un tiempo de-
pendiente de la concentracion de FtsZ (30 minutos a 2 g/l y mas de 1 hora a 0.2 g/l)
(Figura 4.24). Se determindé la concentracion critica aparente de formacion de los po-

limeros de FtsZ (C,.,) en presencia de Ficoll a partir de la interseccion con el eje x
en la Figura 4.21. El valor de C,,.; es de 0.05 = 0.01 g/l, para 100 y 200 g/I de Ficoll

(Figura 4.21). Ensayos de centrifugacion de baja velocidad y de dispersion de luz a
90° proporcionaron valores similares de 0.06 + 0.01 g/l a 200 g/1 Ficoll (Figura 4.21).

Estos valores de C,,; son practicamente idénticos a los valores de concentracion cri-
tica de formacion de filamentos de FtsZ (C';) determinados en ausencia de agentes

de aglomeracion macromolecular (ver seccion 4.2.4).
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Figura 4.20. Dependencia con la concentracion de proteina del ensamblaje de FtsZ indu-
cido por aglomeracion macromolecular. Perfiles de turbidez en funcion del tiempo en
muestras de FtsZ después de la adicion de 0.1 mM GMPCPP en tampoén fisiologico con 210
g/l de Ficoll 70. El recuadro interior muestra la dependencia de la sefial de turbidez con la
concentracion de proteina. Las concentraciones de FtsZ (en g/l) eran 0.1 (circulos blancos),

0.2 (circulos negros), 0.3 (cuadrados blancos) y 0.4 (cuadrados negros).
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Figura 4.21. Determinacion de la concentracion critica aparente de formacion de poli-
meros de FtsZ en presencia de agentes de aglomeracion. Se representa la dependencia de
la sefial de turbidez a 350 nm con la concentracion de FtsZ, que aparece al formarse polime-
ros después de la adicion de GTP a FtsZ en tampon fisiologico con sistema de regeneracion
del GTP y 100 g/l (circulos azules), 200 g/l (circulos rojos) de Ficoll 70. Los triangulos co-
rresponden a la sefial de dispersion de luz a 90° con (#ridngulos verdes) o sin (triangulos ro-
sas) 200 g/l Ficoll 70. Los valores de concentracion critica que se obtienen de la interseccion

con el eje x son indicadas en el texto.
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Usando varios ensayos independientes (Figura 4.15, Figura 4.21) hemos de-
terminado que la concentracion critica aparente para la formacion de redes de polime-

ros de FtsZ en presencia de agentes de aglomeracion (C,.; ) es similar al valor de C';

(el correspondiente a la concentracion critica de formacién de filamentos) medido en
ausencia de agentes de aglomeracion. Estas observaciones indican que, dentro del
rango fisioldgico de concentraciones de FtsZ (0.1-1 g/l (Lu et al., 1998; Rueda et al.,
2003)), la aglomeracion macromolecular, mas que favorecer el ensamblaje de FtsZ
para formar filamentos finos (ver reaccion 2 en Figura 5.1) promueve el alineamiento
de filamentos finos de FtsZ para formar redes de polimeros anchos (reaccién 3 en
Figura 5.1). Tal como ha sido descrito para la polimerizacion de tubulina y actina
(Herzog y Weber, 1978; Lindner y Ralston, 1997), y de acuerdo con la teoria de ex-
clusion de volumen (Hall, 2002; Hall y Minton, 2002), la formacién cooperativa de
filamentos de FtsZ debe también estar potenciada en un medio aglomerado debido al
incremento de concentracion local de FtsZ en el volumen no excluido o accesible
(actividad quimica). El posible efecto activador de la aglomeracién macromolecular
sobre la formacion de filamentos finos permanece enmascarado, tal vez porque inclu-

so en ausencia de aglomeracion macromolecular la concentracion critica medida C'y;

es bastante baja, y mas aun porque el efecto simultaneo del volumen excluido en la
formacion de las redes de polimeros es mayor.

De los resultados obtenidos en ausencia de potasio, pero con agentes de
aglomeracion afiadidos (Figura 4.16A), podemos concluir que, bajo estas condiciones
en las que los filamentos finos no pueden formarse, no hay ensamblajes superiores de
FtsZ en estructuras de mayor orden. Cuando los filamentos pueden formarse, el en-
samblaje en redes de polimeros, resultado de alinear protofilamentos, se produce

abruptamente después de la adicidon de suficiente concentracién de agentes de aglo-
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meracion. Esto se puede derivar de las observaciones (Figura 4.22) que indican que la
formacion de polimeros anchos de FtsZ a una concentracion fija de proteina (1 g/l),
muy por encima de la concentracion critica para la formacion de filamentos (0.05 g/l),
experimenta una transicién abrupta evidenciada en ensayos de sedimentacion de las
redes de polimeros a concentraciones de Ficoll cercanas a 80 g/l. Aunque FtsZ per-
manece como filamentos finos y no forma estructuras de orden superior por debajo de
esta concentracion de Ficoll, aproximadamente el 95 % de la proteina se encuentra en
forma de redes de polimeros cuando la concentracion de Ficoll es mayor.

La transicion abrupta de filamentos finos no alineados hacia redes de filamen-
tos alineados se asemeja a una transicion de fase dependiente del grado de exclusion
de volumen. Como ya se dijo en la Introduccion (seccion 1.2.3 y Figura 1.9), el au-
mento en el grado de exclusion de volumen provoca una transicion de fase en estruc-
turas filamentosas para dar lugar a un estado mas ordenado en el que estas estructuras

se alinean, en un proceso dirigido por la entropia.
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Figura 4.22. Dependencia con la concentracion de Ficoll de la fraccion de polimeros de
FtsZ. Mediante un ensayo de centrifugacion de baja velocidad, descrito en la seccion 3.7.4.2
de Materiales y Métodos, se analizé la formacion de redes de polimeros de FtsZ (1 g/l) en

funcion de la concentracion de Ficoll.
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4.6 La aglomeracion macromolecular retrasa la dinamica
de los polimeros de FtsZ, la hidrolisis y el intercambio

de GTP

4.6.1 Dinamica de despolimerizacion

En presencia de concentraciones altas de agentes de aglomeracion macromolecular se
encontrd que los polimeros de FtsZ, aunque mas estables que los filamentos finos de
FtsZ, también eran dindmicos en su proceso de despolimerizacion (Figura 4.23). Se
habia descrito previamente que altas concentraciones de calcio (en el rango milimo-
lar) favorecian la formacion de redes de polimeros de FtsZ (como las que se pueden
ver en la Figura 4.19) mas estables (Yu y Margolin, 1997), y que hidrolizan GTP a
una velocidad menor (Mingorance et al., 2001).

Quisimos investigar la dindmica de despolimerizacion de las redes de polime-
ros inducidos por agentes de aglomeracion bajo condiciones mas proximas al cito-
plasma bacteriano.

Para caracterizar con mas detalle el comportamiento dindmico de las redes de
polimeros de FtsZ, se realizé un experimento para medir el efecto del Ficoll sobre el
proceso de desensamblaje de los polimeros. Como se muestra en las medidas de tur-
bidez en la Figura 4.24, la aglomeracion macromolecular estabiliza las redes de poli-
meros de FtsZ. Por otra parte, los filamentos finos de FtsZ, seguidos por dispersion de
luz a 90° (los filamentos finos no son capaces de aumentar significativamente la sefial
de turbidez), rapidamente desensamblan en ausencia de Ficoll. Las redes de polime-

ros son todavia mas estables a baja concentracion de FtsZ (0.2 g/1) (Figura 4.24).
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Figura 4.23. Dependencia con la concentracion de GTP de la dinaAmica de los polimeros
inducidos por Ficoll. Perfiles de turbidez a 340 nm de los polimeros de FtsZ (0.2 g/l) des-
pués de la adicion de 1 (circulos negros), 0.5 (circulos blancos) o 0.1 (cuadrados negros)
mM GTP en tampon fisiologico sin un sistema de regeneracion del GTP en presencia de 200

g/l Ficoll 70 a 25 °C.
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Figura 4.24. Efecto de la aglomeracion macromolecular en la dinimica de ensambla-
je/desensamblaje de FtsZ. Actividad GTPasa de los polimeros de FtsZ. A4, la linea roja
representa la curva de dispersion de luz a 90° de polimeros de FtsZ (2 g/l) después de la adi-
cion de 2 mM GTP en tampon fisioldgico a 30 °C en ausencia de Ficoll. B, perfiles de turbi-
dez a 320 nm de los polimeros de FtsZ en tampon fisiologico con 200 g/l Ficoll 70 después
de la adicion de 5 mM GTP (circulos azules, 2 g/l FtsZ; circulos violetas, 0.2 g/l FtsZ, sefial
multiplicada por 10 para una comparacion apropiada) o GDP (tridngulos verdes, 2 g/l FtsZ).
C, dependencia con el tiempo del fosfato formado en la hidrélisis del GTP por FtsZ (2 g/l)
con 5 mM GTP a 25 °C en tampoén fisiologico en presencia (circulos azules) o en ausencia

(circulos rojos) de 200 g/l de Ficoll 70.
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4.6.2 Hidrolisis e intercambio de GTP

La actividad GTPasa de los polimeros inducidos por Ficoll (Figura 4.24C, circulos
azules, Figura 4.25) o dextrano (Figura 4.25), cuando se compara con la de los fila-
mentos finos (Figura 4.24C, circulos rojos), se ve sustancialmente retardada, resul-
tando en una reduccion de la actividad hidrolitica. Como era de esperar de la influen-
cia de la aglomeracion macromolecular en la dindmica de despolimerizacion, estos
efectos son todavia mayores a concentraciones de proteina mas bajas (Figura 4.24B,
circulos violeta). El intercambio de GTP en los polimeros formados en presencia de
Ficoll se midié en un experimento de pulso y caza con nucledtido radiactivo. Los
resultados muestran que el intercambio en los polimeros inducidos por Ficoll (14 s) es
mas lento que en el caso de los filamentos finos (< 3 s) (Figura 4.26). Sorprendente-
mente, el intercambio de GTP ocurre en un periodo durante el cual no se observa una
liberacion de fosfato (Figura 4.25). Este resultado podria ser compatible con un inter-
cambio de nucleétido por disociacion del polimero del GTP no hidrolizado, tal como

fue propuesto en (Mingorance ef al., 2001).
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Figura 4.25. Efecto de la concentracion de agentes de aglomeracion sobre la hidroélisis de
GTP. La cantidad de fosfato formado en la hidrélisis enzimatica de 1.5 mM GTP por parte de
FtsZ 2 g/l en ausencia de Ficoll o dextrano (circulos). A, la hidrolisis tuvo lugar en presencia
de 100 g/l (triangulos) o 200 g/l (cuadrados) de Ficoll 70. B, 100 g/1 (triangulos) o 200 g/l

(cuadrados) de dextrano T70.
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Figura 4.26. Intercambio de nucle6tido de los polimeros de FtsZ. Se muestran los datos
obtenidos en ausencia (cuadrados blancos) y en presencia (cuadrados negros) de 150 g/l
Ficoll. La polimerizacion de la proteina se llevo a cabo con la adicién de 0.1 mM [y-"*P]-GTP
a muestras de FtsZ 0.5 g/l en tampon fisiologico. Después de 1 minuto a 30 °C, se afiadio
GTP no marcado a las mezclas de reaccion (hasta una final 1 mM de GTP total) y la cantidad
de nucledtido radiactivo unido a la proteina se midi6 utilizando un ensayo de union a filtro de
celulosa. Los triangulos negros representan el experimento control sin la adicion de GTP no

marcado en presencia de 150 g/l Ficoll. Las /ineas continuas son los mejores ajustes a fun-
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5 DISCUSION

5.1 Sobre la oligomerizacion y el ensamblaje de FtsZ en tampon fisio-
logico.

En la primera parte de la Tesis hemos caracterizado los procesos de oligomerizacion
de GDP-FtsZ (forma inactiva de la proteina) y de ensamblaje de GTP-FtsZ (forma
activa de la proteina) en disoluciones diluidas de pH neutro que contienen las concen-
traciones apropiadas de osmolitos mayoritarios del citoplasma bacteriano (tampdn
fisiologico, ver apartado 3.3 en Materiales y Métodos). Los resultados obtenidos de-
muestran que, en estas condiciones experimentales, GDP-FtsZ tiene una baja tenden-
cia a oligomerizar. Sin embargo, en presencia de GTP, FtsZ ensambla cooperativa-
mente para formar protofilamentos finos, que son dindmicos y despolimerizan tras la
hidrolisis del GTP. Los polimeros son capaces de desensamblar a lo largo de toda su
longitud, y a medida que disminuye la densidad de filamentos, éstos tienden a curvar-
se y formar anillos abiertos y cerrados. Como desarrollaremos a continuacion, en esta
Memoria hemos determinado por primera vez el tamafio aproximado de los protofi-
lamentos que FtsZ forma en disolucion (1-2-10° Da; siendo la masa del monémero
40-10° Da), informacion de la que se desprende la posibilidad de que sean protofila-
mentos relativamente pequefios (agrupados en forma de cintas bidimensionales — ver
apartado 5.2) los que formen el anillo Z in vivo.

El anélisis mediante ultracentrifugacion analitica (equilibrio y velocidad de
sedimentacion) indica que las especies moleculares de GDP-FtsZ predominantes en
disolucion ([FtsZ] < 4 g/l) son mondémeros y dimeros en equilibrio. Estos resultados
concuerdan con un trabajo anterior del laboratorio en el que se observéd que al aumen-

tar la fuerza i6nica del medio de 50 a 500 mM KCI disminuia la masa molecular
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promedio y el coeficiente de sedimentacion de FtsZ-GDP (Rivas et al., 2000). Aun-
que la débil dependencia del estado de asociacién de FtsZ con la concentracion de
proteina no permite un analisis cuantitativo completo, los datos podrian ser compati-
bles con un mecanismo isodésmico de asociacion de monomeros, pero con una cons-
tante de afinidad mucho mas baja (K ~ 6:10° M, linea de puntos en la Figura 4.2)
que la descrita en un tampon Tris/HCI pH 7.4 con 50 mM KCI (Rivas et al., 2000) (K
~ 10° M, linea discontinua en Figura 4.2). En conclusién, la proteina FtsZ unida a
GDP posee una débil tendencia a formar oligomeros en disoluciones que simulan las
condiciones de osmolaridad intracelulares (tampon fisiologico).

En presencia de GTP (o GMPCPP), FtsZ forma filamentos dinamicos, cuya
estabilidad esta ligada a la hidrélisis del GTP. Estas propiedades dinamicas del en-
samblaje de FtsZ no permiten el uso de muchos métodos bioquimicos y biofisicos
para la caracterizacion cuantitativa del proceso. Para evitar en lo posible dichas difi-
cultades se utilizd un sistema enzimatico de regeneracion del GTP (ver Materiales y
Métodos, seccion 3.3). Este procedimiento permitidé obtener filamentos estables du-
rante un tiempo de al menos 1-2 horas (ver seccion 4.2.1). El uso de este sistema de
regeneracion del GTP es més representativo de la situacion in vivo, donde los polime-
ros de FtsZ estan sujetos a una proporcion constante, relativamente alta, de GTP/GDP
(Small y Addinall, 2003).

En estas condiciones experimentales se observo que la formacion de los fila-
mentos de FtsZ en presencia de GTP (o GMPCPP) en funcién de la concentracion de
proteina puede describirse aproximadamente como una transicion de primer orden
(transicion todo-nada desde especies solubles hasta polimeros a partir de un determi-
nado valor de concentracion de proteina; (Hall y Minton, 2002)), caracteristica de un

proceso cooperativo, con una concentracion critica aparente (C'y;) de 0.05 g/1 (1.25
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UM). Estos filamentos dispersan luz pero no provocan un aumento significativo de la
turbidez en la solucion. El valor de concentracion critica aparente encontrado esta de
acuerdo con los valores descritos en la literatura determinados mediante ensayos de
centrifugacion (2.5 uM; (Mukherjee y Lutkenhaus, 1998)) y dispersion de luz a 90°
(1.5 uM; (Mukherjee y Lutkenhaus, 1999)). Este y otros grupos (Huecas y Andreu,
2003; White et al., 2000), como nosotros, han postulado que el mecanismo de ensam-
blaje de FtsZ es cooperativo. Por el contrario, (Romberg ef al., 2001) describieron el
ensamblaje de FtsZ como aparentemente isodésmico, tras la observacion de polime-
ros de una sola cadena que, a diferencia de lo descrito por otros grupos (incluidos los
resultados presentados en esta Memoria), no presentaban una concentracion critica de
ensamblaje en ensayos de centrifugacion (Romberg ef al., 2001). Mas recientemente,
el mismo laboratorio, ha descrito el ensamblaje de FtsZ como aparentemente coopera-
tivo (Caplan y Erickson, 2003).

La morfologia de los filamentos que FtsZ forma en disolucién diluida a pH
neutro se caracterizd mediante microscopia electrénica y microscopica de fuerzas
atomicas. Los polimeros que se visualizan al microscopio electrdnico tras tincion ne-
gativa consisten predominantemente en filamentos de longitud y curvatura variable
con un ancho de 5-6 nm. Al aumentar la concentracion de proteina o en presencia de
GMPCPP se observan también filamentos de 6-8 nm de ancho, que podrian ser aso-
ciaciones laterales del filamento mas fino. La formacién de polimeros mas anchos
estd favorecida cuando el ensamblaje se realiza a pH 4cido, entre 6.0 y 6.5
(Mukherjee y Lutkenhaus, 1999; Oliva et al., 2003; Rivas ef al., 2000). Los polimeros
observados mediante microscopia de fuerzas atdmicas a pH neutro se corresponden
esencialmente con filamentos finos (de alrededor de 4 nm de ancho) con una clara

tendencia a curvarse (ver Figura 4.7). Estos resultados apuntan, en principio, a que
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una parte de los protofilamentos observados mediante ambas microscopias (en las
condiciones de disolucion empleadas en esta Tesis) son mas compatibles con filamen-
tos de una sola cadena que dobles. Esta posibilidad contrasta con el hecho de que el
ensamblaje de FtsZ se produzca mediante un mecanismo cooperativo (ver mas arriba
en esta Discusion).

(Es posible explicar cuantitativamente que un polimero de cadena sencilla en-
samble de manera cooperativa? Como ya comentamos en esta Memoria (ver 3.7.1) el
ensamblaje cooperativo es tipico de sistemas en los que se forman polimeros de va-
rias cadenas (ej., tubulina y actina), mientras que la formacién de polimeros de una
sola cadena sigue un mecanismo no cooperativo (Romberg et al., 2001). De las con-
sideraciones expuestas en 3.7.1 se sigue que el requerimiento termodinamico (condi-
ciones de equilibrio) para el ensamblaje cooperativo es que la constante de asociacion
aumente cuando se incrementa el tamafo del polimero. Este aumento puede darse en
una o varias etapas (Andreu y Timasheff, 1986; Hall y Minton, 2002). En principio,
es dificil ver como este incremento de la afinidad del equilibrio de asociacidon puede
tener lugar en una polimerizacion estrictamente lineal de subunidades idénticas. Sin
embargo, los protofilamentos de FtsZ observados en este trabajo tienen tendencia a
curvarse y, sobre todo, no pueden considerarse polimeros en el equilibrio en sentido
estricto. En el proceso de ensamblaje de FtsZ existe siempre una etapa irreversible
(procesos de no-equilibrio), que es la hidrdlisis de GTP. El hecho de haber utilizado
un sistema enzimatico de regeneracion del GTP hace que la concentracion de GTP
durante el proceso se mantenga esencialmente constante, por lo que en realidad ob-
servamos es el producto de ensamblaje de un proceso de equilibrio en estado estacio-
nario (Engel, 1983). Por consiguiente, la concentracion critica de FtsZ para formar los

filamentos no estd de hecho determinada por una constante de equilibrio verdadera
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sino por una constante de equilibrio en estado estacionario. El ensamblaje de filamen-
tos de actina y de microtubulos también estd ligado a una etapa de hidrdlisis de nu-
cleotido (Engel, 1983). Estas etapas irreversibles son las responsables de algunas de
las peculiares caracteristicas de los procesos de ensamblaje de estos polimeros. Asi,
por ejemplo, el mecanismo de polimerizacion cabeza-cola (treadmilling) propuesto
por (Wegner, 1976) para explicar el ensamblaje de los filamentos de actina incluye
una etapa irreversible de hidrélisis de nucledtido. En el caso del ensamblaje de FtsZ,
los ciclos de hidrélisis de GTP y posibles cambios conformacionales en las subunida-
des de FtsZ asociados a dicha hidrolisis, podrian introducir complejidades no formu-
ladas explicitamente hasta ahora en el mecanismo de polimerizacion cooperativo
(Romberg y Levin, 2003; Romberg et al., 2001). Sin embargo, hasta la fecha no exis-
te ningun modelo plausible que concilie las observaciones morfoldgicas de filamentos
de FtsZ de cadena sencilla con la formacidon cooperativa del protofilamento de FtsZ
en disolucidn, por lo que la cuestion queda abierta. ;Seria factible la posibilidad de
que existieran distintos modos de ensamblaje de FtsZ en disolucion y que las interac-
ciones entre FtsZ y los materiales empleados en los analisis microscopicos desplaza-
ran el balance entre estos modos de asociacion hacia la forma de cadena sencilla, im-
pidiendo la observacion de formas multicadena?

Por ultimo, el analisis mediante velocidad de sedimentacion (combinado con
modelado hidrodindmico y dispersion de luz dindmica) de los filamentos de FtsZ ha
permitido obtener, por primera vez, informacion acerca de la distribucion de tamanos
de estos polimeros en disolucion. Los datos de masa molecular son bastante concor-
dantes, y se mueven en el intervalo de tamafios entre 1-2 -10° Da. Estos valores serian
compatibles con filamentos de FtsZ de doble cadena de 20-40 subunidades, que se

corresponderia con una distribucion de longitudes del polimero entre 40 y 80 nm. En
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el caso de considerar que los filamentos fueran de cadena sencilla, habria que asumir
un grado de curvatura en los mismos. La distribucion de tamafios (y longitudes) de-
terminada en esta Memoria para los protofilamentos de FtsZ en disolucion es menor
que la, en principio, esperada a partir de las imagenes obtenidas mediante microsco-
pia de fuerzas atomicas y, en muchas de las preparaciones analizadas mediante mi-
croscopia electronica tras tincion negativa. Estas discrepancias pueden estar relacio-
nadas con el hecho de que interacciones de determinados sustratos de las preparacio-
nes microscopicas con FtsZ puedan facilitar procesos de asociacion entre moléculas
de FtsZ adsorbidas a superficies, en un fenomeno relacionado con el confinamiento
molecular (Minton, 1995). Otra posible causa de dichas diferencias en tamafio pueden
deberse a fenomenos de fragmentacion y sellado de los filamentos formados en con-
diciones de estado estacionario que dieran lugar a las distribuciones de tamano de los
polimeros de FtsZ en disolucion, como ocurre en el caso de los filamentos de actina
(Sept et al., 1999). Sin embargo, nuestros datos concuerdan razonablemente bien con
las estimaciones de longitud de los polimeros de FtsZ (longitud del filamento prome-
dio 92 nm, lo que se corresponde con 23 subunidades de FtsZ) obtenidas por el grupo
de Erickson mediante microscopia electronica de transmision, STEM (Romberg et
al., 2001). El hecho de que FtsZ forme filamentos en disolucion relativamente cortos
puede ser tener relevancia bioldgica, ya que podria implicar que la estructura del ani-
llo Z activa en division esté formada por protofilamentos cortos de FtsZ que, en un
medio aglomerado, ensamblan de manera espontdnea para formar cintas o redes de

filamentos.
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5.2 Sobre la influencia de la aglomeracion macromolecular
en la organizacion estructural y dinamica de los polime-

ros de FtsZ.

El estudio que constituye la parte central de esta Memoria de Tesis ha proporcionado
la primera evidencia experimental de que altas concentraciones de macromoléculas
inertes, que simulan el aglomerado ambiente intracelular bacteriano, tienen una con-
siderable influencia sobre la organizacion estructural y dinamica de los polimeros de
FtsZ formados in vitro.

En esta Tesis hemos encontrado que la aglomeracion macromolecular favore-
ce el ensamblaje de FtsZ para formar cintas bidimensionales dindmicas. En este estu-
dio se ha demostrado que en presencia de altas concentraciones (100-200 g/I) de ma-
cromoléculas inertes la anchura de los polimeros de FtsZ formados aumenta significa-
tivamente. Estos polimeros contribuyen significativamente a un aumento de la turbi-
dez en la solucion, lo que contrasta con la ausencia de turbidez de los filamentos de
FtsZ formados en disoluciones diluidas previamente descritos.

La estructura de los polimeros de FtsZ formados en presencia de GMPCPP y
de altas concentraciones de Ficoll fue estudiada por microscopia de fuerzas atdmicas,
concluyendo que los polimeros estaban compuestos de 8-25 protofilamentos dispues-
tos en dos dimensiones formando una tnica capa de protofilamentos. Sin embargo,
cuando estos mismos polimeros se incluyeron en una resina para su posterior corte en
secciones finas, al ser visualizados al microscopio electronico presentaban una sec-
cion aproximadamente circular correspondiente a una red de filamentos dispuestos en
tres dimensiones. Estas discrepancias han podido ser originadas por las enormes dife-

rencias que existen en el tratamiento de las muestras. En el caso de la microscopia de
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fuerzas atomicas, FtsZ polimeriza en una gota de solucion y posteriormente se adhie-
re a la mica (ver seccion 3.8.2 de Materiales y Métodos). Los filamentos adheridos se
visualizan directamente, sin tratamientos adicionales. Sin embargo, para obtener ima-
genes de las secciones finas de polimeros, FtsZ debe seguir un tratamiento agresivo,
en el que el tampon fisioldgico en el cual ensamblan los polimeros es sustituido va-
rias veces por otros medios (ver Materiales y Métodos, seccion 3.8.1.1), entre los que
se incluye una deshidratacion en alcohol absoluto. También es necesario el uso de un
agente fijador, glutaraldehido, que une covalentemente los subunidades de proteina
entre si. En microscopia de fuerzas atomicas, la fuerza que se ha ejercido sobre los
polimeros en las exploraciones es del orden de piconewtons (pN). Fuerzas de este
orden se han utilizado en estudios de alta resolucion de proteinas sin provocar defor-
maciones en la muestra. Las imagenes fueron tomadas en modo dinamico, menos
perturbador que el modo contacto, ya que el movimiento lateral de la punta se realiza
mientras la punta se encuentra alejada de la superficie. Se obtuvieron varias imagenes
sucesivas en la misma region de la superficie, y no se obtuvieron cambios significati-
vos, sefal de que la fuerza de la punta no estaba alterando la estructura de los polime-
ros observados. Las imagenes fueron independientes del sentido de barrido de la pun-
ta y del area explorada (la exploracion de areas pequefias supone un mayor contacto
de la punta con los polimeros). Por ultimo, el valor encontrado para la altura de la
monocapa de proteina fue de 4 nm, muy préximo al valor del didmetro de FtsZ de-
terminado con técnicas independientes como la cristalografia de rayos X (Lowe y
Amos, 1998), indicativo de que la fuerza de la punta no provoca deformaciones en las
moléculas de FtsZ. En resumen, de lo anteriormente expuesto se puede concluir que

la estructura que mejor representa a los polimeros formados en un tampoén fisiologico

146



Discusion

en presencia de altas concentraciones de Ficoll es la obtenida mediante microscopia
de fuerzas atomicas (cintas bidimensionales de FtsZ).

En esta Tesis se ha determinado mediante distintos ensayos independientes
que la concentracion critica aparente de formacion de las cintas bidimensionales de

protofilamentos de FtsZ (C,,,;) en presencia de altas concentraciones de agentes de

aglomeracion macromolecular (100-200 g/l) es, dentro del error experimental, la
misma que la correspondiente concentracion critica obtenida en medios diluidos para

la formacion de filamentos (C,,; ). Estas observaciones indican que la aglomeracion

macromolecular estd promoviendo principalmente el alineamiento de filamentos de
FtsZ en polimeros bidimensionales (cintas) (reaccion 3 de la Figura 5.1), en lugar de
potenciar el ensamblaje de FtsZ en filamentos de una cadena (reaccion 2 de la Figura
5.1), o al menos la influencia de la aglomeracion macromolecular sobre esta segunda
reaccion es mucho menos pronunciada. Los resultados que muestran que las mismas
concentraciones de Ficoll o dextrano no inducen la formacion de redes de polimeros
de FtsZ al afiadir GTP en condiciones en las que no esta favorecida el ensamblaje de
FtsZ en filamentos (i.e, ausencia de K', ver la Figura 4.16) favorecen esta interpreta-
cion. La aglomeracion macromolecular tampoco induce la aparicion de redes de po-
limeros de FtsZ-GDP en tampén Tris/HCI, 50 mM KCIl, tampén en el cual FtsZ-GDP
tiene un grado de oligomerizacidon mayor que en tampon fisioldgico ((Rivas et al.,
2001), Figura 4.2).

La formacion de las cintas mediante alineamiento de protofilamentos
preformados en lugar de a partir de subunidades de FtsZ explicaria la dependencia
con la concentracion de Ficoll de la abundancia relativa de la fraccion de cintas de
polimeros de FtsZ. Este comportamiento es tipico de un sistema donde los filamentos

existen como filamentos aislados por debajo de un determinado grado de exclusion de
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volumen, y cuando éste aumenta, los filamentos se alinean para formar estructuras de
orden superior. Por tanto, el alineamiento de los filamentos para formar estructuras
ordenadas de polimeros (cintas) estd gobernado por efectos de exclusion de volumen
en soluciones altamente aglomeradas (ver seccion 1.2.3 de la Introduccion) (Herzfeld,
1996). El hecho de que los filamentos de FtsZ se alineen formando cintas debe radi-
car en la propia estructura de FtsZ. Los lados de los filamentos no deben ser equiva-
lentes y por tanto, hay unos lados que son los que interaccionan con otros filamentos,
de manera que los filamentos ensamblan en cintas siempre en la misma orientacion,
quedando siempre los mismos lados expuestos a la disolucidn. Si FtsZ no tuviera esta
capacidad intrinseca para formar cintas, la aglomeracion macromolecular induciria el
alineamiento de los filamentos en todas las direcciones, no s6lo en dos de ellas.

Las cintas de FtsZ formadas en condiciones de alta aglomeracion macromole-
cular son mas estables que los filamentos formados en medios diluidos (por lo que
tardan mas tiempo en despolimerizar), presentan una cinética de hidrolisis retardada y
el intercambio de GTP es a su vez mas lento. Nuestros resultados apoyan la idea de
que el intercambio de nucledtido se produce en el polimero, tal como se habia pro-
puesto previamente (Mingorance et al., 2001), dado que la dindmica de desensambla-
je esta ligada a la hidrélisis de GTP, y el intercambio de GTP se produce en la fase en
que no hay hidrolisis de GTP, y por tanto, los polimeros no han comenzado a desen-

samblar.

5.3 Implicaciones bioldgicas

Pensamos que, en el citoplasma celular, las cintas de polimeros de FtsZ encontradas
en este trabajo son mas fisiologicamente relevantes que los polimeros de FtsZ obser-

vados en disoluciones diluidas, como las empleadas en ensayos previos in vitro.
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Nuestros resultados indican que, por encima de una concentracion critica de
Ficoll o dextrano, la formacion de cintas de FtsZ se ve favorecida en el proceso de
ensamblaje de FtsZ y que los filamentos no son las especies predominantes. Aunque
la estructura de FtsZ en anillo ha sido visualizada en la célula bien por inmunofluo-
rescencia o por fluorescencia de fusiones GFP-FtsZ, los intentos de analizar dicha
estructura en secciones finas por microscopia electrénica no han funcionado (J. Min-
gorance y M. Vicente, resultados no publicados). Sin embargo, un polimero de dos
dimensiones, con la altura de una subunidad de FtsZ, como las estructuras observadas
en la Figura 4.17, seria muy dificil de discriminar en secciones transversales bajo el
microscopio electronico cuando estuviera anclado a la membrana.

El alineamiento de los filamentos de FtsZ en cintas en dos dimensiones tiene
ciertas consecuencias importantes. Si todas las subunidades de FtsZ en las cintas es-
tuvieran en la misma orientacion, todas podrian establecer interacciones idénticas, y
por lo tanto, podrian participar todas simultdneamente en la constriccion. Ademas,
todas podrian tener la misma superficie expuesta al medio y por ello serian capaces de
establecer los mismos contactos con la membrana y con los dominios citoplasmaticos
de proteinas de membrana que participan en la division celular. Finalmente, todas las
subunidades de las cintas podrian estar accesibles de la misma manera a factores de
regulacion. Esto significa que la dindmica y la estabilidad del anillo podrian estar
controlada en muchos puntos (tantos como subunidades de FtsZ). En un polimero en
tres dimensiones, por el contrario, la accesibilidad de las subunidades en el interior se
veria muy restringida, siendo las subunidades en el exterior las inicas capaces de en-
trar en contacto con la superficie de la membrana.

Una cuestion crucial para poder evaluar la relevancia biologica de estos resul-

tados es si hay suficiente FtsZ en la bacteria que rodee todo el perimetro interno de la
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membrana citoplasmatica y que ensamble en cintas que se incorporen al anillo Z. El
promedio de moléculas de FtsZ por célula de E. coli varia en la literatura entre 4000
(Rueda et al., 2003) y 15000 (Lu ef al., 1998) en diferentes cepas. Dado que la con-
centracion intracelular de FtsZ no cambia durante el ciclo celular de E. coli (Rueda et
al., 2003) el nimero mas bajo de moléculas en células en division es de 6000
aproximadamente. Como FtsZ polimeriza de modo cooperativo (Figura 4.15), la
poblacion de FtsZ en la célula estaria distribuida en dos clases, una forma soluble y

otra polimérica. Del valor de C; (la concentracion critica para el ensamblaje de FtsZ

en filamentos) medido en esta Tesis (1.25 uM) y el valor mas bajo descrito para la
concentracion intracelular de FtsZ (3.5 uM (Rueda et al., 2003)) podemos calcular
que aproximadamente una tercera parte de la proteina FtsZ dentro de la célula deberia
estar en forma soluble, mientras que las dos terceras partes restantes podrian formar
parte de las formas poliméricas. Considerando una distancia axial entre mondmeros
de 4.3 nm (Erickson ef al., 1996), y un perimetro de ~ 3 um, si asumimos un prome-
dio de 4000 monémeros de FtsZ en forma polimérica (dos terceras partes del total de
FtsZ en células en division), esto seria suficiente para rodear la célula seis veces en
una anillo continuo, lo que seria compatible con la estructura en cintas incluso consi-
derando el conjunto de suposiciones mas desfavorables. Utilizando una fusion GFP-
FtsZ y microscopia de fluorescencia, Stricker et al. (Stricker et al., 2002) calcularon
que solo el 30 % de GFP-FtsZ se encuentra en el anillo. Esto seria incompatible con
una cinta continua de mas de dos mondmeros de ancho rodeando a la bacteria. Sin
embargo, no hay una evidencia de que el comportamiento de GFP-FtsZ y FtsZ nativa
sea idéntico.

Nuestros estudios sugieren que, en el aglomerado citoplasma bacteriano, los

dos estados principales en los que FtsZ se encontraria serian FtsZ soluble y FtsZ en
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polimeros tipo cinta (ver Figura 5.1). Dentro de E. coli, FtsZ en su estado de union a
GDP, de estar presente, tendria una baja tendencia a asociar en oligdmeros de mayor
orden y mucha menor tendencia a formar polimeros. Sin embargo, ya que la relacion
GTP/GDP es alta en condiciones fisiologicas (Neurard y Nygaard, 1987), es mas pro-
bable encontrar FtsZ como FtsZ-GTP, y principalemente como polimeros. Esto a su
vez dispararia el ensamblaje en cintas bajo condiciones de aglomeracion macromole-
cular. Paradojicamente no se observan anillos de FtsZ en las primeras etapas del ciclo
celular (Rueda et al., 2003), de lo que se deduce que antes de la formacion del anillo
de FtsZ las especies tienen que permanecer solubles en el citoplasma. La formacion
de las cintas in vitro puede ser inhibida en cualquiera de estas etapas; por ejemplo, la
reaccion 2 en la Figura 5.1 no se produce en ausencia de iones potasio o de iones
magnesio (ver Figura 4.16). Se han propuesto varios mecanismos que previenen de la
formacion de filamentos de FtsZ in vivo, entre ellos un mecanismo que evitaria el
ensamblaje en las etapas previas del ciclo celular de Bacillus subtilis es la proteina
que secuestra FtsZ, EzrA (Margolin, 2003), que une preferentemente protdmeros de
FtsZ. EzrA podria jugar un papel similar al de los inhibidores del ensamblaje descri-
tos para tubulina (i.e. stadmina (Andersen, 2000)) y para actina (i.e. ADF/cofilina
(Pollard, 1999)) en células eucariotas. En E. coli hay dos mecanismos especificos que
determinan la localizacion espacial de los anillos de FtsZ y que puede funcionar pre-
viniendo el ensamblaje espontaneo de FtsZ en cintas: oclusion del nucleoide y el sis-
tema min (ver revisiones (Lutkenhaus, 2002; Margolin, 2001)). Ambas conllevan
regulacion negativa y pueden funcionar inhibiendo localmente la polimerizacion de

FtsZ y el ensamblaje de FtsZ en cintas.
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: AGLOMERACION
@ MACROMOLECULAR

GTP GDP

Figura 5.1. Modelo para el ensamblaje de FtsZ bajo condiciones que simulan el
aglomerado interior bacteriano. Este esquema resume las reacciones de ensamblaje
de FtsZ en presencia de GTP, en ausencia y presencia de agentes de aglomeracion
macromolecular caracterizadas en esta Memoria; el intercambio de nucledtido en
FtsZ soluble (reaccion 1), la formacion cooperativa de filamentos de FtsZ (reaccion
2), y el ensamblaje en cintas (reaccion 3). La reaccion 4 muestra la oligomerizacion
dependiente de Mg”" en condiciones de baja fuerza ionica, previamente estudiada
(Rivas et al., 2000). La aglomeracion macromolecular juega un papel mas importante
en el potenciamiento de la reaccion de ensamblaje en la que el volumen ocupado por
la especie final de FtsZ es menor (reaccion 3), y por tanto, el volumen accesible es
mayor. /n vivo, el anillo Z puede ensamblar a partir de cintas de FtsZ sin requerir in-

teracciones adicionales.
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5.4 Consideraciones futuras

De acuerdo con lo descrito en esta Memoria, pensamos que los resultados obtenidos
en esta Tesis Doctoral son importantes para entender el comportamiento de FtsZ in
vitro (nivel estructural, bioquimico y biofisico), son relevantes para una mejor com-
prension de eventos centrales de la division celular en bacterias (nivel biologico) vy,
por ultimo, son de interés practico para la optimizacion de métodos de busqueda de
inhibidores del ensamblaje de FtsZ con potencial actividad antibiotica (nivel biotec-
noldgico). Consideramos que esta es una aproximacion novedosa en el estudio de la
division celular bacteriana.

El trabajo presentado en esta Memoria deja abiertas una serie de cuestiones en

los niveles mas arriba mencionados, que enumeramos a continuacion:

5.4.1 Aspectos estructurales, bioquimicos y biofisicos

Este trabajo de Tesis Doctoral hemos demostrado que FtsZ ensambla de manera co-
operativa para formar protofilamentos finos en medios diluidos que contienen las
apropiadas concentraciones de osmolitos fisioldgicos. Sin embargo, es evidente que
nuestro trabajo se ha centrado en aspectos termodindmicos de este proceso, en condi-
ciones de equilibrio o de estado estacionario. ;Cual es el mecanismo cinético de for-
macion de dichos protofilamentos en disolucion? La resolucion a esta pregunta reque-
rird un abordaje mediante métodos de cinética rapida. Otras cuestiones abiertas son
las siguientes: (Es el protofilamento basico una estructura de cadena simple o doble?;
en el primero de los casos, /es posible formular cuantitativamente un modelo coope-
rativo para el ensamblaje de polimeros de una sola cadena? ;Qué implicaciones tiene
la curvatura de los polimeros de FtsZ observada mediante microscopia de fuerzas

atomicas (Figura 4.7). Por ultimo, pensamos que seria importante obtener informa-
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cion adicional, mediante métodos complementarios independientes (ej., dispersion de
luz laser multiangulo, anisotropia de fluorescencia resuelta en el tiempo), que confir-
me (o no) que los filamentos de FtsZ en disolucion son relativamente pequefios.

En cuanto a los estudios sobre la organizacion estructural y dindmica de los
polimeros de FtsZ en medios aglomerados, el trabajo de esta Memoria deja abiertas
una serie de preguntas: ;Cudl es la organizacion estructural de las cintas que FtsZ
forma en medios aglomerados? (;Como se disponen los filamentos dentro de las cin-
tas?) (Como es el ciclo de hidrolisis/ensamblaje-desensamblaje de FtsZ en condicio-
nes que favorecen la formacion de estructuras tipo las cintas descritas en esta Memo-
ria? ;Son los protofilamentos finos estructuras transitorias o estables en medios
aglomerados? ;, La transicion de fase asociada al proceso espontaneo de formacion de
cintas en medios aglomerados se puede explicar simplemente como un fendmeno de
exclusion de volumen? ;Como afectan a dicha transicion posibles efectos de carga
inducidos por polielectrolitos cargados que son componentes mayoritarios del cito-
plasma bacteriano, como el nucleoide (Tang et al., 1997)? ; Podrian estos procesos
de transicion de fase conducir a la formacion de microcompartimentos en el citoplas-
ma bacteriano (Walter y Brooks, 1995)? ;Cémo simular de manera mas realista el
aglomerado interior bacteriano (adicion de ribosomas, nucleoides, proteinas solubles

mayoritarias del citoplasma, etc.)?

5.4.2 Aspectos bioldgicos

En esta Memoria hemos descrito que las cintas de FtsZ tienden a formarse esponta-
neamente en medios aglomerados en los que existan condiciones que promuevan el
ensamblaje de FtsZ. Nuestra propuesta es que estas cintas son unos excelentes candi-

datos a formar parte del anillo Z de division. Sin embargo, estos resultados conducen
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a que debamos postular que en células en reposo (no-division) deben existir meca-
nismos regulatorios que prevengan el ensamblaje de FtsZ, y por consiguiente eviten
el que se localice un septo a destiempo durante el ciclo de division. Algunas cuestio-
nes sin resolver relacionadas son, por ejemplo: ;Cudl es y como se controla el estado
en reposo (no-division) de FtsZ? ;Qué dispara el ensamblaje de FtsZ in vivo? ;El
proceso de transicion de fase de FtsZ observado in vitro en medios aglomerados ocu-
rre también in vivo o no? ;Qué papel juegan en el control de FtsZ estructuras de
membrana? (;Qué factores controlan la unidon de FtsZ a la membrana citoplasmica y

qué factores controlan la disociacion de FtsZ de la membrana?)

5.4.3 Aspectos biotecnologicos

En las condiciones experimentales que simulan el ambiente intracelular bacteriano de
manera mas realista que las condiciones que se han usado de manera cotidiana en los
estudios in vitro es donde es mas apropiado preguntarnos que otras sustancias facili-
tan o inhiben el ensamblaje/desensamblaje de FtsZ mediante los ensayos sencillos y
facilmente adaptables a la modalidad de alto rendimiento que se han descrito en esta
Memoria. Estos incluirian la turbidez y en medios més complejos, métodos de fluo-
rescencia (espectroscopia o microscopia) empleando FtsZ marcada. Una aproxima-
cion similar se ha desarrollado con éxito para la identificacion de inhibidores endoge-

nos del ensamblaje de los microtibulos (Belmont y Mitchison, 1996).
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6 CONCLUSIONES

Oligomerizacion y ensamblaje de E. coli FtsZ en medios fisiolégicos diluidos

FtsZ, en presencia de GDP, tiene baja tendencia a oligomerizar en disoluciones
que simulan las condiciones de osmolaridad intracelulares (tampén fisioldgico).
El analisis mediante ultracentrifugacion analitica (equilibrio y velocidad de se-
dimentacion) indica que las especies moleculares de GDP-FtsZ predominantes

en disolucion son mezclas de mondmeros y dimeros en el equilibrio.

En presencia de GTP, FtsZ ensambla para dar lugar a polimeros dindmicos, cuya
estabilidad estd ligada a la hidrélisis del GTP. En presencia de un sistema
enzimatico optimizado de regeneracion del GTP (acetato quinasa -+
acetilfosfato) los polimeros son estables durante horas, lo que permite la

caracterizacion bioquimica y biofisica de los mismos.

La dependencia con la concentraciéon de proteina del grado de ensamblaje de
FtsZ en el tampon fisiologico puede describirse como una transicion de primer
orden, caracteristica de un proceso cooperativo, con una concentracion critica

aparente (C;) de 0.05 g/1 (1.25 uM) a 30 °C.
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4. De acuerdo con las imagenes de microscopia electronica tras tincion negativa y
microscopia de fuerzas atomicas (AFM), los polimeros de FtsZ en el tampodn fi-
siologico son en su mayoria filamentos finos (predominan los de 4-5 nm de an-
cho) de longitud y curvatura variable, cuyas dimensiones son compatibles con

filamentos de FtsZ de cadena sencilla o doble.

5. El andlisis del ensamblaje de FtsZ mediante velocidad de sedimentacion (com-
binado con modelado hidrodindmico y dispersion de luz dindmica) ha permitido
determinar, por primera vez, la distribucion de tamafios de los filamentos de
FtsZ en disolucion. La masa molecular obtenida es de ~ 1-2x10° Da, compatible
con filamentos de FtsZ de doble cadena de 20-40 subunidades (que se corres-
ponderian con una distribucion de longitudes de los filamentos entre 40 y 80
nm). Filamentos curvos de cadena sencilla serian también compatibles con los

resultados experimentales obtenidos.

6. El hecho de que FtsZ ensamble en disoluciones fisiologicas diluidas para formar
filamentos de masa molecular relativamente pequefa sugiere la posibilidad de
que la estructura del anillo Z activa en division esté formada por protofilamentos
de FtsZ de tamafio discreto que, en un medio aglomerado (ver conclusiones si-
guientes), ensamblan de manera espontanea para formar cintas o redes de fila-

mentos.
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Ensamblaje de E. coli FtsZ en medios aglomerados

7. Altas concentraciones de macromoléculas inertes (100-200 g/1), que simulan el
aglomerado ambiente intracelular, favorecen el ensamblaje GTP-dependiente de
FtsZ para formar cintas bidimensionales dinamicas de entre 8 y 25 protofilamen-
tos, de acuerdo con las imagenes de microscopia electrénica y AFM. Sin embar-
go, la aglomeracion macromolecular no promueve el ensamblaje de FtsZ en su

forma unida a GDP.

8. A diferencia de los filamentos finos de FtsZ en tampodn fisioldgico diluido, el
tamano de las cintas que FtsZ forma en medios aglomerados permite su visuali-
zacion mediante microscopia de fluorescencia (empleando como trazador FtsZ
marcada con un fluor6foro). Este facil ensayo es de interés biotecnologico en la
busqueda de inhibidores del ensamblaje de FtsZ (con potencial actividad antimi-

crobiana) en condiciones mas proximas a las fisioldgicas.

9. La concentracion critica para la formacion de las cintas de FtsZ (C,,;) en me-
dios aglomerados es, dentro del error experimental, la misma que la correspon-
diente concentracion critica para la formacion de filamentos en medios diluidos
(Cfi). Esta correlacion indica que la aglomeracion macromolecular esta princi-

palmente promoviendo el alineamiento de protofilamentos de FtsZ para formar

las cintas.
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10.

1.

12.

La dependencia del ensamblaje de FtsZ en cintas con la concentracion de ma-
cromolécula inerte (una medida de la fraccion de volumen excluido) puede des-
cribirse como un proceso de transicion de fase, con una concentracion critica
aparente por debajo de la cual no se forman las cintas de FtsZ y por encima de la
que esencialmente toda la proteina FtsZ esta formando parte de las cintas. Este
resultado, que esta de acuerdo con las predicciones de la teoria de volumen ex-
cluido, reforzaria la idea de que las cintas de FtsZ se producen espontaneamente

en medios aglomerados a partir de protofilamentos preformados.

Las cintas de FtsZ formadas en medios aglomerados son mas estables (tardan
mas tiempo en despolimerizar) que los filamentos finos obtenidos en disolucio-
nes diluidas, presentan una cinética de hidrolisis del GTP retardada y el inter-
cambio de GTP es mas lento. Nuestros resultados apoyan la idea, previamente
propuesta por Mingorance et al., de que el intercambio de nucledtido se produce

en el polimero.

Si consideramos la concentracion intracelular de FtsZ y la concentracion critica
de ensamblaje determinada en esta Memoria se puede estimar que habria sufi-
cientes moléculas de FtsZ en el momento de la division para rodear el perimetro
de la bacteria al menos seis veces en un anillo continuo, lo que seria compatible
con la estructura de cintas descrita en este trabajo. Por ello, pensamos que, en el
citoplasma celular, las cintas de polimeros de FtsZ son fisiol6gicamente mas re-

levantes que los polimeros de FtsZ observados en disoluciones diluidas.
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13. Dado que las cintas de FtsZ tienden a ensamblarse de manera espontanea en
medios aglomerados (en presencia de GTP), proponemos que estas estructuras

forman el anillo Z en el sitio de division.

14. Postulamos que, en células en reposo (no-division), deben existir mecanismos

de regulacion que eviten el ensamblaje de las cintas de FtsZ (y del anillo Z), lo

que impediria la formacién de un septo a destiempo durante el ciclo de division.
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