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1. Introducere

Cuvinte cheie: FtsZ, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, rezistenta la antibiotice,
anticorpi murini policlonali anti-FtsZ, reactivitate incrucisata, actina, tubuline.

Diviziunea celulelor bacteriene, denumitd fisiune binara, debuteaza cu replicarea
cromozomului bacterian, urmata de segregarea cromozomilor dupa replicare si citokineza, cu
formarea septului de diviziune si separarea celulelor fiice. Dupa selectia situsului de
diviziune, in mod obisnuit la centrul celulei, intre nucleoizii recent replicati §i segregati,
urmeaza asamblarea inelului citokinetic, care la procariote implica invariabil FtsZ.

FtsZ este o GTPaza, care leaga si hidrolizeaza GTP, furnizdnd energia necesara
remodelarii formei celulei §i septarea, posibil prin contracararea fortelor datorate turgorului si
arhitecturii celulare existente. FtsZ este o proteina a carei masa moleculara se situeaza in
intervalul 37 pana la 43 kDa, ubiquitard la bacterii. FtsZ este un omolog al tubulinelor
eucariote, compararea structurii primare a FtsZ si tubulinelor pune in evidenta omologia de
secventd in domeniul N-terminal. Este remarcabil faptul ca aceste proteine au o secventa
bogata in glicina ,,glycine-rich cluster’” [GGGTG(S\T)G], care in tubulina este cunoscuta ca
fiind parte din structura situsului de legare al GTP din domeniul N-terminal. Nici o alta
proteind cunoscutd nu are aceastd secventd, in afard de tubuline si FtsZ. Mai mul,
[GGGTG(S\T)G] este una dintre cele trei secvente inalt conservata in familia tubulinelor care
numara peste 150 de proteine. [Mukherjee si colab., 1993]

FtsZ si tubulinele polimerizeaza unidirectional in filamente liniare, in maniera GTP-
dependentad, iar in conditii apropiate, filamentele de FtsZ, formeaza manunchiuri si teancuri,
structuri elastice care ajuta la mentinerea inelului Z sub presiunea generata de constrictia
septala. Nu exista insa dovezi ca FtsZ ar forma in vitro sau in vivo structuri microtubulare.
[Sun si Margolin, 1998; Gonzalez si colab., 2005]

In vivo, ftsZ se asambleazd in partea medianda a celulei intr-o structura
supramoleculara denumita inel Z, care in microscopie conventionala fluorescenta apare ca o
formatiune omogena, circular-inchisa. PALM a evidentiat un inel Z cu o latime de 110nm, cu
protofilamente care nu sunt aliniate strans, ci aranjate relaxat, suprapuse pe directie
longitudinala si radiald, formand o structura neomogena cu remodelarea dinamica a structurii
prin schimburi intre conformatia helicala si cea de inel. [Fu si colab., 2010]

Celulele eucariote au un citoschelet complex. si dinamic cu functii esentiale de
mentinerea a formei celulelor, in semnalizarea celulard, in transportul moleculelor de ADN,
organitelor si veziculelor de secretie si in diviziunea celulara. Inelul citokinetic al eucariotelor
este de tip actomiozinic. Exista o remarcabild interdependenta intre structurile microtubulare
care apar post-anafaza si constrictia determinatd de componentele santului de clivare, pana la
finalizarea citokinezei. Zona mediand a fusului si corpul central contin elemente structurale si
de semnalizare care sunt asamblate dupa segregarea cromozomilor si intervin in localizarea
septului de diviziune si desfiasurarea citokinezei. Interactiunile intre fusul mitotic, inelul
contractil si membrana celulard asigura pozitionarea corectd a santului de clivare intre
cromozomii segregati si aditia de noi membrane prin transport vezicular de-a lungul
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microtubulilor zonelor specializate asigura finalizarea citokinezei si separarea celulelor-fiice.
[Hales si colab., 1999; Straight si Field, 2000; Guertin si colab., 2002; Pollard, 2010]

2. Premisele cercetarii

Componentele esentiale si conservate ale citoscheletului, implicate in diviziunea
celulelor bacteriene, pot fi privite ca noi structuri-tinta pentru agenti antibacterieni activi fata
de bacteriile patogene care au dezvoltat rezistenta fatd de antibioticele de uz frecvent. FtsZ
este o proteina cu un rol esential in diviziunea celulelor procariote, care desi prezenta in toate
celulele bacteriene, a caror gena ftsZ a fost studiatd, este totusi absentd in mitocondriile
celulelor eucariote. Datoritd evolutiei divergente a FtsZ si omologului sdu eucariot, tubulina,
FtsZ poate fi considerata o tintd atractiva pentru agenti terapeutici cu spectru larg, dar
toxicitate selectiva fatd de patogenii bacterieni.

3. Obiectivele cercetarii

Principalul scop al cercetarii a fost evaluarea FtsZ ca proteind cu rol central in
diviziunea celulara a celulelor bacteriene, fiind vizate doud bacterii Gram-negative patogene
la om, inelul citokinetic fiind considerat o posibila noua structura tinta susceptibila la terapia
antibacteriana, iar FtsZ molecula prezumtiv ideala ca tintd pentru interactiunile cu agenti care
ar bloca citokineza celulelor bacteriene.

Obiectivul initial a constat in amplificarea genei ftsZ din genomul Escherichia coli
tulpina K12 si a genei ftsZ din genomul Pseudomonas aeruginosa tulpina PAOL, in vederea
clonarii si supraexprimarii acestor gene.

Dupa supraexprimarea proteinelor FtsZ Escherichia coli si FtsZ Pseudomonas
aeruginosa, proteinele recombinate au fost izolate, purificate si utilizate pentru obtinerea
anticorpilor policonali antiftsZ Escherichia coli si antiftsZ Pseudomonas aeruginosa.

Acesti anticorpi au fost analizati sub aspectul caracteristicilor de specificitate, titru,
afinitate, reactivitate specifica si reactivitate incrucisata antigen FtsZ Escherichia coli-
anticorpi antiftsZ Pseudomonas aeruginosa si antigen FtsZ Pseudomonas aeruginosa-
antiftsZ Escherichia coli.

S-a urmdrit gradul de omologie intre antigenii FtsZ Escherichia coli si FtsZ
Pseudomonas aeruginosa prin aliniere de secvente, dar si la nivelul determinantilor antigenici
ai proteinelor din lizatele bacteriene, prin reactii imune incrucisate, avand in vedere datele din
literatura conform carora, gena ftsZ este o gena esentiald, conservata in celulele procariote,



ceea ce ar conferi unor agenti bacterieni care interactioneazd specific FtsZ si inhiba
diviziunea celulara, un spectru larg de actiune.

Urmatorul obiectiv a fost analiza reactivitdtii incrucisate a FtsZ din cele doua
specii bacteriene cu proteinele cele mai importante ale citoscheletului eucariot, actina si
tubulinele. Este cunoscuta omologia de secventa la nivelul situsului GTPazic a tubulinelor si
FtsZ si rolul central al actinei in citokineza eucariotelor, proteina centrald in citokineza la
procariote fiind FtsZ. Tn acest scop, anticorpii antiftsZ Escherichia coli si antiftsZ
Pseudomonas aeruginosa au fost utilizati intr-un alt studiu de reactivitate incrucisata, de data
aceasta fatd de antigenii actind si tubulind bovina. S-a urmarit aparitia reactiilor imune
incrucisate intre substratele actind si tubulind si anticorpii antiftsZ Escherichia coli si
antiftsZ Pseudomonas aeruginosa.

Reactivitatea incrucisata intre antigenii de origine eucariota si anticorpii antiftsZ a fost
analizatd in scopul obtinerii de date privind selectivitatea de actiune a unor anticorpi exclusiv
fatd de antigeni bacterieni, fara afectarea structurilor celulelor eucariote ale organismului care
a suferit o infectie cu Escherichia coli sau Pseudomonas aeruginosa.

4. Materiale si metode

4.1. Amplificarea genei ftsZ de la Escherichia coli K-12
si Pseudomonas aeruginosa PAO1

Pentru amplificarea genei ftsZ Escherichia coli au fost utilizate urmatoarele amorse
sens §i antisens:

FftsZEc 5’GGCATATGTTTGAACCAATGGAACTTAC3’
RftsZEc 5’GTACTCGAGTTAATCAGCTTGCTTACGCAG3’

Subliniat sunt prezentate situsurile pentru enzimele de restrictie, Ndel in amorsa sens
si Xhol in amorsa antisens. Aceste situsuri de restrictie au fost incluse in secventa amorselor
si, In consecintd, Tn secventa tintd amplificatd in vederea obtinerii capetelor coezive care
faciliteaza clonarea genei in vectorii de exprimare.

Pentru amplificarea genei ftsZ Pseudomonas aeruginosa PAO1 s-au utilizat
urmatoarele amorse sens §i antisens:

FftsZPs 5° GGCATATGTTTGAACTGGTCGATAAC 3°
RftsZPs 5’GTGAATTCTCAATCGGCCTGACGACG 3’

Subliniat sunt prezentate situsurile pentru enzimele de restrictie: Ndel Tn amorsa sens
si ECORI 1n cea antisens.



Gena ftsZ de la E.coli a fost amplificata prin PCR cu Vent polimeraza de la New
England BioLabs (NEB). Aceasta enzimd oferd o fidelitate mai mare a produsilor,
eventualele erori nefiind dorite in secventa ce codifica o proteina.

Gena ftsZ de la Pseudomonas aeruginosa a fost amplificata prin PCR cu Taq
polimeraza si Pfu polimeraza. Pentru clonarea genei ftsZ de la Pseudomonas aeruginosa in
vectorul de clonare selectat, pTZ57R, Taq polimeraza isi dovedeste utilitatea prin aditia de
adenind la capetele 3’ ale fragmentelor amplificate. Fiind necesara obtinerea unor cantitati
mari de produs de amplificare si cu o mare fidelitate, pentru reactia de amplificare a genei
ftsZ de la Pseudomonas aeruginosa s-a utilizat o polimeraza termostabild care copiaza cu
mare fidelitate ADN matrita — Pfu polimeraza. [McPherson si colab, 1991; Sambrook si
Russell, 2001]

Dupa migrare, ampliconii a fost purificati din geluri cu kit NucleoSpin® Extract 11
(Macherey-Nagel), conform instructiunilor producatorului. [http://www.mn-net.com/: PCR
clean-up Gel extraction User Manual NucleoSpin® Extract 1]

4.2.Clonarea genei ftsZ de la Escherichia coli in vectorul pGEM-T

Gena ftsZ a fost mai intdi clonata intr-un vector de clonare p-GEM-T de la
PROMEGA. Vectorul de clonare pGEM-T contine promotorii T7 si SP6 ARN
polimerazelor, care flancheaza situsul multiplu de clonare din regiunea care codifica peptidul
a al B-galactozidazei. Insertia genei de interes (ftsZ Escherichia coli) impiedica sinteza
subunitatii a si formarea unei B-galactozidaze functionale, clonele recombinate fiind astfel
direct identificate prin screeningul alb/albastru al coloniilor pe placa.

Vectorul este furnizat liniarizat si are capete coezive 3’ care constau din cate o
deoxitimina, care nu permit recircularizarea vectorului si oferd o optimizare a ligarii
produsilor de amplificare generati cu ajutorul unor polimeraze termostabile: vectorul permite
clonarea directd a produsilor PCR daca reactia de amplificare s-a facut cu Taq polimeraza,
deoarece aceasta are proprietatea de a introduce la capetele 3° cate o adenina.
[http://www.promega.com pGEM®-T and pGEM®-T Easy Vector Systems Technical
Manual]

Vent polimeraza este o enzima care are o fidelitate de amplificare mai mare decat Taq

polimeraza, dar aceasta nu are proprietatea de a adauga la capatul 3' cateva adenine. Pentru a
fi posibila clonarea genei ftsZ direct in vectorul pGEM-T, produsii PCR au fost supusi
adenilarii. In acest scop s-a folosit un kit de adenilare de la QIAGEN.

Insertul adenilat si vectorul pPGEM-T au fost supusi ligarii peste noapte la +4°C cu
ADN ligaza T4. [Sambrook si Russell, 2001, Promega Technical Manual pGEM®-T and
pGEM®-T Easy Vector Systems, http://www.fermentas.com/en/products/all/modifying-
enzymes/ligases/el001-t4-dna-ligase]

Moleculele recombinate pGEMftsZ E.coli obtinute dupa ligare au fost introduse prin
electroporare n celule de E. coli tulpina DH5a. Cultura a fost insdmantatd pe mediu solid cu
ampicilina (100 pg/ml), X-Gal, IPTG si incubata peste noapte la 37°C. [Glover si Hames,
1995] Din 4 colonii albe bine individualizate de pe mediu cu ampicilina, X-Gal si IPTG au
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fost obtinute peste noapte preculturi de 5 ml, din care a doua zi a fost izolat ADN plasmidic
utilizandu-se GeneJetPlasmidMiniprep Kit de la Fermentas.

S-a facut verificarea pe gel de agaroza a ADN-ului plasmidic purificat, care in
prealabil a fost supus digestiei cu enzimele de restrictie Ndel si Xhol. [Promega Technical
Manual pGEM®-T and pGEM®-T Easy Vector Systems; Sambrook si Russell, 2001; Ausubel
si colab., 2003; Clark, 2005]

O verificare definitiva a prezentei genei corecte in vector s-a realizat prin secventierea
plasmidelor recombinate. Determinarea secventelor de nucleotide a fragmentelor clonate s-a
realizat cu ajutorul Analizorului Genetic ABI Prism 310, folosind BigDye Terminator v3.1
Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems), utilizdnd primerii de secventiere pUC/M13
complementari unor secvente din vectorul pGEM-T, din structura operonului lac, adiacente
insertului. [MacBeath si colab., 2001; Ausubel si colab., 2003]

Dupa verificare, vectorul pPGEM-T cu gena ftsZ a fost supus digestiei cu enzimele de
restrictiec Ndel si Xhol in vederea purificarii genei, pentru clonarea in vectorii de exprimare.

4.3.Clonarea genei ftsZ de la Pseudomonas aeruginosa in vectorul pTZ57R

Gena ftsZ Pseudomonas aeruginosa amplificata prin PCR si purificata din gel cu un
kit NucleoSpin® Extract 11 (Macherey-Nagel), a fost introdusi in vectorul de clonare pTZ57R
de la Fermentas. Aceasta clonare a fost necesara pentru facilitarea secventializarii genei, cat
si pentru reclonarea ei in vectorii de exprimare.

Kitul de clonare InsTAclone™ PCR Cloning Kit contine vectorul liniarizat care are la
capetele 5’ o dideoxitimina libera. Vectorul pTZ57R este un vector mic (2886pb), are mai
multe copii/celula, ceea ce permite obtinerea unei cantitati mari de ADN plasmidic. Situsul
de clonare al vectorului se afla in cadrul genei lacZ’, ceea ce permite selectia moleculelor
corect recombinate pe mediu selectiv cu IPTG si X-Gal. Vectorul are gena pentru f-
lactamaza, in consecintd conferd celulelor transformate rezistenta la ampicilind. [Sambrook si
Russell, 2001] La ligarea vectorului cu produsul PCR au fost respectate indicatiile oferite de
producator (kit Instaclone PCR Cloning de la Fermentas). Ligarea s-a efectuat la 4°C peste
noapte. Amestecul de ligare a fost utilizat pentru transformarea celulelor competente de
Escherichia coli XL1-Blue.

Amestecul de transformare a fost insimantat pe mediu LB solid cu ampicilina
(100mg/1). Pentru selectia coloniilor cu molecule corect recombinate, pe mediu s-a adaugat
IPTG si X-Gal. Din coloniile albe aparute in urma transformarii au fost efectuate mai multe
preculturi mici de S5ml suplimentate cu ampicilind (100mg/ml), care au fost incubate la 37°C
Ccu agitare peste noapte. [Sambrook si Russell, 2001; Ausubel si colab., 2003; Nair, 2007]

Din acestea a fost purificat ADN plasmidic utilizand Kitul de purificare GeneJET™
Plasmid Miniprep Kit de la Fermentas.

Moleculele recombinate au fost verificate initial in gel de agaroza 1%, dupa digestia
enzimaticd a moleculelor recombinate.Verificarea definitivd a vectorilor recombinati s-a
efectuat prin secventializare cu un aparat Beckman Coulter CEQ8800, utilizdnd kitul de
secventializare recomandat de producator, GenomeLab DTCS Quick Start Kit. Pentru reactia
de secventializare s-au utilizat amorse M13, specifice vectorului pTZ57R. [Graham si Hill,
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2001; Ausubel si colab., 2003] Plasmidele corect recombinate au fost supuse digestiei cu
enzimele de restrictic Ndel si EcoRI. [Sambrook si Russell, 2001; http:/
www.fermentas.com/en/tools/doubledigest]

Produsii de digestie au fost separati in gel de agaroza 1% si apoi excizati si purificati
cu kitul gel NucleoSpin® Extract 11 Macherey-Nagel.

4.4.Clonarea genelor ftsZ Escherichia coli si
ftsZ Pseudomonas aeruginosa in vectorii de exprimare

In scopul exprimirii ftsZ E.coli am selectat doi vectori de exprimare: pET21b si
PET28Db, iar pentru exprimarea ftsZ Pseudomonas aeruginosa a fost utilizat pET28a.

Vectorul pET21b are o eticheta optionala de 6 histidine imediat dupa situsul multiplu
de clonare, astfel proteinele recombinate exprimate vor avea aceasta eticheta la capatul lor C-
terminal. Vectorul are o marime de 5442 pb, contine promotorul bacteriofagului T7 §i gena
pentru B-lactamaza, care conferd celulelor gazda de E.coli transformate rezistentd la
ampicilind.

Vectorul pET28b are in structura sa doud etichete de 6 histidine, inainte si dupa
situsul multiplu de clonare, astfel incat proteinele recombinate pot avea aceasta eticheta atat
la capatul N-terminal cat si la capatul C-terminal. Vectorul are o marime de 5368 pb, contine
promotorul de la bacteriofagul T7 si gena pentru rezistenta la kanamicina.

Vectorul de exprimare pET28a are caracteristici comune vectorului pET 28b utilizat
pentru exprimarea ftsZ Escherichia coli: are in structura sa doud etichete de 6 histidine,
inainte §i dupa situsul multiplu de clonare, astfel incat proteinele recombinate pot avea
aceasta eticheta atat la capatul N-terminal cat si la capatul C-terminal, are o marime de 5369
pb, contine promotorul de la bacteriofagul T7, care permite controlul exprimarii proteinei
tinta si gena pentru rezistenta la kanamicind, care permite selectia bacteriilor transformate.
Codonul stop nu a fost eliminat din genele ftsZ. Ca rezultat, o gena ce are codonul stop
clonatd in vectorul pET21b nu va avea eticheta de 6 histidine, iar aceeasi gena clonata in
PET28a sau pET28b va avea aceastd eticheta doar la capatul N-terminal. [Novagen pET
System Manual editia a 10-a, 2002]

Vectorul pGEM-T cu gena ftsZE.coli a fost supus digestiei cu enzimele de restrictie
Ndel si Xhol. Vectorii pET21b si pET28b au fost supusi digestiei cu aceleasi enzime de
restrictie.

Vectorul pTZ57R cu gena ftsZ P.aeruginosa a fost supus digestiei cu enzimele de
restrictie Ndel si EcoRl, la fel si vectorul pET28a.

Produsii de digestie au fost separati in gel de agaroza 1% si apoi excizati si purificati
cu kitul gel NucleoSpin® Extract Il Macherey-Nagel.

Vectorii pET au fost apoi defosforilati cu fosfataza alcalina (shrimp), pentru a evita
recircularizarea eventualelor molecule digerate cu o singurd enzimd.[Sambrook si Russell,
2001].

Moleculele de vector si insert au fost puse la ligare peste noapte la 16°C.
Pentru ligarea fragmentelor de ADN s-a folosit ADN ligaza de la bacteriofagul T4 (NEB).
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Moleculele recombinate obtinute dupa ligare au fost introduse prin electroporare in
celule de Escherichia coli tulpina DH5a. [Glover si Hames, 1995]

Din coloniile de pe mediu cu antibiotice (100mg/l ampicilina pentru pET21b si
30mg/1 kanamicind pentru pET28a si pET28b) au fost ficute peste noapte preculturi de 5 ml,
din care a doua zi a fost izolat ADN plasmidic.[Sambrook si Russell, 2001; Ausubel si colab.,
2003; Novagen pET System Manual editia a 10-3, 2002; http:
[lwww.fermentas.com/templates/files/tiny_mce/media_pdf/ broch_genejet_P19.pdf]

ADN plasmidic a fost analizat prin electroforeza in gel de agaroza (1%).

4.5.Exprimarea si purificarea proteinelor FtsZ recombinate
de la Escherichia coli si Pseudomonas aeruginosa

Vectorii recombinati pET28b- ftsZ Escherichia coli si pET28a-ftsZ Pseudomonas
aeruginosa au fost introdusi in celule de Escherichia coli tulpina de exprimare BL21(DE3).
Bacteriile transformate au fost insamantate pe mediu solid cu kanamicina. Din coloniile
crescute pe placa au fost realizate preculturi in 5ml de mediu LB cu kanamicind, peste
noapte, la 37°C.50 ml de mediu LB cu adaos de kanamicina (100 mg/l) au fost inoculati cu
toate bacteriile de pe mediu solid, rezultate in urma transformarii. Cultura de bacterii a fost
lasata sa creasca pana la DOgoonm de 0,8-0,1 si indusa cu IPTG, la 37 °C. Celulele bacteriene
au fost lizate prin sonicare. Lizatele bacteriene au fost clarificate si centrifugate. Lizatele si
supernatantele au fost migrate pe geluri de poliacrilamida pentru verificarea exprimarii
proteinelor FtsZ recombinate impreuna cu un markeri de greutate moleculara.

Supernatantele au fost purificate prin tehnica de cromatografie de afinitate cu ioni
imobilizati pe coloani (proteinele FtsZ au fost purificate pe coloand cu Ni?*, datorita etichetei
de histidind de la capatul N-terminal). Atomul de azot din imidazol va lega prin legatura
coordinativa ionul metalic cu afinitate mai mare decat histidina. Imidazolul este in competitie
cu proteina pentru ionii metalici, eluarea se poate face din acest motiv cu gradient de
imidazol. [Ausubel si colab., 2003]

S-a determinat concentratia proteinelor prin metoda Bradford, dupa purificarea pe
coloana. [Mikkelsen si Corton E, 2004] Pe baza acestor determinari s-au preparat probele
pentru electroforeza in gel de poliacrilamida pentru verificarea purificarii FtsZ Escherichia
coli, respectiv FtsZ Pseudomonas aeruginosa. [Popescu, 1990; Rosenberg, 2005]

4.6.0btinerea anticorpilor policlonali anti-FtsZ E. coli si anti-FtsZ P. aeruginosa

Anticorpii policlonali antiFtsZ Escherichia coli si antiFtsZ Pseudomonas aeruginosa
au fost obtinuti prin imunizarea unor soareci BALB/c cu varsta de 6-8 saptdmani si greutate
de 20g. Tulpina de soareci provine de la Institutul Cantacuzino din Bucuresti, iar intretinerea



animalelor de laborator, imunizarile si recoltarile au fost efectuate in baza de la Institutul de
Cercetari Interdisciplinare 1n Bio-Nano-Stiinte al Universitatii Babes-Bolyai din
Cluj-Napoca.

Anterior imunizarii primare, s-a facut recoltarea din ziua 0, pentru obtinerea serului
preimun, de la fiecare soarece.

Doi soareci au fost imunizati cu 50pg proteina recombinata FtsZ de la Escherichia
coli in amestec de 1:1 cu adjuvant Freund’s complet (grupull) si alti doi soareci au fost
imunizati cu 50pug proteind recombinata FtsZ de la Pseudomonas aeruginosa in amestec de
1:1 cu adjuvant Freund’s complet (grupul 2) in ziua 0. Soarecii au fost reimunizati de doua
ori la un interval de cate trei saptamani cu aceleasi cantitati de antigeni in amestec de 1:1 cu
adjuvant Freund’s incomplet. Recoltarile au fost efectuate in ziua O (inainte de prima
imunizare, pentru obtinerea serului preimun), si la interval de cate doua saptamani, in primele
doud luni, dupa doud luni de la prima imunizare, intervalul intre recoltari a fost de 8
saptamani. Titrul de anticorpi din serurile imune a fost determinat prin tehnica ELISA.

4.7. Analiza prin Western-blot a reactivitatii incrucisate a serurilor imune cu
proteina FtsZ a celeilalte specii bacteriene si fata de actina si beta-tubulina

Proteinele FtsZ Escherichia coli si FtsZ Pseudomonas aeruginosa, la fel actina
(SigmaAldrich) si B-tubulina (tebu-bio) au fost migrate pe gel de poliacrilamida, impreuna cu
un marker proteic standard de masa moleculara Page Ruler Prestained Protein Ladder Plus
(Fermentas SM 0671 si SM 1181), care va fi transferat pe membrana odata cu celelalte benzi
de fractiuni proteice. Dupa migrarea proteinelor, s-a efectuat transferul pe membrane de
nitroceluloza 0,2 uM (Bio-Rad), timpul de transfer fiind de 1h si 30 de minute, la 50V. Dupa
realizarea transferului, gelul ramas se coloreaza cu Coomasie blue, pentru a verifica daca
transferul a fost complet. Membrana se coloreaza in 50ml fast green (1-3 minute), se
decoloreaza cu fast green destaining (1-3 minute) si se spala cu apa distilata (1-3 minute).

Dupa ce s-a realizat transferul, membrana trebuie spalata de doua-trei ori in TBS/T si
apoi situsurile ramase libere pe membrana sunt blocate cu tampon de blocare TBST in care s-
a dizolvat lapte praf degresat in concentratie de 3% si albumind serica bovina (BSA) in
concentratie de 1%. Blocarea se realizeaza prin incubarea membranei timp de 1 ora la
temperatura camerei sau peste noapte, la 4°C, pe un agitator orbital. Urmeaza doua etape de
spalare de cate 10 minute in TBST.

Membrana va fi imersata in solutia cu anticorpul primar preparat prin dilutie 1/100-
1/1000 a serurilor imune, 1n tampon TBST cu BSA 1%; aceasta etapa de incubare cu
anticorpii primari dureaza 1h-1h si 30 de minute la temperatura camerei sau peste noapte, la
4°C, cu o0 agitare usoara, continud. Dupa tdierea membranei in benzi, acestea au fost incubate
cu dilutii diferite ale serurilor imune:

e Dilutii de 100, 250, 500, 1000 x ale serurilor imune cu anticorpi policlonali
anti-FtsZ Escherichia coli

e Dilutii de 100, 250, 500, 1000 x ale serurilor imune cu anticorpi policlonali
anti-FtsZ Pseudomonas aeruginosa
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Dupa tratarea cu anticorpul primar, membrana se spala in tampon TBST, de doua ori, cate 10
minute.

Complexele antigen-anticorp sunt detectate cu anticorpi secundari de tip antilgG
cuplati cu peroxidaza, in dilutie care se tatoneaza (1/1000-1/10000). Dilutiile anticorpilor
secundari anti-soarece cu care s-a lucrat au fost 1:1500 si 1:3000. Dilutia anticorpilor
secundari se realizeaza in TBST cu BSA 1%. Incubarea dureaza 1h la temperatura camerei,
Cu agitare usoara pe un agitator orbital. Membrana se spala apoi in TBS/T, de doua ori, cate
10 minute. Dilutiile de anticorpi trebuie tatonate astfel incat detectia sa fie optima.

Detectia s-a realizat colorimetric, prin aditia de substrat cromogen. Anticorpii
secundari fiind conjugati cu peroxidaza, substratul ales este 3,3’diaminobenzidina (DAB ). Se
dizolva o tableta de DAB (250 mg) in 10 ml de apa distilata, se adauga 10ul peroxid de
hidrogen 30% si se urmareste reactia de culoare. [Chiriac si colab., Tn curs de publicare] Se
opreste reactia prin transferul membranei in apa distilata si uscare rapida. In cazul in care se
obtin benzi determinate de legari nespecifice, substratul se poate dilua.

5. Rezultate

5.1. Amplificarea genei ftsZ de la Escherichia coli K-12

Produsii de amplificare prin PCR ai genei ftsZ de la Escherichia coli au fost
vizualizati in gel de agaroza 1% (Fig.1). Dupd cum se poate observa din imaginea gelului,
fragmentul amplificat este de lungimea dorita, cantitatea de produs amplificat este mare, iar
reactia este specifica, fara alte amplificari nespecifice.

1 2 3

41522

1152 b <859

Figura 1. Produsii de amplificare cu Vent polimeraza ai genei ftsZ de la Escherichia coli .
1 si 2 - 50 pl din produsii PCR
3- marker molecular (vector pQEG60 digerat cu Dral)
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Produsii de amplificare prin PCR ai genei ftsZ P.aeruginosa au fost de asemenea
vizualizati in gel de agaroza 1% (Fig.2). Dupa cum se poate observa din imaginea gelului,
cantitatea de produs specific este mare si nu au avut loc amplificari nespecifice.

1185 pbp>

Figura 2. Produsii de amplificare ai genei ftsZ de la Pseudomonas aeruginosa.
1-3- gena amplificata
4 marker molecular O'GeneRuler™ 1kb Ladder Fermentas.

5.2. Clonarea genei ftsZ de la Escherichia coli in vectorul pGEM-T

Pentru verificarea prezentei genei in vector, un volum de 5 pl din fiecare proba a fost
supusa digestiei cu enzimele de restrictie Ndel si Xhol. ADN plasmidic digerat a fost analizat
cu ajutorul electroforezei in gel de agaroza (1%) (Fig.3)

41522

<859
4692

1152p0

<339

Figura 3. Produsii de digestie cu Ndel si Xhol ai ADN plasmidic recombinat
1, 3,5, 7— ADN plasmidic; 2, 4, 6, 8 — aceleasi probe de ADN plasmidic digerate cu
Ndel si Xhol; 9 - marker (pQE60 supus digestiei cu Dral)
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O verificare definitiva a prezentei genei corecte in vector s-a realizat prin secventierea
plasmidelor recombinate, urmata de alinierea secventei ftsZ Escherichia coli clonata in
PGEM-T cu secvente ftsZ Escherichia coli din bazele de date. Gena ftsZ Escherichia coli
izolata si amplificatd prin PCR si supusa secventierii are o secventa de nucleotide identica cu
secventa genei ftsZ Escherichia coli tulpina K-12, identificatd in baze de date. Nu a fost
identificat nici un nucleotid modificat fatd de secventa din bazele de date.

5.3. Clonarea genei ftsZ de la Pseudomonas aeruginosa in
vectorul de clonare pTZ57R

Gena amplificata prin PCR si purificata din gel a fost introdusa in vectorul de clonare
pTZ57R de la Fermentas. Amestecul de ligare a fost utilizat la transformarea celulelor
competente de Escherichia coli XL1blue. Amestecul de transformare a fost insamantat pe
mediu LB solid cu ampicilina. Pentru selectia coloniilor cu molecule corect recombinate, S-a
adaugat pe mediu IPTG si X-Gal.

Din coloniile albe aparute in urma transformarii a fost purificat ADN plasmidic.
Moleculele recombinate au fost verificate initial prin digestie enzimaticd a moleculelor
recombinate $i apoi prin secventiere. Produsii de digestie au fost analizati in gel de agaroza
1%. Rezultatele acestei digestii sunt prezentate in Figura 4. Dupa cum se poate observa din
imaginea gelului toate moleculele au fost recombinate, rezultdind doua fragmente, unul de
marime mare (2886pb) ce corespunde vectorului liniarizat si fragmentul mai mic de
aproximativ 1185pb ce corespunde genei ftsZ.

42886 pb

<1185 pb

Figura 4. Digestia moleculelor recombinate pTZ57R-ftsZPs
1 — marker molecular O'GeneRuler™ 1kb Ladder Fermentas
2, 3 5i 4 - produsi de digestie ADN plasmidic provenit din colonii diferite.
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Verificarea definitivd a vectorilor recombinati s-a efectuat prin secventiere. S-a
constatat identitatea secventei de nucleotide a genei ftsZ Pseudomonas aeruginosa izolata si
amplificatd prin PCR, clonata in pTZ57R cu cea a genei ftsZ Pseudomonas aeruginosa
tulpina PAO1 din baza de date NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

5.4. Clonarea genei ftsZ Escherichia coli Tn vectorii de exprimare

Dupa verificare, vectorul pPGEM-TftsZE.coli a fost supus digestiei cu enzimele de
restrictiec Ndel si Xhol in vederea purificarii genei. Produsii de digestie au fost migrati pe gel
de agarozd 1% si gena a fost excizata si purificatd din gel pentru a fi clonata in vectorii de
exprimare.

<3003pb

<1152pb

Figura 5. Digestia moleculei recombinate pGEM-TftsZE.coli.
1- marker molecular de 1kpb (Invitrogen)
2 - vector recombinat pGEM-T digerat cu enzimele de restrictie Ndel si Xhol.

In scopul exprimirii ftsZ E.coli au fost selectati 2 vectori de exprimare: pET21b si
pET28b. Vectorul pGEM-T cu gena ftsZ a fost digerat cu enzimele de restrictie Ndel si Xhol.
Vectorii pET21b si pET28b au fost supusi digestiei cu aceleasi enzime de restrictie. Dupa
digestia pGEM-ftsZEc si pET28b, pET21b, s-a efectuat o verificare a produsilor de digestie
cu ajutorul electroforezei in gel de agaroza 1%, identificAndu-se in gel benzile
corespunzatoare ftsZE.coli si vectorilor de exprimare.
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15220

8590
692>

339»

Figura 6. Verificarea genei ftsZ si a vectorilor pET21b si pET28b supusi
digestiei cu enzimele Ndel si Xhol: 1 - marker de masa moleculara (vector pQE60 -
digestie cu Dral); 2 si 4- gena ftsZ; 3 — vector pET21b; 5 - vector pET28Db.

Moleculele recombinate obtinute dupa ligare au fost utilizate pentru transformarea
celulor de Escherichia coli tulpina DHS5a. Din coloniile de pe mediu cu antibiotice
(ampicilind pentru pET21b si kanamicina pentru pET28b) a fost izolat ADN plasmidic (au
fost examinate 4 colonii pentru fiecare vector). Din fiecare precultura a fost izolat ADN
plasmidic care a fost analizat cu ajutorul electroforezei in gel de agaroza 1%. Toate coloniile
analizate au avut gena ftsZ (Fig.7).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

15220

859p
692 P

3390

Figura 7. Verificarea prezentei genei ftsZ in vectorul pET21b si pET28b.
1 - marker de masa moleculara (vector pQE60 supus digestiei cu Dral)
2-5 - 5ul vector recombinat pET21b
6-9 — 5ul vector recombinat pET28b
10 — 3pl vector pET21b nerecombinat.
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5368+1152p0

41522
<859
<692
<4339

1152»

Figura 8. Verificarea prezentei genei ftsZ de la Escherichia coli (1152pb)
in vectorul de exprimare pET21b dupa digestie cu Xhol si Ndel.
1,3,5,7- pET21bftsZE.coli nedigerat
2,4,6,8- pET21b digerat (10ul amestec de digestie)
9- marker de masa moleculara (vector pQE60 supus digestiei cu Dral)

5.5. Clonarea genei ftsZPseudomonas aeruginosa in vectorul de exprimare pET28a

Plasmidele corect recombinate au fost supuse digestiei cu enzimele de restrictie Ndel
si EcoRI. Produsii de digestie au fost separati in gel de agaroza 1% si apoi excizati si
purificati. Produsii de purificare au fost utilizati in continuare la reclonarea genei in vectorul
de exprimare pET28a care a fost digerat cu aceleasi enzime de restrictie si purificat, apoi s-a
efectuat ligarea ftsZPs in vectorul de exprimare pET28a. Amestecul de ligare a fost utilizat la
transformarea celulelor competente de Escherichia coli DH5a. Amestecul de transformare
a fost insamantat pe mediu LB solid cu kanamicind. Din coloniile aparute in urma
transformarii s-au efectuat mai multe preculturi suplimentate cu kanamicina, din care a fost
purificat ADN plasmidic Moleculele recombinate au fost verificate initial prin digestie
enzimatica. Produsii de digestie au fost analizati in gel de agaroza 1%. Rezultatele acestei
digestii sunt prezentate in Figura 9 . Dupa cum se poate observa din imaginea gelului toate
moleculele au fost recombinate, rezultind doua fragmente, unul de marime mare (5369pb) ce
corespunde vectorului liniarizat si un fragment mai mic de 1185pb ce corespunde genei ftsZ
de la Pseudomonas aeruginosa.
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<5369pb

1500 pb»
1000 pb»

<1185pb

Figura 9. Digestia moleculelor recombinate.
1 - marker molecular O'GeneRuler™ 1kb Ladder (Fermentas);
2-7- produsii de digestie ai vectorilor recombinati pET28a-fstZPs cu
enzimele de restrictie Ndel si ECORI.

5.6. Exprimarea si purificarea proteinelor FtsZ recombinate

Vectorii recombinati pET28b-ftsZE.coli au fost introdusi prin electroporare in celule
de Escherichia coli tulpina BL21(DE3), care este o tulpina de exprimare. Culturile de bacterii
au fost lasate sa creasca pana la DOgoonm de 0,8-1,0 si induse cu IPTG la 37°C. Celulele
bacteriene au fost lizate prin sonicare. Lizatul bacterian a fost clarificat. S-a determinat
concentratia proteinelor prin metoda Bradford. Pe baza acestei determinari s-au preparat
probele pentru electroforeza in gel de poliacrilamida.

1 2 3

94 >
67 >
43 >
-— e 1 40kDa
30 >
20,1 »

Figura 10. Exprimarea proteinei FtsZ Escherichia coli in tulpina E. coli BL21(DE3)
1- marker molecular; 2- lizat bacterian; 3- supernatant cu proteina recombinata.
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Dupa cum se poate vedea din imaginea gelului (fig. 10) proteina recombinata FtsZ de
la Escherichia coli se exprima solubil in Escherichia coli tulpina BL21(DE3).

—
41kDap e

—ﬁ

R
t
¥

Figura 11. Verificarea pe gel de agaroza a exprimarii proteinei FtsZ Pseudomonas
aeruginosa recombinate in celulele gazda de Escherichia coli BL21(DE3). 1- 20 pl proteina
purificata (eluat) dupa trecerea supernatantului pe coloana; 2- 4ul marker Page Ruler
Prestained Protein Ladder Plus (Fermentas SM1181); 3- 5ul lizat bacterian; 4- 5ul
supernatant; 5- 5ul rest dupa trecerea prin coloand; 6- 4 pl marker Page Ruler Prestained
Protein Ladder Plus (Fermentas SM1181); 7- 3 ul lizat bacterian; 8- 3 ul supernatant; 9- 3 ul
rest dupa trecerea prin coloana.

Dupa cum se poate vedea din imaginea gelului proteina recombinata FtsZ
Pseudomonas aeruginosa se exprima solubil in Escherichia coli tulpina BL21(DE3).

Concentratia finald a proteinei determinatd prin metoda Bradford, dupd eluarea de pe
coloana si reunirea fractiunilor a fost de 0,8mg/ml. La repetarea exprimarii si purificarii FtsZ
Pseudomonas aeruginosa, concentratia finald a proteinei dupa eluarea pe coloana a fost de
0,56mg/ml, la un volum final de 3ml (Fig.12).

— .
p——

Figura 12. Verificarea reexprimarii si purificarii FtsZ Pseudomonas aeruginosa
1-4 - fractiunile dupa eluarea proteinei de pe coloana
5- PageRuler Plus Prestained Protein Ladder (Fermentas SM 1181)
6- lizat bacterian
7- supernatant
8- sediment
9- spalare coloana
10- rest dupa trecerea supernatantului pe coloana
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5.7. Obtinerea anticorpilor policlonali antiFtsZ

Soarecii imunizati cu proteine recombinate FtsZ au produs anticorpi policlonali la
numai 8 saptamani dupa prima imunizare. Testarea reactivitatii specifice a anticorpilor
obtinuti s-a efectuat prin Western-blot. Anterior, substratele proteice (FtsZ Escherichia coli si
FtsZ Pseudomonas aeruginosa) au fost migrate pe gel de poliacrilamida impreuna cu
markerul de masd moleculara si transferate pe membrana de nitroceluloza. Verificarea
transferului a fost facuta prin colorarea gelului cu Coomasie Blue (Fig.13).

1300
95»
722>

S55»

<441 kDa

43» Ce———
et W <40 kDa

34>

26>

17»

e s RiEil

10»

Figura 13. Verificarea transferului FtsZ Escherichia coli si
FtsZ Pseudomonas aeruginosa pe membrana de nitroceluloza
1: Marker PageRuler Plus Prestained Protein Ladder de la Fermentas (SM 0671)
2: 10pg fractiune proteica FtsZ Pseudomonas aeruginosa (GM= 41kDa)
3: 10pg fractiune proteica FtsZ Escherichia coli (GM= 40kDa
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Determinarea prin Western-blot a prezentei anticorpilor policlonali antiFtsZ in
serurile imune dupd 8 siptimini de la debutul imunizirii si testarea afinitatii si
reactivitatii specifice a anticorpilor obtinuti

130> ' Anticorpii antiFtsZ E.coli se
95» : leagd la substratul specific

720 /
55»
!

43> ' '

34p Anticorpii antiFtsZ
Ps.aeruginosa se leaga la
substratul specific

260

17» '

o 6 7 17 18

Figura 14. Serurile imune cu anticorpilor policlonali antiFtsZ obtinute dupa 8 saptamani de
la debutul imunizarii si diluate de 100 x, au prezentat reactie pozitiva cu substratele specifice

0 Marker PageRuler Plus Prestained Protein Ladder (Fermentas SM 0671)

6 Ftsz E.coli Anti FtsZE.coli (8 saptamani) Anti-soarece  ++++
1/100 1/1500

7 FTSZE.coli Anti FtsZE.coli (8 saptamani) Anti-soarece  ++++
1/100 1/3000

17 FTSZ P.aeruginosa Anti FtsZP.aeruginosa (8saptamani) Anti-soarece  ++++
1/100 1/1500

18 FTSZ P.aeruginosa Anti FtsZ P.aeruginosa (8 saptamani) Anti-soarece  ++++
1/100 1/3000
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5.8. Caracterizarea anticorpilor policlonali anti-FtsZ

Testarea concentratiilor optime de anticorpi primari (prin dilutiile serurilor
imune obtinute prin imunizarea cu FtsZ Escherichia coli, dupa 16 saptimani de la
debutul imunizirii) si a concentratiilor optime de anticorpi secundari.

95» Benzile de detectie ale
72p reactivitatii specifice  ale
anticorpilor antiFtsZ fata de

substratul specific, la dilutia de

55» g
1:100 a serurilor imune
43»
34»
260
M 1 2 3 4
Figura 15. Analiza prin Western-blot a concentratiilor optime de anticorpi primari din

serurile imune ale grupului E.coli, obtinute dupa 16 saptamani de la inceperea imunizarii
0 Marker PageRuler™ Prestained Protein Ladder (Fermentas SM 0671)
1:FtsZ E.c. AntiFtsZ E.c. (16 saptamani) 1/100 Anti-soarece 1/1500  ++++
2 : FtsZ E.c. Anti FtsZE.c. (16 saptamani) 1/100 Anti-soarece 1/3000 +++
3:FtsZ E.c. AntiFtsZE.c. (16 saptamani) 1/250 Anti- soarecel/1500 +
4 : FtsZ E.c. Anti FtsZE.c. (16 saptamani) 1/250 Anti-soarece 1/3000

La dilutii de 1:100 ale serurilor imune obtinute dupa 16 saptdmani de la debutul
imunizarii se observa benzi distincte determinate de legarea anticorpilor antiFtsZ la
substratul specific.Combinatiile optime ale dilutiilor anticorpilor primari din serurile

imune cu dilutiile anticorpilor secundari constatate:
» anticorpii primari antiFtsZ 1:100 si anticorpii secundari 1:1500 sau anticorpii primari

antiFtsZ 1:100 si anticorpii secundari 1:3000, aspect care urmeaza sa fie clarificat in

experimentele urmatoare.
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Testarea reactivititii specifice a diferitelor concentratii de anticorpi primari antiFtsZ
E.coli cu substratul specific FtsZ E.coli

95p | |
20 | t

550 | ‘
430 ‘
34p

260 ]

M 3’ 13 14

Figura 16. Testarea prin Western-blot a reactivitatii specifice a diferitelor concentratii de
anticorpi primari antiFtsZ E.coli cu substratul specific FtsZ E.coli

0 Marker PageRuler™ Prestained Protein Ladder (Fermentas SM 0671)

3> FtsZE.c. AntiFtsZE.c. (16 saptamani) 1/250  Anti-soarece 1/3000  ++++
13 FtsZE.c.  Anti FtsZE.c. (16 saptamani) 1/500  Anti-soarece 1/3000  +++
14 FtsZE.c.  AntiFtsZE.c. (16 saptamani) 1/1000 Anti-soarece 1/3000  ++

Concentratia optima de anticorpi primari din seruri imune provenite de la recoltare
efectuata la 16 saptamani dupa debutul imunizarii repetate a soarecilor, este de 1:500, cu 0
dilutie de 1:3000 a anticorpilor secundari. La aceste concentratii, banda de detectie a reactiei
substratului FtsZ Escherichia coli cu anticorpii policlonali specifici este clara, specifica, fara
un detectia unor legari nespecifice semnificative. La incubarea serurilor imune in dilutie de
1:250 cu substratul specific, urmatd de incubarea cu anticorpii secundari cuplati cu
peroxidaza, 1n dilutie de 1:3000, apar la detectie astfel de legari nespecifice.
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Analiza reactivitiatii incrucisate intre FtsZ ale celor doua specii de bacterii prin
Western-blot, cu seruri imune obtinute dupa 8 saptiméni de la prima imunizare si
ulterior cu seruri imune obtinute dupa 16 si 32 de siptimani de la debutul imunizarii.

Benzile de detectie ale
reactivitatii anticorpilor

policlonali antiFtsZ fata
de substratul specific

9%5p»

720

55»

43>

34»

260
Benzile de detectie ale
reactivitatii  Incrucisate
ale anticorpilor antiFtsZ
fata de FtsZ din cealalta
specie bacteriana

M S 8 15 16
Figura 17. Analiza prin Western-blot a reactivitatii incrucisate a FtsZ de la E. coli si

Pseudomonas aeruginosa, prin incubarea substratului cu seruri imune obtinute la

8 saptamani de la debutul imunizarii.
5 FTSZE.c. Anti E.c. 8 saptamani 1/250  Anti-soarece 1/3000  ++++

8 FTSZE.c. Anti P.a. 8 saptamani 1/250  Anti-soarece 1/3000  +++ reactivitate

incrucisata
15 FTSZP.a Anti E.c. 8 saptamani 1/250  Anti-soarece 1/3000  +++ reactivitate

incrucisata
16 FTSZP.a Anti P.a. 8 saptamani 1/250  Anti-soarece 1/3000 ++++

Se constata reactivitatea incrucisatd a serului imun al fiecarui grup cu proteina celuilalt grup:
anticorpii policlonali antiFtsZ Pseudomonas aeruginosa prezinta reactivitate incrucisata cu
substratul FtsZ Escherichia coli (banda 8) si reactie imuna pozitiva cu substratul specific
FtsZ Escherichia coli (banda 5); anticorpii policlonali antiFtsZ Escherichia coli prezinta
reactivitate incrucisata cu substratul FtsZ Pseudomonas aeruginosa si reactie imuna pozitiva
cu substratul specific antiFtsZ Pseudomonas aeruginosa.
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Benzi de detectie a
reactivitatii
incrucisate ale
anticorpilor antiFtsZ
din seruri imune
obtinute dupa

32 de saptamani de la
debutul imunizarii.
Anticorpii
antiFtsZP.aeruginosa
prezinté o scadere
vizibila a reactivitatii
Tncrucisate (6 si 9)

260 ‘
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Benzile de detectie a
reactivitatii
incrucisate a
anticorpilor antiFtsZ
din seruri imune
obtinute dupa

16 saptamani de la
debutul imunizarii. La
aceeasi concentratie
optima de anticorpi,
reactivitatea
incrucisata a antiFtsZ
Pseudomonas
aeruginosa este mai
mare decét a antiFtsZ
E.coli

Figura 18. Detectia prin Western-blot a reactivitatii incrucisate a FtsZ de la Escherichia coli
si Pseudomonas aeruginosa cu seruri imune in diferite dilutii provenite de la recoltari
efectuate dupa 16 si 32 saptamani de la debutul imunizarii.

Markerul de masa moleculara este SM 0671 de la Fermentas

1 FtsZE.c.
5 FtsZ E.c.
11 FtsZ P.a.
15 FtsZ P.a.
8 FtsZ E.c.

Anti FtsZE.c. 16saptamani  1/250  Anti-soarece 1/3000  ++++

Anti FtsZP.a. 16saptamani  1/250  Anti-soarece 1/3000  ++++
reactivitate
incrucisata

Anti FtsZE.c. 16saptamani  1/250  Anti-soarece 1/3000 +++
reactivitate
incrucisata

Anti FtsZP.a. 16saptamani  1/250 Anti-soarece 1/3000 +++

Ser de control preimun (NMS) Anti-soarece 1/3000 - ser de
0 saptamani; 1/250 control

preimun
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3 FtsZE.c.
6 FtsZE.c.
9 FtsZ E.c.
12 FtsZ P.a.
16 FtsZP.a.
18 FtsZ P.a.

Anti FtsZE.c. 32saptamani  1/500

Anti FtsZP.a. 32saptamani  1/500

Anti FtsZP.a. 32saptamani 1/1000

Anti FtsZE.c. 32saptamani  1/500

Anti FtsZP.a. 32saptamani 1/250

Ser de control preimun (NMS)
Osaptamani 1:1550

Anti-soarece 1/3000

Anti-soarece 1/3000

Anti-soarece 1/3000

Anti-soarece 1/3000

Anti-soarece 1/3000

Anti-soarece 1/3000

++++

+
reactivitate
incrucisata
slaba

+
reactivitate
incrucisata
slaba

+++
reactivitate
incrucisata

++++

- ser de
control
preimun

Serurile imune ale fiecarui grup (din cele douda grupe de soareci imunizati cu FtsZ
Escherichia coli si respectiv, FtsZ Pseudomonas aeruginosa) prezinta reactivitate incrucisata
cu proteinele celuilalt grup. Dupa 32 de saptamani de la debutul imunizarii repetate,
reactivitatea Incrucisatd a anticorpilor din serurile imune cu antigenele celeilalte specii
bacteriene pare sa scada.

Analiza reactivitaitii incrucisate intre FtsZ si proteine ale citoscheletului eucariot.
Dupi reexprimarea FtsZ Pseudomonas aeruginosa si purificarea proteinei pe coloani cu Ni**,

FtsZ de la ambele specii bacteriene au fost supuse migrarii pe gel de poliacrilamida si
transferului pe membrana de nitroceluloza. Gelul este colorat cu Coomasie Blue, pentru a
verifica randamentul transferului pe membrana si distributia benzilor.
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Figura 19. Verificarea transferului FtsZ E. coli si P.aeruginosa pe membrana de nitroceluloza.
1: marker PageRuler Plus Prestained Protein Ladder (Fermentas SM 1181); 2, 3, 4, 5: 2,5ug, 5ug,
FtsZ Escherichia coli ; 6, 7, 8, 9: 2,5ug, 5ug, FtsZ P. aeruginosa
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Analiza prin Western-blot a reactivitatii incrucisate a anticorpilor policlonali obtinuti
fata de FtsZ Escherichia coli si FtsZ Pseudomonas aeruginosa cu actina

Reactivitatea incrucisata a
anticorpilor antiFtsZ
Pseudomonas aeruginosa fata
de substratul FtsZ Escherichia
coli la dilutii de 1:250(3) si
1:1000 (4) a serurilor imune

Nu a fost detectata
reactivitatea incrucisata
a anticorpilor antiactina
fata de

FtsZ Escherichia coli

Reactivitatea incrucisata a
anticorpilor antiFtsZ Escherichia
coli fata de substratul FtsZ
Pseudomonas aeruginosa la
dilutii de 1:250 (11) si 1:1000
(12) a serurilor imune

Nu a fost detectata
reactivitatea incrucisata
a anticorpilor antiactina
fata de

FtsZ Pseudomonas.
aeruginosa
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Nu a fost detectata reactivitatea
incrucisata a anticorpilor antiFtsZ
Escherichia coli cu substratul
actind (1A) si a anticorpilor
antiFtsZ Pseudomonas aeruginosa
cu substratul actina (2A).

Figura 20. Analiza prin Western-blot a reactivitatii anticorpilor policlonali antiFtsZ cu

antigenii FtsZ si cu actina.

Marker PageRuler Plus Prestained Protein Ladder (Fermentas SM 1181)

FTSZE.c.  AntiE.c. 16saptamani
FTSZE.c.  AntiE.c 16saptamani
FTSZE.c.  AntiP.a. 16siptamani

FTSZE.c.  AntiP.a. 16saptamani

1/250
1/1000
1/250

1/1000
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Anti-soarece 1/3000
Anti-soarece 1/3000
Anti-soarece 1/3000

Anti-soarece 1/3000

+

+

+reactivitate
incrucisata

+reactivitate
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11

12

13
14
15

16
1A

2A

3A

4A

FTSZ E.c.

FTSZ E.c.

FTSZ P.a.

FTSZ P.a.

FTSZ P.a.

FTSZ P.a.
FTSZ P.a.

FTSZ P.a.

Actind

Actind

Actina

Actina

Anticorpi  monoclonali antiactina

1/500

NMS

0 saptamani

Anti E.c. 16saptamani

Anti E.c. 16saptamani

Anti FtsZP.a. 16saptamani 1/250

Anti P.a. 16saptamani  1/1000
Anti  actin  monoclonal
1/500

NMS 0 saptamani 1/250
Anti E.c. l6saptamani  1/250
Anti P.a. 16saptamani  1/250

Anticorpi monoclonali antiactina

1/500

NMS Osaptamani

1/250

1/250

1/1000

1/250

Ab

Anti-iepure 1/2000

Anti-soarece 1/3000

Anti-soarece 1/3000

Anti-soarece 1/3000

Anti-soarece 1/3000

Anti-soarece 1/3000
Anti-iepure 1/2000

Anti-soarece 1/3000
Anti-soarece 1/3000

Anti-soarece 1/3000

Anti-iepure 1/2000

Anti-soarece 1/3000

- nu a fost detectata
reactivitate
incrucisata

- ser preimun

+reactivitate
incrucigata

+reactivitate
incrucisata

+
+

- nu a fost detectata
reactivitate
incrucisata

- ser preimun

- nu a fost detectata
reactivitatea
incrucisata

- nu a fost detectata
reactivitatea
incrucisata

+

- ser preimun

Anticorpii antiFtsZ din serurile imune obtinute dupa 16 saptamani de la debutul imunizarii

determind aparitia benzilor de reactivitate specificd si incrucisatd si la dilutii mari ale
serurilor, de 1:1000. Actina nu este recunoscuta de anticorpii policlonali antiFtsZ nici la
concentratii mari ale acestora (dilutii de 1:250 ale serurilor imune), iar anticorpii monoclonali
antiactind nu recunosc proteinele recombinate FtsZ.

Testarea reactivititii anticorpilor policlonali antiFtsZ in timp
Ulterior recoltarilor efectuate la 40 de saptamani de la prima imunizare, au fost
preparate dilutii de 1:500 ale serurilor imune obtinute Incepand cu recoltarea din 19.12.2010.
Anticorpii secundari au fost diluati in proportia de 1:3000.
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Anticorpii
antiFtsZ E.coli
din serurile
imune obtinute
dupa 8 5i 16
saptamani de la
debutul
imunizarii
prezinta cea mai
buna reactivitate

Anticorpii
antiFtsZ
P.aeruginosa din
serurile imune
obtinute dupa 8 si
16 saptamani de
la debutul
imunizarii
prezinta cea mai
buna reactivitate

Figura 21. Analiza prin Western-blot a reactivitatii in timp a anticorpilor policlonali anti-
FtsZ Escherichia coli si anti-FtsZ Pseudomonas aeruginosa

3/7.2.11 FtsZ E.c.
4 FtsZ E.c.
7 FtsZ E.c.
10 FtsZ E.c.
8/10.12.10 FtsZ E.c.
8 FtsSZ E.c.
9 FtsZ P.a
9 FtsZ P.a
11/26.1.11 FtsZP.a
12 FtsZ P.a
14/7.2.11 FtsZP.a
17 FtsZ P.a
19 FtsZ P.a

AntiFtsZ E.c. 8saptamani
AntiFtsZ E.c. 16saptamani
AntiFtsZ E.c. 24saptamani
AntiFtsZ E.c. 32saptamani

AntiFtsZ E.c. 40saptamant

NMS Osdptamani
NMS Osdptamani

AntiFtsZ P.a. 8saptamani
AntiFtsZ P.a. 16saptamani
AntiFtsZ P.a. 24saptamani
AntiFtsZ P.a. 32saptamani
AntiFtsZ P.a. 40saptamani

NMS Osdptamani
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Cea mai buna reactivitate o au anticorpii antiFtZ din serurile imune obtinute prin
recoltari la 8-16 saptamani dupa debutul imunizarii, rezultate care corespund cu datele
obtinute la determinarea titrului de anticorpi din serurile imune prin tehnica ELISA.

Anticorpii policlonali fata de proteinele recombinate

1,00
0,90
0,80
0,70
0,60
0,50
0,40
0,30
0,20
0,10
0,00

DO 1a 490 nm

0 8 16 24 32 40
sapt | sapt | sapt | sapt | sapt | sapt
E.coli 0,10 | 0,28 | 0,58 | 0,90 | 0,89 | 0,76
- P aeruginosa| 0,08 | 0,27 | 0,52 | 0,89 | 0,87 | 0,78

Figura 22. Titrul de anticorpi in serurile obtinute de la cele doua grupuri de
soareci prin recoltari la 8, 16, 24, 32, 40 de saptdmani de la prima imunizare.

Analiza prin Western-blot a reactivitatii incrucisate a FtsZ cu actina si beta-tubulina

70»
55»

350

250

15>

Figura 23. Analiza prin Western-blot a posibilei reactivitati incrucisate a anticorpilor
antiFtsZ cu actina si f-tubulina.

0  Marker PageRuler Plus Prestained Protein Ladder (Fermentas SM 1181)

7. FtsZE.c. AntiFtsZ E.c. 16 saptamani 1/500 Anti-soarece  +

1/3000
8. FtsZ E.c. Anticorpi antiactina monoclonali Anti-iepure  nu exista
1/500 1/2000 reactivitate

incrucisata
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10

S5A

6A

TA

16A

T14

T16

T18

T20

T15

T17

T19

FtsZ P.a

FtsZ P.a

FtsZ P.a

FtsZ P.a

Actina

Actina

Actina

Actind

Tubulina

Tubulina

Tubulina

Tubulina

Tubulina

Tubulina

Tubulina

AntiFtsZ E.c. 16 saptamani

AntiFtsZ P.a. 16 saptamani

1/500

1/500

Anti actin monoclonal Ab

1/500

NMS

0 saptamani

1/500

AntiFtsZ E.c. 16 saptamani 1/500

AntiFtsZ P.a. 16 saptamani 1/500

Anti actin monoclonal Ab

1/500

NMS

0 saptamani

1/500

AntiFtsZ E.c. 16 saptamani 1/500

AntiFtsZ P.a. 16 saptamani 1/500

Anti actin monoclonal Ab

1/500

NMS

0 saptamani

1/500

AntiFtsZ E.c. 16 saptamani 1/100

AntiFtsZ P.a. 16 saptamani 1/100

NMS

0 saptdmani

1/100
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Actina si beta-tubulina nu sunt recunoscute de anticorpii policlonali antiFtsZ. Anticorpii
monoclonali antiactind nu recunosc FtsZ Escherichia coli, FtsZ Pseudomonas aeruginosa si
tubulina, dar dau benzi clare cand sunt incubati cu actina. Dupa incubarea substratelor
(proteinele recombinate FtsZ,actina sau tubulina) cu serurile preimune nu rezultd benzi de
detectie a legarii unor anticorpi existenti in organismul animalelor de laborator anterior
imunizarii repetate cu FtsZ Escherichia coli si FtsZ Pseudomonas aeruginosa.

6. Analizarea si discutarea rezultatelor

Anumite studii evidentiaza prezenta genei ftSZ si a proteinei codificate de aceasta gena
in ,,aproape daca nu chiar in toate speciile de bacterii, in forma de coci sau bacili, Gram-
negative si Gram-pozitive”’[Corton si colab., 1987] . Proteina FtsZ poate fi considerata ca o
tinta ideald pentru terapia antibacteriana, deoarece este asigurat spectrul larg de actiune al
agentilor terapeutici orientati fatd de aceastd proteind, FtsZ fiind conservatd si universal
prezenta la bacterii. FtsZ este o proteind esentiald, cu rol central in diviziunea celulara,
eveniment critic pentru supravietuirea bacteriilor. [Amer si colab., 2008; Jeffrey si colab.,
2003; Lowe si colab., 2004; McDevitt si colab., 2002; Mingorance si colab., 2010; Weiss,
2004]

Proteinele FtsZ din celulele de Escherichia coli si Pseudomonas aeruginosa a
evidentiat un grad ridicat de omologie al acestor secvente, de 83,76%, cu o identitate de
secventd de 58,63%, fiind posibil ca cele doua proteine sa detind epitopi asemanatori din
punct de vedere spatial, cu mici diferente ale secventei de aminoacizi. Aceasta ipoteza a fost
analizatd prin incubarea serurilor imune provenite de la ambele grupuri, obtinute la 8
saptamani de la debutul imunizarii, cu substratele FtsZ Escherichia coli si FtsZ Pseudomonas
aeruginosa, intr-o noua determinare Western-blot. S-a constatat reactivitatea incrucisata a
serului imun al fiecarui grup cu proteina celuilalt grup: anticorpii policlonali
antiFtsZEscherichia coli prezinta reactivitate incrucisatd cu substratul FtsZ Pseudomonas
aeruginosa si din nou reactie imuna pozitiva cu substratul specific, FtsZEscherichia coli;
anticorpii policlonali antiFtsZ Pseudomonas aeruginosa prezintd reactivitate incrucisata cu
substratul FtsZEscherichia coli si reactie imund pozitivd cu substratul specific FtsZ
Pseudomonas aeruginosa.

Detectia prin Western-blot a reactivitatii incrucisate a FtsZ de la Escherichia coli si
Pseudomonas aeruginosa cu seruri imune in diferite dilutii, provenite de la recoltari efectuate
dupa 16 si 32 saptamani de la debutul imunizarii, au condus la acelasi rezultat: serurile imune
ale fiecarui grup (din cele doua grupe de soareci imunizati cu FtsZ Escherichia coli si
respectiv, FtsZ Pseudomonas aeruginosa) prezintd reactivitate incrucisatd cu proteinele
celuilalt grup. Dupa 32 de sdptamani de la debutul imunizdrii repetate, reactivitatea
incrucisatd a anticorpilor din serurile imune cu antigenele celeilalte specii bacteriene pare sa
scada.(fig.43) Dinamica titrului de anticorpi stabilitd prin ELISA se coreleaza cu acest
rezultat: concentratia anticorpilor antiFtsZ in serurile imune este In scadere dupa ce atinge un
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varf pe la 24 de saptamani si intrd intr-un platou pand la 32 saptamani. Cresterea rapida a
titrului de anticorpi este rezultatul raspunsului imun secundar mai puternic.

Reactivitatea incrucisata a fost prezenta din punctual initial al detectiei, la 8 saptamani
de la prima imunizare si a persistat apoi intreaga perioadd de analizd. Chiar si in benzile
incubate cu anticorpi din seruri imune diluate de 500 x si chiar 1000 x, reactivitatea
incrucisata a putut fi detectatd. Aceste rezultate nu sunt surprinzatoare avand in vedere gradul
inalt de omologie intre secventele de aminoacizi ale celor doud proteine, FtsZ Escherichia
coli si FtsZ Pseudomonas aeruginosa.

Testarea reactivitatii anticorpilor policlonali antiFtsZ in timp a aratat ca cea mai buna
reactivitate o au anticorpii antiFtZ din serurile imune obtinute prin recoltari la 8-16 sdptamani
dupd debutul imunizarii. Odatd cu cresterea intervalului de timp de la initierea imunizarii, au
fost obtinute reactii pozitive si la dilutii de 1000 x ale anticorpilor: anticorpii antiFtsZ din
serurile imune obtinute dupd 16 saptdméani de la debutul imunizarii determind aparitia
benzilor de reactivitate specifica si incrucisata la astfel de dilutii mari ale serurilor, de 1:1000

Dupa caracterizarea anticorpilor policlonali anti-FtsZ Escherichia coli si anti-FtsZ
Pseudomonas aeruginosa si analiza reactivitdtii incrucisate cu antigenii celeilalte specii
procariote, a fost analizatd posibilitatea ca acesti anticorpi obtinuti fatd de FtsZ, o proteina
esentiald a citoscheletului procariot, sa recunoasca proteine ale citoscheletului eucariot: actina
si tubulinele. Este sustinuta idea ca o proteind ancestrala care continea un domeniu de legare
a GTP cu pliere de tip Rossman a evoluat divergent, in doua directii: in familia de GTPaze
tipice si in GTPazele atipice care include proteinele FtsZ tubulinele. [Erickson, 1998; Lowe si
Amos,1998].

In ceea ce priveste GTPazele atipice, compararea structurii primare a FtsZ si
tubulinelor a pus in evidentd faptul ca aceste proteine au in comun o secventd bogatd in
glicind [GGGTG(S\T)G], care in tubulina este cunoscuta ca fiind parte din structura situsului
de legare al GTP din domeniul N-terminal si nici o altd proteind cunoscutd nu are aceasta
secventd, 1n afara de tubuline si FtsZ. Aceasta secventa este una dintre cele trei secvente Tnalt
conservata in familia tubulinelor care numara peste 150 de proteine. Si este de asemenea
conservata in proteinele FtsZ ale caror gene au fost secventiate. [Mukherjee si colab., 1993]
Alinierea secventelor tubulinelor si FtsZ aratd o lipsa totala de identitate de secventa la
capatul C-terminal. Tn total, omologia de secventa evidentiata prin aliniere nu depaseste 20%,
indiferent de speciile selectate pentru a alinia secvente ale tubulinelor si FtsZ. [Burns, 1998].

Alinierea secventelor izotipurilor tubulinice umane, bovine si murine evidentiazd o
identitate totala a secventei de aminoacizi, de 100%. Alinierea secventei primare a f-
tubulinelor de la om, bovine si murine cu proteina FtsZ de la Escherichia coli arata o
identitate de secventa de 13,96%, iar dacd alinierea s-a facut cu secventa de aminoacizi a
proteinei FtsZ de la Pseudomonas aeruginosa, identitatea constatata este de 13,51%.

Se constatd o lipsa totald de omologie intre actind §i omologul procariot al tubulinelor,
proteina FtsZ, desi actina, component al citoscheletului, este componentul fundamental al
inelului citokinetic al eucariotelor, iar FtsZ indeplineste in celulele procariote aceeasi functie.

Erickson subliniaza ca practic s-a produs o inversare in cursul evolutiei a rolului in
citokineza si nu numai a acestor proteine ale citoscheletului celulelor eucariot, fata de rolul
indeplinit la procariote: FtsZ prezintd un anumit grad de omologie structurald cu tubulinele,
dar functional este similard actinei eucariote. Invers, tubulinele eucariote indeplinesc un rol
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similar cu cel al proteinelor procariote care au omologie de secventa si structurala cu actina.
[Erickson, 2007]

Aceste observatii explica rezultatele obtinute in cursul analizei prin Western-blot a
reactivitatii anticorpilor policlonali antiFtsZ fatd de actind. Substratul actind nu leaga
anticorpii din serurile imune provenite de la soareci imunizati cu FtsZ de la Escherichia coli.
Identic, anticorpii generati fata de FtsZ de la Pseudomonas aeruginosa, nu recunosc actina. 1n
contrast, anticorpul de referinta, un anticorp monoclonal anti-actind determina aparitia unei
benzi clare dupd incubarea cu membrana incércata cu actind. Incubarea substratului de actinad
cu serurile preimune aratd lipsa reactivitatii, deoarece nu apare o bandd detectabila pe
membrand. Actina nu este recunoscutd de anticorpii policlonali antiFtsZ nici la concentratii
mari ale acestora (dilutii de 1:250 ale serurilor imune), iar anticorpii monoclonali antiactind
nu recunosc proteinele recombinate FtsZ.

Urmatoarea analiza prin Western-blot a inclus si tubulina fiind urmarita reactivitatea
anticorpilor policlonali antiFtsZ fata de tubuline. Omologia de secventd cuprinsad intre 13-
14% intre tubuline si FtsZ, este datoratd in special aminoacizilor din domeniul N-terminal si
n mod particular situsului GTPazic. Desi anticorpii sunt sintetizati fatd de proteine FtsZ si a
fost stabilitd prezenta unor epitopi ai FtsZ Escherichia coli in domeniul N-terminal al
proteinei [Voskuil si colab., 1994], s-ar pdrea ca omologia de secventd cu tubulinele nu
include existenta unor epitopi din molecula tubulinelor, care ar putea determina o reactivitate
incrucisata cu anticorpi antiFtsZ. Actina si beta-tubulina nu sunt recunoscute de anticorpii
policlonali antiFtsZ. Anticorpii monoclonali antiactind nu recunosc FtsZ Escherichia coli,
FtsZ Pseudomonas aeruginosa si tubulina. Serurile imune reactioneaza cu antigenul
microbian omolog, dar uneori si cu antigene ale gazdei. Anticorpii policlonali antiFtsZ
recunosc si leaga epitopi comuni moleculelor omoloage FtsZ ale celor doua specii bacteriene
patogene la om, Escherichia coli si Pseudomonas aeruginosa. Antigenele proteice din surse
taxonomice inrudite, dau frecvent reactii incrucisate. Cu cat doua specii de organisme sunt
mai apropiate filogenetic, cu atat proteinele lor omologe sunt mai asemanatoare si dau reactii
incrucisate mai intense. Anticorpii sunt selectivi si specifici, reactivitatea incrucisata fiind
determinata de existenta unor epitopi asemanatori din punct de vedere spatial, cu mici
diferente ale secventei de aminoacizi, care induc usoare modificari ale epitopilor. Moleculele
implicate in citokineza procariotelor si eucariotelor au suferit o evolutie divergenta, astfel
incat gradul redus de omologie intre secventele FtsZ si tubulinelor spre exemplu, nu ofera
anticorpilor antiFtsZ determinanti antigenici cu o structurd primara si/sau o conformatie care
sa determine reactivitate incrucisatd. Legarea acestor anticorpi este selectiva, la epitopi ai
antigenelor tinta bacteriene si nu afecteaza citoscheletul actinic §i microtubulii celulelor
gazda eucariote.
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7. Concluzii

Amorsele construite si conditiile de amplificare prin PCR selectate au asigurat
eficienta si specificitatea reactiei:

P produsul de amplificare a fost de lungimea dorita, fard nucleotide modificate fata
de secventele genelor ftsZ E.coli si ftsZ P.aeruginosa din in baza de date NCBI,
eventualele erori nefiind dorite in secventele genelor, conditie esentiald pentru
obtinerea proteinelor recombinate

P nu au existat amplificari nespecifice

- cantitatea de amplicon a fost suficient de mare, ceea ce a facilitat manipularea
ulterioara a secventei amplificate si obtinerea proteinelor recombinate FtsZ

Escherichia coli si FtsZ Pseudomonas aeruginosa

Proteinele recombinate FtsZ Escherichia coli si FtsZ Pseudomonas aeruginosa se
exprima solubil in celulele de Escherichia coli tulpina BL21(DES3).

Alinierea secventelor de aminoacizi ale proteinelor FtsZ Escherichia coli si FtsZ
Pseudomonas aeruginosa a evidentiat un grad ridicat de omologie al acestor secvente
de 83,76%, ceea ce corespunde datelor din literaturd conform carora ftsZ este o gena

esentiald, conservata in speciile de bacterii.

Soarecii imunizati cu proteine recombinate FtsZ au produs anticorpi policlonali la
numai 8 saptadmani dupa prima imunizare.Titrul si afinitatea anticorpilor policlonali
antiFtsZ obtinuti de noi sunt suficient de mari, astfel incat anticorpii au prezentat o

reactie pozitiva cu antigenii specifici, dupd 8 saptamani de la prima imunizare.

Concentratia optimd a anticorpilor policlonali antiFtsZ obtinuti de noi, utilizati in
determinarea prin Western-blot a reactivitatii lor specifice, corespunde unei dilutii a
serurilor imune de 1:500. La dilutii mai mici, apar numeroase benzi de detectie a unor
legari nespecifice.

Se constata reactivitatea incrucisata a FtsZ din cele doud specii de bacterii la 8 sila 16
saptamani: anticorpii policlonali antiFtsZ Pseudomonas aeruginosa prezinta
reactivitate incrucisatd cu substratul FtsZ Escherichia coli si anticorpii policlonali
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antiFtsZ Escherichia coli prezinta reactivitate 1incrucisata cu substratul FtsZ
Pseudomonas aeruginosa.

Cea mai buna reactivitate o au anticorpii antiFtZ din serurile imune obtinute prin
recoltari la 8-16 saptamani dupa debutul imunizarii. Anticorpii antiFtsZ din serurile
imune obtinute dupa 16 saptaimani de la debutul imunizarii determina aparitia benzilor
de reactivitate specifica si incrucisata si la dilutii mari ale serurilor, de 1:1000.

Dupa 32 de saptamani de la debutul imunizarii repetate, reactivitatea incrucisata a
anticorpilor din serurile imune cu antigenele celeilalte specii bacteriene pare sa scada.

Alinierea intre secventele de aminoacizi ale FtsZ Escherichia coli sau FtsZ
Pseudomonas aeruginosa cu secventele de aminoacizi ale unor izotipuri tubulinice
umane, bovine sau murine din baza de date UniprotKB a aratat o omologie de
secventd de 13,96% (TBB4 cu FtsZ E.coli) si de 13,51% (TBB4 cu FtsZ
Pseudomonas aeruginosa).

Actina si beta-tubulina eucariote nu sunt recunoscute de anticorpii policlonali antiFtsZ
Escherichia coli si antiFtsZ Pseudomonas aeruginosa. Anticorpii monoclonali
antiactind nu recunosc FtsZ Escherichia coli, FtsZ Pseudomonas aeruginosa si
tubulina.

Anticorpii policlonali obtinuti prin inocularea FtsZ Escherichia coli si FtsZ
Pseudomonas aeruginosa la soareci BALB/c au caracteristici de afinitate si de
reactivitate care permit utilizarea lor in cercetare, in terapie antibacterianda si
diagnostic.

Reactivitatea incrucisata a proteinelor FtsZ din cele doua specii bacteriene deschide
posibilitatea evaludrii reactivitatii Incrucisate a anticorpilor policlonali obtinuti de noi
cu proteinele FtsZ ale altor specii de bacterii. O reactivitate incrucisata extinsa, intre
FtsZ din celulele unui numar cat mai mare de specii bacteriene, ar oferi anticorpilor
antiFtsZ calitdtile necesare pentru obtinerea agentilor antibacterieni cu spectru larg.

Anticorpii policlonali anti-FtsZ Escherichia coli si anti-FtsZ Pseudomonas
aeruginosa prezintd reactivitate incrucisata fata de proteine FtsZ ale altor specii, dar
nu recunosc actina si tubulinele eucariote si in consecintd pot fi utilizati selectiv fata
de proteina citoscheletului bacterian, FtsZ, pentru ca nu se leagd si nu afecteaza

proteinele citoscheletului celulei gazda eucariote.
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