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RESUMEN

FtsZ es la proteina fundamental de la division celular bacteriana. FtsZ autoensambla
formando protofilamentos que se asocian en el anillo citoesquelético. Forma parte de la
superfamilia de GTPasas citoesqueléticas de la tubulina, que también incluye a af-
tubulina, a y-tubulina, tubulina bacteriana y TubZ.

FtsZ es una diana para la busqueda de pequefias moléculas inhibidoras que podrian
constituir una nueva clase de compuestos antibacterianos con los que combatir la
emergencia continua de bacterias patogenas resistentes a los antibioticos actuales. El
conocimiento de las interacciones de FtsZ con nucle6tidos de guanina aporta
informacidn sobre los mecanismos funcionales de esta proteina, que puede ser muy Util
para el disefio de inhibidores especificos de FtsZ. Ademas, un ensayo que permita medir
la unién de cualesquiera moléculas que reemplacen a GTP de FtsZ podria ser utilizado
para buscar nuevos inhibidores de esta proteina.

En esta Tesis se ha desarrollado en primer lugar un método de competicion, empleando

el nucledtido fluorescente mant-GTP junto con apoFtsZ, que permite la deteccion y la
medida de la afinidad de moléculas que se unen al sitio de nucleétido de FtsZ. Se ha
comparado con un método de competicibn complementario, basado en el
desplazamiento de *H-GTP, para validar las afinidades medidas.

A continuacion, se ha utilizado el método fluorescente de competicién para estudiar la
unién de los ligandos reguladores GTP y GDP a su sitio en FtsZ. Para ello se midieron
las uniones de los componentes del GTP y de otros nucleodtidos. Se han realizado
simulaciones de dindmica molecular para analizar el tipo y localizacion de las
interacciones entre los nucledtidos y FtsZ. Se ha encontrado que la interaccién con el
fosfato-f tiene la mayor relevancia energética, contribuyendo por si sola en casi igual
medida que la guanosina. Ademas, se propone que la presencia del fosfato-y provoca un
reordenamiento de la proteina y el nucleétido, estableciéndose interacciones diferentes
que no conllevan un cambio significativo de la afinidad observada del GTP respecto a la
del GDP.

Finalmente, se investigaron los efectos de analogos del GTP y de compuestos
quimicamente diferentes. He observado que la capacidad de inhibicion de la
polimerizacion por analogos del GTP sustituidos en C8 se correlaciona con su afinidad
por la proteina. También se ensayaron una serie de compuestos elegidos por cribado
virtual, ademas de un péptido con supuestos efectos inhibidores sobre FtsZ, con
resultados negativos en ambos casos. Por Gltimo se estudié el mecanismo de accion de
PC190723, un compuesto que protege frente a una dosis letal de Staphylococus aureus
en un modelo murino y que tiene como diana a FtsZ. PC190723 es un estabilizador de
polimeros de FtsZ, lo que probablemente explica su efecto inhibidor de la division
celular en especies bacterianas sensibles.
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Introduccién

Durante un largo periodo de la historia de las ciencias bioldgicas se considerd que una
de las caracteristicas fundamentales que diferenciaban a los organismos eucariotas de
los procariotas era que estos ultimos carecian del complejo sistema citoesquelético que
tienen todos los eucariotas. Sin embargo, el descubrimiento hace décadas de estructuras
filamentosas regulares en bacterias (Burchard et al., 1977), puso en duda este hecho
hasta este momento no controvertido. En la ultima década se ha visto que, lejos de la
falta de complejidad que se les suponia, los procariotas tienen un sistema

citoesquelético complejo y de regulacion muy fina.

Un ejemplo de hasta donde puede llegar la organizacién del citoesqueleto en bacterias
se encuentra en Caulobacter crescentus, el cual emplea elementos del citoesqueleto para
division y mantenimiento de la forma celular. C. crescentus se divide de manera
asimetrica, lo que resulta en una célula pedunculada de mayor tamario y una célula libre
nadadora de tamafio menor, que tiene suprimida la division. Estas necesidades
peculiares le llevan a la utilizacion de un complejo sistema de regulacién donde
intervienen complejos proteicos que detectan geometria celular, gradientes de proteinas
reguladoras y proteasas reguladas por fosforilacion (Shapiro y Losick, 2000, Shapiro et
al., 2009).

Se conocen homdlogos bacterianos para los tres grandes elementos citoesqueléticos en
eucariotas; tubulina, actina y filamentos intermedios. MreB (van den Ent et al., 2001),
ParM (van den Ent et al., 2002), FtsA (van den Ent y Lowe, 2000) y MamK (Komeili
et al., 2006) han sido descritas como proteinas homologas de la actina, aunque MamK
estd confirmada sélo como homdloga de secuencia, sin que se haya resuelto su
estructura por ahora. De momento solo se conoce un homologo de los filamentos
intermedios, CreS (Ausmees et al., 2003), aunque es posible que haya mas (Bagchi et
al., 2008). Hay descritas tres proteinas homologas de la tubulina en procariotas; FtsZ
(Nogales et al., 1998b, Léwe y Amos, 1998), BtubA/B (Jenkins et al., 2002) y TubZ
(Larsen et al., 2007). La secuencia y estructura del dimero BtubA/B indica que estas
proteinas son homologas mucho més cercanas a la tubulina eucariota que FtsZ y TubZ,
y que posiblemente procedan de la transferencia horizontal de un gen para la tubulina
desde un eucariota hasta un antecesor del género Prosthectobacter (Schlieper et al.,
2005). FtsZ es una homologa mucho mas distante de la tubulina, con diferencias muy

notables en su comportamiento y funcidn, como se verd mas adelante. TubZ, a pesar de
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Introduccién

ser también una homologa distante de la tubulina, presenta varias propiedades
funcionales similares a la proteina eucariota, incluyendo el “treadmilling”, la
inestabilidad dinamica e incluso la existencia de un “tap6n” de GTP en polimeros con
GDP (Chen y Erickson, 2008), aunque no se han detectado microtdbulos o estructuras

similares.

En general, las proteinas citoesqueléticas bacterianas cumplen funciones diferentes a sus
homologas eucariotas (Lowe y Amos, 2009). Por ejemplo, mientras que la actina
cumple diversas funciones de soporte mecanico, transporte vesicular, y citocinesis
celular, su homoéloga ParM cumple funciones de segregacion de ADN, que en eucariotas
son llevadas a cabo por la tubulina. FtsZ es homéloga a la tubulina pero como se vera
mas adelante, cumple su funcion en citocinesis, y no en segregacion de ADN. Por otra
parte, en ocasiones las proteinas bacterianas si cumplen funciones analogas a sus
homologas eucariotas, como en el caso de TubZ, homdloga de tubulina, cuya funcion
parece ser la separacion de de grandes plasmidos de bajo nimero de copias para

asegurar una distribucion equitativa de material genético a células hijas.

Ademas de los elementos de citoesqueleto bacteriano que tienen homdlogos eucariotas,
hay proteinas citoesqueléticas que existen exclusivamente en bacterias. La superfamilia
de proteinas MinD/ParA se caracteriza por tener un dominio ATPasa tipo Walker
modificado (Koonin, 1993) y por su capacidad para formar polimeros in vivo. MinD
forma polimeros helicoidales debajo de la membrana plasmatica en Escherichia coli
(Shih et al., 2003) y forma parte del sistema Min de regulacion espacial de la division
celular, que se verd mas adelante. ParA también forma polimeros helicoidales in vivo
(Ebersbach y Gerdes, 2004, Adachi et al., 2006) y participa en la segregacion de
plasmidos a células hijas (Gerdes et al., 2000). También existe una serie de estructuras
filamentosas aparentemente ordenadas en bacterias aun sin caracterizar en Spiroplasma
melliferum (Townsend et al., 1980), Treponema myagodenis (lzard et al., 1999) y

Myxococcus zanatus (Burchard et al., 1977, Yang et al., 2004).
1. EL DIVISOMA BACTERIANO

Al igual que en eucariotas, varios de los elementos de citoesqueleto bacteriano estan
implicados en diferentes procesos de la division bacteriana, los cuales también han

resultado ser mucho mas complejos de lo que se creia inicialmente.
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Introduccién

1.1 Ensamblaje del divisoma bacteriano

La mayor parte de las proteinas mas importantes para la division bacteriana se
denomina “Fts” seguido de una letra. “Fts” representa las siglas de “Filament forming
Temperature Sensitive”, que es una referencia a la forma en la que fueron descubiertos
los genes fts, por un estudio de mutantes con letalidad condicionada a la temperatura
(Hirota et al., 1968). Estos mutantes sufren una interrupcion en la sintesis de ADN o la
division cuando se eleva la temperatura, a diferencia de la cepa silvestre de E. coli, que
no presenta tal interrupcién. Esto llevé a pensar que los genes fts probablemente estaban
implicados en la division celular, aunque pasaron décadas hasta que la funcién de
muchos de ellos fue descrita. Uno de los productos de estos genes fts es FtsZ, una
proteina esencial para la division celular (Pla et al., 1991) que fue descrito como el
constituyente del anillo Z en division celular en E. coli (Bi y Lutkenhaus, 1991).
Estudios posteriores han revelado que FtsZ es el primer y principal componente del
divisoma, cuya estructura y funcién se expondra en detalle mas adelante. El divisoma
completo se compone de numerosas proteinas que intervienen de una manera mas o
menos directa en la division y que se veran en detalle a continuacion. Muchas de ellas
se unen al divisoma de una manera jerarquizada, donde la unién de una proteina
depende directamente de la union de otra proteina jerarquicamente anterior

(“upstream”) del proceso.

El ensamblaje del septosoma bacteriano es un proceso auto-organizativo. FtsZ ensambla
formando el anillo Z en el ecuador celular, porque es excluida de las demas zonas
celulares por los sistemas de regulacion espaciales. FtsZ recluta a FtsA y ZipA. Aunque
se sabe que muchas proteinas mas tardias en el proceso interaccionan directamente con
FtsA, no se conocen interacciones parecidas con ZipA. Sin embargo, ZipA es esencial
para el establecimiento de interacciones posteriores, lo cual constituye un fendmeno no
comprendido del todo. FtsK se localiza en el ecuador celular gracias a FtsA y ZipA.
FtsQ se localiza en el ecuador gracias a FtsK y recluta a su vez a FtsB y FtsL, que son
interdependientes para su estabilidad y localizacién. EI complejo FtsQLB recluta a Ftsl,

que a su vez recluta a FtsN con la ayuda de otros estimulos (Figura 1A).

Cabe destacar que este orden de reclutamiento es dindmico y que no necesariamente
corresponde a un orden temporal (Figura 1B). Existen evidencias de que no siempre €s

necesaria la presencia de todas las proteinas consideradas “anteriores” para el
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reclutamiento de una proteina “tardia”. Se demostrd que cuando se localizan algunos
componentes “tardios” al anillo Z a través de fusion con la proteina ZapA (que se une a
FtsZ) éstas eran capaces de reclutar componentes que se consideran “anteriores” en el
proceso de division celular (Goehring et al., 2006). Ademéas de las interacciones
principales descritas, estudios hechos utilizando sistemas de dobles hibridos han
mostrado diferentes interacciones entre las proteinas principales del divisoma (Figura
1C).

A

Figura 1: Interacciones entre

a1 3
proteinas del divisoma. A - Esquema

B lineal de la jerarquia de ensamblaje del
l ) | H | ) ) I ) divisoma. Se omite “Fts” de los
nombres de las proteinas (Vicente y
Rico, 2006). B - Esquema de
ensamblaje por complejos del divisoma
(Vicente y Rico, 2006). C -
Interacciones descritas entre proteinas
del divisoma en estudios de dobles
hibridos. Las lineas representan
interaccion entre dos proteinas, y las
flechas  circulares  auto-asociacion
(Goehring y Beckwith, 2005).

1.2 Componentes individuales del divisoma bacteriano

Las proteinas del divisoma bacteriano son diversas y no siempre estan presentes en
todas las especies bacterianas. A continuacion se detallan las caracteristicas de algunos

de los componentes principales del divisoma en bacterias, antes de centrarnos en FtsZ.
> FtsA

FtsA es una proteina altamente conservada en bacterias y cuyo gen se encuentra
frecuentemente “upstream” del gen ftsz y se localiza en el septo de una manera
dependiente de FtsZ (Addinall y Lutkenhaus, 1996). Esta relacionada estructuralmente
con la actina y consta de 2 dominios que a su vez de dividen en dos subdominios cada
uno (van den Ent y Lowe, 2000). Une ATP y se ha demostrado que tiene actividad

ATPasa (Feucht et al., 2001). Utilizando FtsA de Streptococcus pneumoniae se ha visto
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que forma polimeros helicoidales estables en presencia de ATP y polimeros menos
estables en presencia de ADP (Lara et al., 2005). Esta FtsA tiene preferencia por
nucleétidos con un ndmero mayor de fosfatos, con independencia de la base del
nucle6tido. Asi, GTP y ATP se unen con mayor afinidad que GDP y ADP y éstos con
mayor afinidad que GMP y AMP. FtsA interacciona con el extremo C-terminal de FtsZ
(Ma y Margolin, 1999), probablemente a través del subdominio 2B (Pichoff y
Lutkenhaus, 2007) y ancla FtsZ a la membrana a través de una hélice anfipatica en su
extremo C-terminal (Pichoff y Lutkenhaus, 2005). Recluta a FtsK al ecuador celular
(Pichoff y Lutkenhaus, 2002, Rico et al., 2004). Es una proteina esencial para la
division, que estabiliza el anillo Z (Pichoff y Lutkenhaus, 2002).

> ZipA

ZIipA es una proteina esencial para la division en E. coli (Hale y de Boer, 1997) que
consta de un dominio transmembrana, un brazo largo rico en prolina y glutamina, y un
dominio globular C-terminal (Mosyak et al., 2000). Se encuentra normalmente dispersa
por la célula, pero es reclutada al ecuador celular durante la divisién por FtsZ, con la
que interacciona directamente (Hale y de Boer, 1997, Hale y de Boer, 1999, Liu et al.,
1999). Ambas proteinas interaccionan entre si a través de sus respectivos dominios C-
terminales (Liu et al., 1999, Hale et al., 2000, Mosyak et al., 2000). Se ha comprobado
que ZipA promueve la formacion de haces gruesos y laminas de protofilamentos de
FtsZ in vitro que se asocian lateralmente (RayChaudhuri, 1999, Hale et al., 2000).
Aunque en los organismos donde se expresa es esencial para la division (Pichoff y
Lutkenhaus, 2002), no se han encontrado interacciones de ZipA con proteinas diferentes
de FtsZ y ademas es una proteina que hasta el momento sélo se ha encontrado en
enterobacterias.

> FtsK

FtsK es una proteina implicada en la segregacion cromosémica en E. coli, y es esencial
para la division celular (Wang y Lutkenhaus, 1998). Consta de un dominio N-terminal
con varios segmentos transmembrana y un dominio C-terminal implicado en la
translocacion de ADN en presencia de ATP (Aussel et al., 2002, Saleh et al., 2004).
FtsK tiene la capacidad de interaccionar con el ADN y “leer” la secuencia, de manera
que es capaz de distinguir la direccionalidad correcta necesaria para resolver
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cromosomas dimerizados (Loéwe et al., 2008). Los dominios de FtsK parecen estar
implicados en funciones diferentes, ya que la eliminacion del dominio C-terminal, a
pesar de afectar a la segregacion cromosomica, no afecta a la division celular, que si
requiere de la presencia del dominio N-terminal (Draper et al., 1998). Requiere la
presencia previa de FtsZ, FtsA y ZipA para su localizacion en el sitio de division (Hale
y de Boer, 2002). La proteina homdloga de FtsK en Bacillus subtilis es SpolllE, pero
ésta parece tener una funcién diferente a FtsK. SpolllE no participa en la septacién
celular sino que participa en los procesos de fusion de membranas necesarios para la

separacion final de una espora de su célula madre (Sharp y Pogliano, 1999).
» Complejo FtsQLB

FtsQ puede llegar al ecuador celular en ausencia de FtsB y FtsL, pero éstas necesitan a
FtsQ para su localizacion. Estas tres proteinas son necesarias para el reclutamiento de
las proteinas posteriores en el divisoma: FtsW y Ftsl (Buddelmeijer et al., 2002),
(Mercer y Weiss, 2002). Ademas se sabe que FtsB y FtsL son interdependientes para su
estabilidad y localizacion (Buddelmeijer et al., 2002). Se han encontrado proteinas
homologas en B. subtilis de caracteristicas similares (Daniel y Errington, 2000). No se
conocen por el momento las funciones de estas proteinas en la division celular, pero se

sabe que son esenciales (Chen et al., 1999).
>  FtsW

Es una proteina perteneciente a la familia de proteinas SEDS (Shape Division &
Sporulation) (Henriques et al., 1998). Una caracteristica de estas proteinas es que sus
genes estan siempre proximos a genes que codifican para transpeptidasas de clase B y
que mutaciones a cualquiera de los dos genes producen un fenotipo similar. En el caso
de FtsW su transpeptidasa “emparejada” es Ftsl. Se conoce poco de la funcién de FtsW
pero se ha observado que estd implicada en la estabilizacion del anillo Z durante la
esporulacion de Streptomyces coelicolor (Mistry et al., 2008), aunque es probable que

este efecto sea indirecto.
>  Ftsl

Una parte importante de la division celular es la remodelacion y sintesis de la pared

celular implicita en el proceso. De las muchas proteinas que participan destacan las
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proteinas de unién a penicilina (PBP). Solo hay una que es esencial para la division
celular: Ftsl. Se ha visto que Ftsl se localiza en el sitio de division celular y que su
actividad depende del ciclo celular (Nguyen-Disteche et al., 1998, Eberhardt et al.,
2003).

> FtsN

Se trata de la Gltima proteina esencial que se recluta al sitio de divisién celular (Addinall
et al., 1997). Establece interacciones con FtsA, Ftsl, FtsQ y FtsW, ademéas de con
proteinas de sintesis de peptidoglicano como PBP1b y MgtA (Karimova et al., 2005,
Muller et al., 2007, Derouaux et al., 2008). La secuencia de FtsN esta poco conservada
salvo por su dominio SPOR (Kuroda et al., 1993), que se ha demostrado que no es
esencial para la funcidn pero si para la localizacion al septo (Gerding et al., 2009). La
region esencial de FtsN también es necesaria para la localizacion, y se cree que
posiblemente actta sobre Ftsl estimulando el proceso de constriccion. También parece
aportar estabilidad, ya que se ha visto que su ausencia provoca desensamblaje de otros
componentes del divisoma (Rico et al., 2010). Hasta el momento sélo se ha encontrado

en enterobacterias.

2. REGULACION DE LA DIVISION CELULAR BACTERIANA

La division es un proceso altamente regulado. La diana principal de los procesos
regulatorios de divisién bacteriana es FtsZ, de la que dependen los demas componentes
del divisoma. Existen proteinas activadoras o inhibidoras de FtsZ que contribuyen a
mantener la naturaleza dinamica del anillo Z, esencial para su funcién. Ademas hay
sistemas regulatorios que aseguran que la division se produzca en el momento y el lugar
adecuados. Existe regulacion a nivel de ciclo celular, de manera que la division se puede
impedir o aplazar en circunstancias desfavorables. Ademas, existen sistemas de
regulacion que limitan espacialmente donde puede tener lugar la division celular, de
manera que las células hijas tengan un tamafio celular similar y una carga genética

correcta (Adams y Errington, 2009).
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2.1 Requlacién de la estabilidad del anillo Z

Se ha encontrado una serie de proteinas que actlan directamente sobre FtsZ,
estimulando o inhibiendo su polimerizacion o la estabilidad de los polimeros
ensamblados. El conjunto de la regulacién hace que FtsZ mantenga su comportamiento
dindmico de ensamblaje y desensamblaje que se requiere para la correcta funcion del

anillo Z en citocinesis.
> ZapA

ZapA se localiza en el sitio de division, probablemente a través de una interaccion
directa con FtsZ, y contribuye a la estabilidad del anillo Z (Gueiros y Losick, 2002). No
se observa fenotipo visible en cepas mutantes carentes de ZapA (Gueiros y Losick,
2002, Johnson et al., 2004) pero es un “sintético letal”. Esto significa que su pérdida es
letal cuando se combina con otras condiciones suboptimas para la division (Levin et al.,
1999, Gueiros y Losick, 2002). Es un tetramero (Low et al., 2004) que interacciona con
FtsZ in vitro estimulando su polimerizacion, aumentando la estabilidad de los
polimeros, y reduciendo la actividad GTPasa de FtsZ (Low et al., 2004, Small et al.,
2007). ElI mecanismo exacto de este efecto no se conoce, aunque un modelo propone
que ZapA modifica la conformacién de GTP unido a FtsZ, mientras que otro sugiere
que el caracter tetramérico de ZapA contribuye a una mayor interaccion lateral entre

protofilamentos.
> ZapB

ZapB es una pequerfia proteina dimérica descrita recientemente como un modulador de
FtsZ en E. coli (Ebersbach et al., 2008), el Unico organismo donde ha sido identificado
hasta el momento. Se sabe que ZapB necesita a FtsZ, pero no FtsA ni ZipA, para su
reclutamiento al sitio de division celular. Se ha observado un ligero alargamiento celular
y una mayor frecuencia de células filamentosas con la division bloqueada en cepas que
carecen de ZapB. ZapB es abundante en la célula y puede interaccionar consigo misma
para generar grandes haces, por lo que los autores propusieron que ZapB podria estar
creando “puentes” entre polimeros cortos de FtsZ, pero esto no ha sido confirmado y
aun no se ha observado la interaccion entre FtsZ y ZapB in vitro, por lo que la accién

exacta de ZapB no esté clara a dia de hoy.
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> EzrA

EzrA es una proteina integral de membrana que se expresa de manera constitutiva y
abundante en B. subtilis (Levin et al., 1999, Chung et al., 2004, Haeusser et al., 2004).
Se identifico en una basqueda de inhibidores extragenicos de un mutante ftsz sensible a
temperatura. Es reclutada al sitio de division celular gracias a una agrupacion de 7
aminoacidos en su region C-terminal (Levin et al., 1999, Haeusser et al., 2007). Se ha
comprobado in vitro que EzrA inhibe la polimerizacion de FtsZ, incrementando la
concentracion critica de polimerizacion y ademas aumentando la actividad GTPasa del
polimero, lo que conduce al desensamblaje (Haeusser et al., 2004, Chung et al., 2007,
Singh et al., 2007). In vivo, en ausencia de EzrA, disminuye la concentracion de FtsZ
que se requiere para la formacion del anillo Z, y también disminuye la capacidad
inhibitoria de la sobre-expresion de MinC y MinD, que son otros reguladores negativos
de FtsZ que se detallaran mas adelante (Levin et al., 1999, Levin et al., 2001, Haeusser
et al., 2007). Otro efecto de la ausencia de EzrA es el alargamiento de las células, lo que
hace pensar que la division celular puede estar afectada negativamente. EzrA puede ser
necesaria para asegurar una correcta actividad dindmica de FtsZ, cuyos polimeros no

deben ser ni demasiado estables ni en exceso inestables para su funcion.
» ClpX

La chaperona ClpX fue identificada en un estudio similar al que se emple en la
deteccion de EzrA. Al igual que EzrA, se ha observado que ClpX regula la formacion
del anillo Z negativamente, y que su ausencia compensa el efecto inhibitorio de la
sobreproduccion de MinC y MinD (Weart et al., 2005). Aunque la accion de chaperona
de ClpX requiere ATP, es capaz de inhibir FtsZ in vitro en ausencia de ATP (Weart et
al., 2005, Haeusser et al., 2009). Se han encontrado resultados similares en E. coli
(Sugimoto et al., 2010) y Mycobacterium tuberculosis (Dziedzic et al., 2010). Aunque
no necesite ATP para actuar, un estudio reciente demostré que en presencia de GTP y
ATP, ClpX podia degradar FtsZ (Camberg et al., 2009).

> SepF

SepF se ha identificado en B. subtilis como un regulador positivo de FtsZ. Interacciona
con el divisoma de manera dependiente de FtsZ (Hamoen et al., 2006, Ishikawa et al.,

2006). La ausencia de SepF no es letal por si sola, aunque causa un notable
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engrosamiento en el septo (Hamoen et al., 2006). Sin embargo, la ausencia de FtsA
(Ishikawa et al., 2006) o EzrA (Hamoen et al., 2006) junto con SepF si es letal. Fue
descrita independientemente por dos grupos, los cuales especulan funciones diferentes
en la division. Uno de los grupos, al observar la letalidad de SepF en ausencia de FtsA,
y ver ademas que la sobreexpresion de SepF compensaba el efecto de la ausencia de
FtsA, ha propuesto que SepF puede tener funciones solapantes con FtsA (Ishikawa et
al., 2006). El otro grupo, al observar el ensamblaje de divisoma correcto en ausencia de
SepF, pero también un engrosamiento del septo, ha propuesto que la accién principal de
SepF se produce en un momento tardio de la divisién, durante la formacién del septo
(Hamoen et al., 2006). Un estudio in vitro mostrd que SepF interacciona con FtsZ,
estimulando su polimerizacion, y que ademas SepF copolimeriza con FtsZ (Singh et al.,
2008).

2.2 Regulacién dependiente de ciclo celular

Las bacterias disponen de una serie de sistemas que regulan la division de acuerdo con
las circunstancias del ciclo celular. La division celular puede detenerse o posponerse
cuando las condiciones no son las Optimas. FtsZ es el componente principal del
divisoma y del que dependen, directa o indirectamente, el resto de proteinas del
divisoma para ensamblar, por lo cual es la diana de algunos de estos mecanismos

reguladores.
> SulA

SulA es una de las proteinas activadas durante la respuesta SOS de E. coli (Huisman y
D'Ari, 1981), que a su vez se activa principalmente en respuesta a dafios en el ADN
(Janion, 2008). SulA bloquea la formacion del anillo Z, evitando asi la septacion (Bi y
Lutkenhaus, 1993). Es un inhibidor inespecifico de lugar, que inhibe la septacion en
toda la bacteria. La estructura cristalografica de SulA unida a FtsZ mostrd que SulA
interacciona con el bucle T7 de FtsZ de manera que impide la unién de otro monémero.
Esto requiere que el bucle T7 esté expuesto, cosa que no ocurre en FtsZ polimerizada, lo
cual explica el hecho de que SulA requiera de actividad GTPasa de FtsZ para su
funcién, dado que sin esta actividad se reduce el comportamiento dindAmico de FtsZ y no
se liberan mondmeros capaces de interaccionar con SulA (Cordell et al., 2003). En B.
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subtilis, YneA cumple la misma funcion que SulA, a pesar de no tener relacién

filogenética o estructural con ella (Kawai et al., 2003).
> UgtP

En B. subtilis el tamafio celular y la division celular se coordinan con la disponibilidad
de nutrientes (Weart y Levin, 2003). En medios ricos en nutrientes las células tienen un
tamafio mayor que en medios pobres. EI mantenimiento de esta relacion tamafo-
nutrientes en B. subtilis la lleva a cabo UgtP (Weart et al., 2007). UgtP es una
glucosiltransferasa que forma parte de una ruta de biosintesis de gluocolipidos. Su
sustrato natural es la UDP-glucosa, y la disponibilidad de ésta es un sensor metabolico.
En presencia de UDP-glucosa, UgtP se reparte por toda la célula y se concentra en el
ecuador celular de una manera dependiente de FtsZ, con la cual interacciona. UgtP es
capaz de inhibir la polimerizacién de FtsZ in vitro. Puede retrasar la division de la
célula en situaciones de alta disponibilidad de nutrientes, permitiendo a la célula
alcanzar un tamafio mayor antes de la division. En condiciones de escasez de nutrientes,
donde no es necesario retrasar la division para que las células alcancen un tamafio
mayor, la presencia de UDP-glucosa es menor, y UgtP se localiza en foci no funcionales
y distribuidos aparentemente al azar en toda la célula. Aunque no se conocen
homologos para UgtP en E. coli hay indicaciones de que un mecanismo similar podria
existir también en esta especie (Weart et al., 2007).

>» MciZ

Otro regulador negativo de FtsZ en B. subtilis que se ha descrito es MciZ, un péptido de
40 aminodcidos (Handler et al., 2008). La accién de MciZ consiste en impedir la
formacion de anillos Z en la célula madre durante el proceso de esporulacion. Los
autores indicaron que MciZ tenia la capacidad de inhibir la polimerizacion de FtsZ in
vitro y tenia como sitio probable de union uno cercano al sitio de nucleétido de FtsZ.
Ambos hechos lo hacen de interés para esta Tesis, como se describird posteriormente.

> KidO

Recientemente, un estudio ha encontrado un regulador de FtsZ dependiente de ciclo en
C. crescentus (Radhakrishnan et al., 2010), que como ya se ha visto es un organismo

especial en cuanto a la complejidad de su citoesqueleto y regulacion de su ciclo celular.
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KidO es una proteina homdloga a oxidoreductasas dependientes de NAD(H) la cual se
ha demostrado que esta intimamente implicada en la regulacion del ciclo celular. Es un
regulador bifuncional; por un lado actuando en el paso de fase G1 a S y por otro lado
actuando a nivel de FtsZ. Se ha visto que KidO es reclutada al sitio de division celular,
donde actta estimulando el desensamblaje del anillo Z. Pruebas in vitro han mostrado
que KidO interacciona especificamente con FtsZ. Mutaciones en FtsZ que disminuyen
su actividad GTPasa confieren resistencia a KidO, de manera analoga a lo que ocurre en
SulA, lo cual hace pensar que KidO podria actuar a nivel de mondémero. Parece que
KidO, cuya expresion y degradacion estdn muy ligados al ciclo celular, podria actuar
para coordinar la division celular con el resto del ciclo. Por otra parte el estudio
demostro que la accion de KidO sobre FtsZ requiere la retencion de su capacidad para
unir NAD(H), lo que deja abierta la posibilidad de que KidO sea un sensor metabdlico

como UgtP.
> KaiC

Otro estudio reciente ha encontrado que Synechococcus elongatus, una cianobacteria,
coordina su division celular con los ritmos circadianos (Dong et al., 2010). Una
propiedad de las cianobacterias, que son bacterias fotosintéticas, es que mantienen
ritmos circadianos de dia y noche, propiedad que comparten con multitud de
organismos unicelulares y pluricelulares (Bell-Pedersen et al., 2005). En S. elongatus,
los ritmos circadianos se mantienen por un sistema de tres proteinas, KaiA, KaiB vy
KaiC, a través de ciclos periodicos de fosforilacion y desfosforilacion. En este estudio
se demostro que la division celular se coordina con los ritmos circadianos a través de
KaiC. Concretamente, se observd que un aumento de la actividad ATPasa de KaiC,
normalmente ligado a su fosforilacion, provoca el bloqueo de la divisién. Se visualizé el
anillo Z en distintas circunstancias, y se vio que el bloqueo de divisidén dependiente de
KaiC tenia el efecto de inhibir la formacién del anillo Z. Los autores concluyeron que
FtsZ podria ser la diana de esta regulacién, aunque aln esta por comprobarse si KaiC
actua sobre FtsZ directamente o si la inhibicion es un efecto indirecto.

2.3 Reqgulacién espacial

Existe una serie de sistemas proteinicos que aseguran que la division celular se lleve a

cabo en el lugar adecuado. Si la divisidn ocurre en los polos de la célula bacteriana el
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resultado es la formacion de mini-células, carentes de material genético. Por otra parte
si la division ocurre donde hay ADN cromosomico de la bacteria, se pueden producir

fragmentaciones del material genético.
> El Sistema MinCD

MinC y MinD son proteinas altamente conservadas en bacterias y constituyen un
sistema de regulacion negativa de la polimerizacion de FtsZ. Se sabe que la
sobreexpresion de las proteinas MinC y MinD da lugar a un bloqueo de divisién celular
(Bi y Lutkenhaus, 1993) y que la supresion del regulador negativo MinE da el mismo
resultado (de Boer et al., 1989). MinC es la proteina efectora. Su sobreexpresion por si
sola puede suprimir la division (de Boer et al., 1992b). Actia como un dimero
uniéndose a los polimeros de FtsZ y desestabilizandolos (Hu et al., 1999, Hu et al.,
2002, Shen y Lutkenhaus, 2010). MinD es una proteina con una cadena alifatica
carboxi-terminal que le permite unirse a la membrana en un proceso cooperativo y
dependiente de ATP (Hu et al., 1999, Hu et al., 2002, Suefuji et al., 2002, Lackner et
al., 2003). MinD une a MinC a la membrana, lo cual es esencial para su funcion, ya que
en ausencia de MinD, MinC es incapaz de actuar (de Boer et al., 1990, de Boer et al.,
1992a).

Aunque MinC y MinD se expresan en bacterias modelo como E. coli y B. subtilis y sus
funciones son las mismas, la dinamica es algo diferente en ambas especies debido a la
tercera proteina del sistema, que es MinE en E. coli y DivIVA en B. subtilis. En E. coli
se observa como MinD oscila de polo a polo celular con una periodicidad de
aproximadamente 40 segundos (Raskin y de Boer, 1999) y exhibe un ensamblaje en
espiral (Shih et al., 2003). La regulacion espacial de MinD en E coli la lleva a cabo la
proteina MInE, que es un regulador negativo de MinCD. MinE compite con MinC por
MinD, y asi puede desplazar su unién y por tanto su funcion (Suefuji et al., 2002, Ma et
al., 2004). Una vez unido, MinE estimula la actividad ATPasa de MinD, lo que tiene
como resultado su separacion de la membrana (Lackner et al., 2003, Zhou et al., 2005).
MinD vuelve a ensamblar en el polo opuesto, uniendo a MinC. El resultado final es que
la oscilacién de polo a polo de MinCD finalmente ocasiona una concentracion media
mayor en los polos y menor en el ecuador celular (Raskin y de Boer, 1999) (Fig 2A).

Por el contrario en B. subtilis no se observa esta oscilacién de MinCD sino que el
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complejo MinCD se ancla a los polos celulares por medio de la proteina DivIVA
(Edwards y Errington, 1997, Marston et al., 1998).
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Figura 2: Sistema MinCDE y sistema de oclusién nuclear. A-Sistema MinCDE. Se representa el ciclo
de oscilacién de polo a polo (Rothfield et al., 2005). B- Sistema de oclusién nuclear con un solo
cromosoma bacteriano (arriba), y tras la replicacion y segregacion de ADN, con las proteinas de
inhibicion (SImA o Noc) representadas como cuadrados rojos. En todas las imagenes las zonas de color
azul representan zonas de inhibicion de la polimerizacién de FtsZ

» Oclusion Nuclear

Ademas de un sistema que regula la ubicacion del divisoma al ecuador celular, existe un
segundo sistema de regulacion espacial que evita la formacion del anillo Z en lugares
donde se encuentra el ADN cromosémico. Este sistema es el de oclusion nuclear
(Woldringh et al., 1991), y lo lleva a cabo la proteina SImA en E. coli (Bernhardt y de
Boer, 2005) y la proteina Noc en B. subtilis (Wu y Errington, 2004). Ambas proteinas
interaccionan con el ADN cromosomico (Bernhardt y de Boer, 2005, Wu et al., 2009) e
inhiben la formacion del anillo Z (Figura 2B), aunque sus secuencias no muestran
similitud significativa. En condiciones normales, el sistema de oclusion nuclear no es
esencial, ya que tras la replicacion del ADN, las dos copias son segregadas a polos
opuestos de la bacteria, donde el sistema MinCD evita la formacion de anillos Z, como
ya se ha visto. Sin embargo, en bacterias con SImA o Noc inactivados y a los que se les
interrumpe la replicacion de ADN, lo que deja ADN en el ecuador celular, se observa la

formacion de divisomas aun en presencia de nucleoides (Wu y Errington, 2004,
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Bernhardt y de Boer, 2005), lo que indica que SImA y Noc normalmente evitan estos

problemas.

La combinacién de la oclusion nuclear con el sistema MinCD hace que, una vez

duplicado el ADN de la bacteria, la formacion del anillo Z se restrinja a la zona del

ecuador celular (Figura 3). En casos donde se inhabilite uno u otro sistema se puede dar

la formacién de anillos Z adicionales.

Sistema Anille Z Y simA (sistema
minCDE , yoe ociusion nuclear)
mutante minCDE mutante sima
> MipZ

Figura 3: Esquema de
regulacion espacial del anillo Z
en E. coli. En rojo la zona de
inhibicion  por el  sistema
MiInCDE, lineas naranja; zona de
inhibicién por oclusién nuclear,
verde; anillos Z (Goehring y
Beckwith, 2005).

MipZ es una ATPasa que ha sido descrita como un regulador espacial de la division

celular (Thanbichler y Shapiro, 2006). Hasta el momento solo se ha encontrado en

C. crescentus. Interacciona especificamente con la proteina ParB, que a su vez se

localiza junto al origen de replicacion del ADN por interaccion con sitios pars,

cercanos al origen. MipZ forma un gradiente en la célula, con la zona de mayor

concentracion localizada en el origen de replicaciéon. Se ha observado in vivo e in

vitro que MipZ desestabiliza a los polimeros de FtsZ, lo cual constituye un

mecanismo para coordinar la replicacion y segregacion de ADN con la formacion

del anillo Z y division.
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3. LA PROTEINA DEDIVISION CELULARFTSZ

3.1 Conservacion

FtsZ, el componente principal del septosoma, es una proteina de alrededor de 40 KDa
presente en la gran mayoria de organismos procariotas, ademas de encontrarse en
cloroplastos y algunas mitocondrias. Sin embargo, hay algunos grupos y especies
aisladas que carecen de FtsZ. Un ejemplo de grupo de procariotas que viven sin FtsZ es
el phylum de arqueobacterias Crenarchaeota. En estos organismos, han sido descritas
las proteinas Cdv, dos de las cuales son homologas a miembros del sistema ESCRT-III
eucariota, que sustituyen la funciéon de FtsZ (Lindas et al., 2008). Existen bacterias que
también carecen de FtsZ y que son de origen filogenético diverso pero que tienen en
comun haber sufrido procesos de biologia reductiva, como parésitos o simbiontes
intracelulares (Vaughan et al., 2004). Es posible que estos organismos empleen
mecanismos codificados por el hospedador para dividirse. Algunas bacterias del género
Mycoplasma carecen de FtsZ y se ha demostrado en Mycoplasma genitalium que ésta
no es esencial para la division de este microorganismo (Lluch-Senar et al., 2010).
También se conoce una pequefia bacteria de vida libre, Ureaplasma urealiticum, que
carece de FtsZ (Vaughan et al., 2004), sin que se haya descubierto hasta el momento
como se divide. Por ultimo se ha demostrado que las formas L, que son formas
bacterianas sin pared celular (Klieneberger, 1935), pueden dividirse sin FtsZ (Leaver et
al., 2009).

Existen diferentes subtipos de FtsZ, siendo FtsZ1 la unica que es universal (conocido
como “FtsZ” por defecto). Es la que tipicamente estd implicada en la formacion del
anillo Z. Los restantes subtipos estan mucho mas restringidos taxonémicamente. En el
phylum Euryarchaeota de arqueobacterias existe el homdlogo FtsZ2 ademés de FtsZ1
(Vaughan et al., 2004). FtsZ1 y FtsZ2 comparten mas de un 40% de identidad, pero la
identidad de diferentes FtsZ2 (y FtsZ1) entre si es ain mayor. Este hecho indica que la
duplicacion desde un ancestro comin fue relativamente temprana en el desarrollo de
este filo y apunta a la existencia de una fuerte presion selectiva en ambas subfamilias.
Sin embargo la funcidén precisa de FtsZ2 es desconocida. Entre uno y tres miembros de
una tercera subfamilia (FtsZ3) estan presentes en algunas especies de halobacterias
dentro de este mismo filo. FtsZ3 es un homélogo més remoto de FtsZ1 (y FtsZ2) con
los que comparte identidades de secuencia por debajo del 30%. Estos homologos
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también divergen mucho entre si, con gran variabilidad en las zonas no esenciales de la
proteina (Vaughan et al., 2004). FtsZ3 se encuentra en organismos con grandes
replicones de ADN, y se considera que su funcion podria estar relacionada con mediar
la segregacion de las copias de estos replicones a las células hijas. En pléstidos de
eucariotas también existen distintos subtipos de FtsZ pero éstos parecen copias mucho
mas recientes de FtsZ1, con una identidad muy alta (por encima del 90%), lo que indica

que son paralogos.

3.2 Estructura y ensamblaje

FtsZ es una proteina citoplasmatica compuesta de dos dominios globulares separados
por una hélice central. A pesar de tener una baja similitud de secuencia, la estructura
terciaria de FtsZ es muy similar a la de la tubulina, y se considera que son homdélogas
(Erickson, 1995, de Pereda et al., 1996, Nogales et al., 1998b, Loéwe y Amos, 1998,
Nogales et al., 1998a), aunque la unidad funcional de FtsZ es el mondémero y la de
tubulina un heterodimero. FtsZ tiene otras caracteristicas en comun con la tubulina.
Ensambla formando protofilamentos parecidos a los de tubulina a través de la
asociacion cabeza-cola de sus subunidades (Mukherjee y Lutkenhaus, 1994, Erickson et
al., 1996, Loéwe y Amos, 1999, Oliva et al., 2003, Oliva et al., 2004) (Figura 4).
Ademas, ambas son GTPasas auto-activadas (de Boer et al., 1992a, Raychaudhuri y
Park, 1992, Mukherjee et al., 1993). La insercion del bucle T7 de la base de una
subunidad en el sitio de union a nucleétido de la siguiente coloca a los aminoacidos
cataliticos proximos al fosfato-y del nucleétido, lo que lleva a la hidrdlisis del GTP
(Scheffers et al., 2001, Oliva et al., 2004). La actividad GTPasa de FtsZ depende de su
polimerizacion (Scheffers et al., 2002, Oliva et al., 2003).

Cuando se polimeriza in vitro, FtsZ forma una multitud de estructuras; protofilamentos
sencillos, haces gruesos, laminas y toroides (Mukherjee y Lutkenhaus, 1994, Erickson
et al., 1996, Popp et al., 2009), aunque nunca se ha observado ninguna estructura

analoga a un microtubulo.
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Figura 4: Dimero de FtsZ y de af-
tubulina. A- Dimero de FtsZ de
Methanococcus jannaschii con GTP y
Mg®* (PDB: 1W5A). B- Dimero de
oftubulina con GTP/GDP (en rojo) y
Mg®* (PDB:1JFF). Los nucledtidos
estan en rojo y el Mg* en forma de

esferas verdes.

A pesar de que los protofilamentos de FtsZ son de una sola subunidad de ancho, su

ensamblaje es cooperativo (Romberg et al., 2001, Huecas y Andreu, 2003, Huecas et

al., 2008). Se han propuesto varios modelos para explicar estos hechos (Huecas et al.,

2008, Dajkovic et al., 2008, Miraldi et al., 2008). La cooperatividad en estos modelos

se basa en una isomerizacion de los mondmeros desde una estructura “curva” menos

favorable para polimerizacion (C) a una “recta” favorable para la polimerizacion (S,

Figura 5). La polimerizacion requeriria de dos fases, una primera limitante en la que

ocurre nucleacion y otra, determinado por la concentracion critica de proteina, en la que

ocurre la elongacion favorable.

Figura 5. Modeo de ensamblaje
nucleado de FtsZ. C representa el
estado basal curvo y S el estado
“activado” de asociacion. Hay dos
caminos posibles: Un camino (1)
donde la activacion ocurre antes de la
asociacion, y otro (2) donde Ia
asociacion precede a la activacion
(Huecas et al., 2008).

La polimerizacion de FtsZ depende de la union de GTP y la despolimerizacion de su
hidrolisis (Mukherjee y Lutkenhaus, 1994, Huecas y Andreu, 2004). Asi, GTP favorece
la formacion de polimeros de FtsZ, mientras que GDP favorece el desensamblaje por
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pérdida de la estabilidad del polimero (Huecas y Andreu, 2003, Huecas y Andreu,
2004). Una de las diferencias mas notables entre FtsZ y tubulina es que, mientras que en
la tubulina el sitio de unién a nucleétido esta ocluido en el protofilamento, en FtsZ esta
mas expuesto (Nogales et al., 1998a, Oliva et al., 2004). Esto hace que en FtsZ los
polimeros puedan tener un contenido alto en GTP (Mingorance et al., 2001, Romberg y
Mitchison, 2003), lo que les diferencia de la tubulina, cuyos polimeros hidrolizan GTP a
GDP, pero éste no se intercambia en el polimero, de manera que gran mayoria del
polimero contiene GDP. En principio, al tener el sitio de nucleétido expuesto, FtsZ
podré intercambiar GDP por GTP sin desensamblar del polimero. Sin embargo, se ha
visto que la velocidad de este intercambio es comparable a la velocidad de intercambio
de mondmeros del polimero, lo que hace pensar que los mondémeros de FtsZ podrian
ciclar con la actividad GTPasa de una manera analoga a la tubulina (Huecas et al.,
2007).

Ensayos de FRAP (Fluorescence Recovery After Photobleaching) y otros estudios han
demostrado que el anillo Z no es una estructura estatica sino que se esta remodelando
continuamente in vivo, con una alta velocidad de intercambio (alrededor de 8 segundos)
gue depende de la actividad GTPasa del polimero (Stricker et al., 2002, Anderson et al.,
2004). Mutaciones que afectan a la actividad GTPasa pero no a la union de nucleétido
resulta en polimeros méas estables y con un intercambio de monOGmeros menor
(Anderson et al., 2004). La actividad GTPasa promueve el desensamblaje de los
protofilamentos y es la clave de la naturaleza dindmica de los polimeros de FtsZ, que se
observa tanto in vitro como in vivo (Mukherjee y Lutkenhaus, 1998, Stricker et al.,
2002, Anderson et al., 2004, Chen y Erickson, 2005).

3.3 Estructura y funcion de los polimeros de FtsZ

Una cuestiéon importante es cdmo se produce la constriccion de las membranas durante
la division celular y qué papel juega FtsZ en este proceso. Existen basicamente tres

modelos diferentes para explicar la funcion de FtsZ en la division celular.

Existe un “modelo andamio” donde los polimeros de FtsZ en si mismos no contribuyen
a la constriccion, sino que sirven de “andamio” para el ensamblaje de otros
componentes del divisoma, como las proteinas de sintesis de peptidoglicano (Varma et
al., 2007), que serian las responsables de la constriccion (Li et al., 2007). Este modelo
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tiene varios problemas: por una parte no explica la division en Mycoplasma pulmonis,
que carece de pared celular pero que si expresa FtsZ como elemento esencial para su
division (Wang y Lutkenhaus, 1996). Por otra parte, se ha visto que FtsZ anclada a
membrana es capaz de producir fuerza constrictora por si misma en liposomas (Osawa
et al., 2008, Osawa et al., 2009), por lo que parece improbable que FtsZ sea Unicamente

un elemento de anclaje, aunque obviamente también presenta esta funcion.

Los otros dos modelos asumen que FtsZ es capaz por si misma de producir una fuerza
constrictora, pero se diferencian en como lo hace. En el modelo “deslizante” (Lan et al.,
2009) (Figura 6A) se postula que la fuerza constrictora procede de interacciones
laterales entre protofilamentos adyacentes. En este modelo, el establecimiento de un
namero mayor de interacciones entre los protofilamentos hace energéticamente
favorable este deslizamiento. Como FtsZ esta anclada a la membrana plasmatica por
FtsA 'y ZipA, este deslizamiento tiene como resultado una constriccion progresiva de la
membrana. Como apoyo de este modelo existe un estudio que muestra que una
mutacion causante de defectos en la formacion del anillo Z in vivo probablemente cause
defectos en la asociacion lateral de protofilamentos de FtsZ (Monahan et al., 2009). El
otro modelo puede llamarse de “pinzamiento iterativo” (Lu et al., 2000, Li et al., 2007,
Erickson, 2009) (Figura 6B). En dicho modelo, la fuerza constrictora la aporta el
cambio desde la conformacion “recta” a la conformacion “curva” que se da cuando FtsZ
intercambia GTP por GDP. De nuevo se postula que como FtsZ estd anclado a la
membrana, este cambio se transmitird como fuerza mecéanica a la membrana. Los
polimeros con GDP, siendo meta-estables, se desensamblarén y reensamblardn con GTP
en conformacion recta para volver a empezar el ciclo. En contra de este modelo de
funcionamiento esta el hecho de que que cepas bacterianas con FtsZ mutada para tener

muy baja actividad GTPasa aun son capaces de dividirse (Mukherjee et al., 2001).
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Figura 6: Modelos de funcionamiento de FtsZ in vivo. A- Modelo deslizante. La energia del sistema se
puede minimizar a través de la adicién de un monomero, que no tiene como resultado trabajo mecanico, o
a través del deslizamiento de un filamento sobre otro, que si hace trabajo mecénico (Lan et al., 2009). B-
Modelo de cambio conformacional. La hidrolisis de GTP a GDP pasa los polimeros de rectos a curvos, lo
que redunda en fuerza mecénica. El polimero posteriormente desensambla y reensambla recto en
presencia de GTP (Li et al., 2007).

Aunque se ha demostrado que in vitro los polimeros de FtsZ adoptan una gran variedad
de morfologias, se sabe menos sobre la morfologia de los polimeros in vivo, una
informacion que podria ayudar a esclarecer el funcionamiento del anillo Z. Se ha
logrado visualizar polimeros de FtsZ in vivo utilizando crio-tomografia electrénica en C.
crescentus (Li et al., 2007) y por la técnica fluorescente PALM (Photoactivated
Localization Microscopy) en E. coli (Fu et al., 2010) (Figura 7). Los resultados en C.
crescentus revelaron que FtsZ polimeriza debajo de la membrana plasmatica en
polimeros moderadamente curvos (aunque también se observan rectos) que son
inicialmente dispersos y van agrupandose a medida que avanza la division. No se pudo
observar espaciamiento lateral regular indicativo de interacciones laterales entre
protofilamentos en la cepa silvestre, aunque si se observaban estos espaciados en células
que sobreexpresaban FtsZ. Por otro lado, en células que expresaban el mutante
FtsZG109S, con una union e hidrdlisis de GTP maés lenta, se observaron grandes
constricciones y una mayor asociacion lateral aparente de protofilamentos. Utilizando E.
coli se pudo observar una morfologia aparentemente helicoidal del anillo Z, aunque adn

es imposible observar protofilamentos individuales in vivo.
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Figura 7: Filamentos de FtsZ visualizados in vivo. A - Reconstruccién 3D de imagenes de crio-
microscopia electronica de C. crescentus tratado con A22 (un inhibidor de MreB, de manera que se
descarta la posibilidad de que los filamentos sean de MreB) y que expresa FtsZG109S (en rojo). La
membrana plasmatica esta en azul y la pared celular en amarillo (Li et al., 2007). B — Iméagenes obtenidas
con PALM de células BL21(DE3)pLysS que expresan la proteina fluorescente FtsZ-mEos2. Todas las
imagenes muestran células fijadas en campo claro (i), fluorescencia verde previa a la toma de imagen
PALM (ii) imagen PALM (iii) y el modelo tridimensional obtenido a partir de la imagen PALM (iv). Para
la construccion de las imagenes se emplearon 999 (1), 2843 (2), 804 (3), y 627 (4) moléculas de FtsZ-
mEos2 (Fu et al., 2010).

4. LA BUSQUEDA DE INHIBIDORES

4.1 Inhibidores descritos para FtsZ

La importancia de FtsZ para la division celular, combinada con su expresion casi
universal en bacterias, hace que sea una buena candidata para la busqueda de nuevos
antibidticos que podrian combatir el fendmeno creciente de resistencia bacteriana. En
los ultimos afios se han publicado diversos trabajos con diferentes compuestos que
inhiben la actividad de FtsZ o la division celular (Tabla 1). A la mayoria de estos
compuestos se les atribuye un efecto desestabilizador de polimeros de FtsZ, aunque

dado que la funcién adecuada de FtsZ depende también de su dinamica, en principio
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también se puede considerar inhibidor funcional un compuesto que estabilice los

polimeros de FtsZ de manera que elimine sus propiedades dinamicas.

Tabla 1: Inhibidores descritos contra FtsZ

Nombre Referencia
5,5’-Bis-(8-anilino-1-naftalenosulfonato) (Yuy Margolin, 1998)
3-methoxibenzamida (3-MBA) (Ohashi et al., 1999)
SRI-3072 y SRI-7614 (White et al., 2002)
Viriditoxina (Wang et al., 2003)
Zantrinas Z1-Z5 (Margalit et al., 2004)
Rojo de Rutenio (Santra et al., 2004)
Péptidos FtsZp1-3 (Paradis-Bleau et al., 2004)
Analogos de GTP sustituidos en C8 (Lappchen et aI.,22(§)(§)§>), Lappchen etal.,
Sanguinarina (Beuria et al., 2005)
PC170942 y PC58538 (Stokes et al., 2005)
Dichamanetina (Urgaonkar et al., 2005)
2"-hidroxi-5"-benzilisouvarinol-B (Urgaonkar et al., 2005)
Derivado de 4-Aminofurazano - A189 (Ito et al., 2006)
Derivado de taxano (Huang et al., 2006)
Varios analogos de GTP (Paradis-Bleau et al., 2007)
Totarol (Jaiswal et al., 2007)
Cinamaldehido (Domadia et al., 2007)
DAPI (Nova et al., 2007)
N-bencil-3-sulfonamidopirolidinas (Mukherjee et al., 2007)
Sulfato de Berberina (Domadia et al., 2008)
Curcumina (Rai et al., 2008)
MciZ (péptido) (Handler et al., 2008)
Haydon et al., 2008, Haydon et al., 2010,
PC190723 (e Andreu et aI.,y2010)
3-alkoxibenzamida y analogos (Czaplewski et al., 2009)
OTBA (Beuria et al., 2009)
Edeina B (Shimotohno et al., 2010)
Crisofaentinas (Plaza et al., 2010)

El mecanismo de accion de muchos de estos compuestos aun esta por descubrir, y en
muchos casos no esta determinado el sitio de unién a FtsZ. Las zonas de interaccion
longitudinal entre mondmeros de FtsZ pueden constituir dianas para potenciales
inhibidores, pero cavidades en la proteina son dianas mas atractivas, porque

compuestos que unan estos sitios lo estaran haciendo con mayor probabilidad de manera
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especifica. Hay dos cavidades claras en FtsZ, el sitio de unién a nucleétido y la
hendidura formada entre la hélice H7 y el dominio C-terminal, donde se ve que se une
PC190723 (Figura 8).

Figura 8: Sitios de union de inhibidores de FtsZ. Estructura de MjFtsZ-GDP (PDB: 2VAP) con el sitio
probable de unién de PC190723 (rojo) y el sitio de union a nucleétido (verde)

4.2 La busqueda de inhibidores con diana en el sitio de nucle6tido

Como ya se ha descrito, la unién a nucleétido es esencial para la funcion de FtsZ. FtsZ
tiende a ensamblarse en presencia de GTP y desensamblarse en presencia de GDP.
Condiciones que eliminen o reduzcan la actividad GTPasa, como mutaciones o el uso
de nucleétidos no hidrolizables, eliminan el comportamiento dindmico de la proteina. El
sitio de nucledtido de FtsZ es por tanto atractivo para la busqueda de inhibidores
especificos. En esta Tesis he desarrollado un método que permite la identificacion de
compuestos que compiten con GTP por la unién a FtsZ. El uso de esta técnica tiene una
finalidad doble. Por una parte, permite cribar diversos compuestos que posiblemente se
unan al sitio de unién a nucle6tido de FtsZ y determinar con qué afinidad lo hacen. Por
otro lado, es una herramienta con la que se puede explorar el propio sitio de nucleétido,
aportando informacion sobre la unién de los ligandos naturales GTP y GDP.
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La base del método que he desarrollado es el uso de un analogo fluorescente del GTP
Ilamado 2'(3")-O-(N-Metilantraniloil)-GTP (mant-GTP) y la medida de su anisotropia de
fluorescencia (Huecas et al., 2007). La anisotropia es una medida de la libertad
rotacional de una molécula. Cuanto més alta es la libertad rotacional, mas baja es la
anisotropia, y viceversa (Figura 9). Asi, cuando mant-GTP se une a FtsZ, su libertad
rotacional bajard, lo cual resultard en un aumento cuantificable de su anisotropia. De la
misma manera, cuando un compuesto compita con mant-GTP por el sitio de nucle6tido,
desplazard a mant-GTP, lo que se reflejard en una disminucion de anisotropia. Este
sencillo proceso da lugar a una técnica potente que ha permitido explorar el sitio de
unién a nucleotido de FtsZ y que previsiblemente se podra emplear para la deteccion de
posibles inhibidores de FtsZ en el futuro. EI método se ha empleado para la descripcion
de analogos de GTP sustituidos en C8. Uno de estos compuestos, 8Br-GTP, fue
seflalado como inhibidor de FtsZ (Lappchen et al., 2005). En esta Tesis se han
empleado varios de estos analogos para estudiar, mediante el uso de la técnica de
competicion con mant-GTP y otras pruebas bioquimicas, la relacion entre la unién al

sitio de nucleotido y el posible efecto inhibidor de estos analogos.

Figura 9: La anisotropia como medida de movilidad rotacional. Representacion de una molécula de
mant-GTP libre (izquierda), con alta libertad rotacional y por tanto baja anisotropia que, al unirse a un
monomero de FtsZ, reduce su libertad rotacional, aumentando la anisotropia detectada. r — anisotropia.
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4.3 Sitio de PC190723

PC190723 (en adelante PC) es uno de los inhibidores de FtsZ mas prometedores como
compuesto cabeza de linea para el desarrollo de un antibidtico que utilice FtsZ como
diana (Haydon et al., 2008). Tiene como sitio probable de unién la cavidad entre la
hélice H7 y el dominio C-terminal de FtsZ. PC confirid una proteccion efectiva contra
una dosis letal de Saphylococcus aureus en un modelo murino. Ademas, provoca un
fenotipo de filamentacién en B. subtilis, caracteristico de inhibicién de la division
celular (Figura 10). En ese trabajo, la descripcién del efecto de PC sobre FtsZ se limito
a la comprobacion de que inhibe la actividad GTPasa de FtsZ de S. aureusin vitro. Una
descripcién mas completa seria interesante tanto desde el punto de vista biomédico
como tedrico, ya que puede revelar informacion importante para el desarrollo de
compuestos similares y también ayudar a describir el comportamiento de FtsZ. En esta
Tesis se muestran los resultados obtenidos respecto del mecanismo bioquimico de
accion de a través de diferentes técnicas y empleando FtsZ purificada de varias especies
diferentes.

(Haydon et al., 2008)
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Figura 10: Inhibicién de la division
celular en presencia de PC. A-
Cultivo B. subtilis 168 en ausencia
(izquierda) y presencia (derecha) de 2
ug/ml de PC. B- Cultivo de células de
S aureus ATCC 29213 en la ausencia
(izquierda) y presencia (derecha) de 2
pg/ml de PC. Barra de escala de 2 pum.
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Obijetivos

El objetivo general de esta Tesis es la exploracion de los sitios de union de ligando a la
proteina de division celular FtsZ y la investigacion de los mecanismos de accion de los
ligandos inhibidores. Para ello se van a estudiar dos sitios; el de unién a nucle6tido y la
hendidura entre el dominio GTPasa y el dominio C-terminal de FtsZ. Los objetivos

concretos son:

A. El desarrollo de un método que permita detectar compuestos que compiten con
GTP por el sitio de unién a nucledtido y determinar su afinidad. Para ello se va a:
1. Medir la afinidad de un nucleétido fluorescente (mant-GTP) y de un
nucleétido radiactivo (*H-GTP) por FtsZ libre de nucleétido (apoFtsZ).
2. Comparar dos métodos de competicion independientes empleando
mant-GTP y *H-GTP para la deteccién de compuestos que se unan el
sitio de nucle6tido de FtsZ y la medicidén de su afinidad.

B. Explorar el sitio de unién a nucleétido con el fin de obtener informacién sobre las
interacciones de FtsZ con sus ligandos naturales, GTP y GDP. Se utilizaran dos
estrategias principales:

1. Competicion con mant-GTP para medir las afinidades de los ligandos
naturales y sus principales componentes.

2. El andlisis de las interacciones por métodos computacionales (dindmica
molecular y célculos de energia libre de unién) utilizando como base las

estructuras cristalograficas conocidas de FtsZ unido a GDP o GTP.

C. La busqueda de compuestos diferentes del nucledtido natural que puedan
reemplazarlo y posiblemente inhibir el ensamblaje de FtsZ. Con este fin se
ensayaran derivados de GTP sustituidos en C8, un péptido publicado como un
inhibidor de FtsZ (MciZ) y una serie de compuestos elegidos por cribado virtual
como candidatos a unirse al sitio de nucleétido.

D. La investigacion del mecanismo de accion y especificidad de especie del inhibidor
PC190723 (PC), cuyo sitio de union probablemente sea la hendidura entre los
dominios N- y C-terminales de FtsZ. Para ello se va a:

1. Investigar el efecto de PC sobre la polimerizacién de FtsZ in vitro a
través de diferentes técnicas.

2. Estudiar la especificidad de PC empleando FtsZ de cinco especies
diferentes; Escherichia coli, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus,

Methanococcus jannaschii y Streptococcus pneumoniae.
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1. REACTIVOS

1.1 Ligandos

El mant-GTP, el mant-GDP y el 8-BrGTP proceden de Jena Bioscience. EI GTP, el
GDP, el GMP, la guanosina, el ATP, el CTP y el UTP proceden de Sigma. El [8-
3H]GTP (5.1 Ci/mmol) procede de Amersham Biosciences. El tripirofosfato (PPPi) es
de Fluka, el pirofosfato (PPi) de Riedel de Haén y el fosfato inorganico (Pi) de Merck.
El 8-methoxiGTP (MeOGTP), el 8-pyrrolidilGTP (PyrrGTP), el 8-morfolino-GTP
(MorphGTP), el 8CI-GTP, el 8I-GTP y el 8-tertbutil-GTP (tBuGTP) se sintetizaron en
el laboratorio de Tanneke den Blaawen (Lappchen et al., 2008) Los compuestos
elegidos a partir de las rondas de cribado virtual fueron adquiridos de ChemBridge y
IBScreen, para la primera y segunda ronda, respectivamente. EI PC190723 procede de
Prolysis y la difluorometozibenzamida (DFMBA) se sintetizé como se describe (Andreu
et al., 2010). Los péptidos MciZ, CRAMP Melitina y C(1-8)M(1-18) se hicieron por
sintesis en fase solida en el laboratorio del Dr. David Andreu (Universitat Pompeu
Fabra). Las polilisinas (PolyLys) P0879 y P6515 proceden de Sigma-Aldrich.

1.2 Otros reactivos

El KCI, el NaCl, el IPTG, el KOH, el acetato de uranilo, el acido percldrico, el sulfato
amonico, el acido acético, el Tris, el Glicerol y el HCI proceden de Merck. EI EDTA, la
kanamicina, la ovoalbumina, la acetato quinasa, el Pipes, el Mes, el Hepes, el SDS, vy el
azul de Commassie proceden de Sigma-Aldrich. La ampicilina procede de Roche. Las
columnas HiTrapQ HP (5 mL), phenyl HP (1 mL), desalting (5 mL) y las resinas
sephadex G-25 y sephacryl S-300 proceden de GE Healthcare. El acetil-fosfato procede
de Fluka. Las unidades de concentracion de proteina centriprep y centricore (15K)
proceden de Milipore. ElI metanol procede de Panreac. El extracto de levadura y la
bactotriptona proceden de Becton Dickinson & Co. El cloranfenicol procede de
Boehringer. El cloruro de guanidinio (GdmCI) y el dimetilsulféxido (DMSO) proceden
de Calbiochem. La acrilamida, la bisacrilamida, la tetramethiletilenediamina (TEMED),
el persulfato amoénico (APS) y el marcador de proteinas de bajo peso molecular
(LWMM) proceden de BioRad.
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2. EXPRESION DE FTSZ

Se expreso FtsZ de 4 especies; B. subtilis (BsFtsZ), S. aureus (SaFtsZ), S. pneumoniae'y
M. jannaschii (MjFtsZ). Ademas se expresd un mutante de FtsZ de M. jannaschii
(MjFtsZ-R332V) utilizando las mismas condiciones que para FtsZ de M. jannaschii

silvestre. Las condiciones empleadas se resumen en la Tabla 2.

2.1 Plasmidosy cepas de expresion

Debido a su origen diverso, se emplearon plasmidos diferentes para cada proteina. Se
utilizo el plasmido pHisl7 (Lowe y Amos, 1998) para MjFtsZ (Oliva et al., 2003) y
para BsFtsZ (Oliva et al., 2007). Aunque el plasmido original lleva codificada una cola
de 6 histidinas para facilitar la purificacion, en este caso la cola ha sido suprimida de los
plasmidos. Este plasmido pHisl7 incluye el gen de la B-lactamasa, que confiere
resistencia a ampicilina. Para SaFtsZ (Andreu et al., 2010) y FtsZ de S pneumoniae se
empled el plasmido pET29. Este plasmido incluye el gen fosfotransferasa Il (NPT 11),
que da resistencia a la kanamicina (Reiss et al., 1984). Ademas tiene codificada una
cola de 8 aminoacidos de estreptavidina (strep-tag) para su fusion con la proteina a
expresar, lo que facilita su purificacion. En el caso de SaFtsZ esta cola fue eliminada del
vector previo a la insercion de su ORF (Open Reading Frame) y en el caso de FtsZ S
pneumoniae (strep-SpFtsZ) se mantuvo.

Los vectores fueron introducidos en células competentes de E. coli de las cepas
CD41(DE3) (para BsFtszZ), BL21(DE3) (para SaFtsZ) o BL21(DE3)-pLysS (para
MjFtsZ y strep-SpFtsZ). Estas cepas tienen deleccionadas las proteasas OmpT y lon,
evitandose asi la degradacion de la proteina expresada. Ademas con MjFtsZ y SpFtZ, se
utilizé plasmido pLysS. Este plasmido contiene un gen que codifica para la lisozima del
fago T7, que inhibe la RNA polimerasa de T7, lo que contribuye a evitar “escape” de
expresion en ausencia de IPTG (Huisman y D'Ari, 1981). Cuando se afiade IPTG, la
expresion de la RNA polimerasa de T7 supera la capacidad inhibitoria de la lisozima y

la expresién procede con normalidad.
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2.2 Expresion

Todas las expresiones partieron de cultivos fuente conservados con 33% de glicerol a
—75°C. Los cultivos fuente se utilizaron siempre en condiciones de esterilidad y
manteniendo los tubos en nieve carbonica para evitar descongelacion.

Para la preparacion de los pre-inoculos se sembraron 20 mL de medio (con su
correspondiente concentracién de antibiotico, ver Tabla 2) a partir de alicuotas fuente,
tomandose algunas células con un palillo estéril que se pasé al medio estéril. EI medio
elegido en la mayor parte de los casos es Luria-Bertani (10 g/L triptona, 10 g/L NaCl, 5
g/L extracto de levadura, pH 7.0). En el caso de BsFtsZ se eligio el medio 2xYT (16
g/L triptona, 5 g/L NaCl, 10 g/L extracto de levadura, pH 7.0) como un medio
enriquecido para mejorar la expresion de la proteina.

El indculo inicial se cultivé a 200 rpm y 37°C en un bafio de agitacion Innova 3000
durante toda la noche. Posteriormente se diluyé en proporcion 1:100, mediante la
inoculacion de 10 mL de cultivo en 1L total de medio, dividido en 2 matraces con 500
mL cada uno en los casos de MjFtsZ, EcFtsZ, y SaFtsZ y uno sélo de 1 L de medio en
el caso de BsFtsZ. Se crecio el cultivo hasta la fase exponencial (0.4-0.6 unidades de
densidad o6ptica [D.O] a longitud de onda 600 nm) y se inicio la expresion con IPTG.
Tras 3 horas de crecimiento se enfrid el cultivo en hielo y se centrifugé a 8000 x g y
4°C. También se anotd la D.O obtenida tras la expresion. Las células se resuspendieron
en 20 mL de su tampdn especifico (Tabla 2) y se congelaron a -80°C hasta el momento
de la purificacion. Se recogieron muestras de 500 ul de cultivo antes del inicio de la
expresion y tras su finalizacion y se sedimentaron las células centrifugando a 13.000
rpm en una centrifuga Mikroliter (Hettich) durante 5 minutos. Las células fueron
resuspendidas en tampon de muestra de electroforesis. Para igualar la carga de proteina
entre las muestras antes y después de la expresion, las células se resuspendieron en un
volumen en microlitros equivalente a 100 veces la medida de D.O a 600nm en el
momento de la toma de muestra. Aun asi, las muestras tomadas tras la finalizacion de la
expresion tuvieron una carga de proteina sistematicamente mayor que las muestras pre-
expresion. Se cargaron volimenes iguales de las muestras en un gel 12% de
poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) para la visualizacién de

la expresion de FtsZ.
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Tabla 2: Condiciones de las expresiones de FtsZ de diferentes especies

(Lowe, 1998, Lowe y Producida en el
(Olivaetal., 2007) ~ Amos, 1998, Oliva et (Andreu et al., 2010) laboratorio (Dr. Martin-
al., 2003) Galiano)
pHis17- ) pET29-Mu50/ATCC
pHis17-ftsz pET29
ATCC23857D 700699
100 pg/ml 50 pg/ml cloranfenicol 50 pg/ml cloranfenicol -
o L o 50 pg/ml kanamicina
amplicilina 50 pg/ml ampicilina 50 pg/ml kanamicina
2xYT LB LB LB
0.5 0.4a0.6 0.5 0.5
=15-2 =0.8-1.1 =15-2 =15-2
TKM 50 mM Tris-HCI, pH 8 TKM TKM

D.Oind- conc. IPTG - la D.O a la que se indujo expresion (con IPTG 1 mM); D.O final — la D.O tipica
tras la finalizacion de la expresion; Tampdn resusp. — el tampdn en el que se resuspendieron las células,
con un volumen de 20 mL en todos los casos; TKM: 50mM Tris-HCI, 50mM KCI 5mM MgCl,, pH 8

3. PURIFICACION DE FTSZ

Se purificaron BsFtsZ, SaFtsZ, strep-SpFtsZ y MjFtsZ. La FtsZ de E. coli (EcFtsZ) fue
purificada por Marta Cabezas en el laboratorio, mediante precipitacion con calcio y
cromatografia por intercambio anionico (Rivas et al., 2000). FtsZ mutante de M.
jannaschii R332V fue preparada por el Dr. Martin Galiano siguiendo el mismo
protocolo que se detalla a continuacion para MjFtsZ pero sin extraccion de nucleétido.
BsFtsZ, SaFtsZ, strep-SpFtsZ y MjFtsZ se purificaron utilizando métodos similares
(Huecas y Andreu, 2003, Andreu et al., 2010). En todos los casos se realiz6 la
precipitacion por sulfato amonico, cromatografia de intercambio anidnico y
cromatografia de fase reversa, aunque en el caso de MjFtsZ los tampones empleados en
la cromatografia de intercambio anidnico fueron diferentes. Después de estos tres pasos
a BsFtsZ, strep-SpFtsZ y SaFtsZ se les sometid a una cromatografia de exclusion
molecular, mientras que MjFtsZ fue sometida a una cromatografia de cambio de tampdn
(desalting). Ademas, a MjFtsZ se le extrajo el nucledtido para dejarlo en forma de apo-
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proteina. Se detallan a continuacién los protocolos en comun, sefialando dénde hay

diferencias.

3.1 Precipitacion con sulfato amonico

Tras su descongelacién, a las células con BsFtsZ, strep-SpFtsZ y SaFtsZ se les afiadio
200pug/mL de PMSF y 2 pg/mL de leupeptina para inhibir proteasas celulares. A las
células que expresaban MjFtsZ no se les afiadieron inhibidores. Las células se lisaron
utilizando un sonicador Sonoplus HD200 (Brandelin) por medio de una sonda de 1 cm
de didmetro. Se utilizaron 5 pulsos de 20 segundos con pausas de 1 minuto, a 20% de
potencia (output 6) a 4°C. El lisado se clarificé a 100.000 x g durante una hora (38.000
rpm en un rotor Beckman 70.1Ti) a 4°C. El sobrenadante se pas6 a un vaso de cristal y
se afadié sulfato amonico lentamente hasta un 40% (para BsFtsZ, strep-SpFtsZ y
SaFtsZ) o 33% (para MjFtsZ) de saturacion, con agitacion y sobre hielo. Se volvié a
centrifugar a 5000 x g durante 30 minutos a 4°C en un rotor SS-34 empleando una
centrifuga RC-5C Plus (Sorvall). Se retird el sobrenadante y la proteina sedimentada se
resuspendié en un minimo de 10 mL de tampodn. Para las purificaciones de BsFtsZ,
strep-SpFtsZ o SaFtsZ se resuspendié en tampon A (50 mM Mes—-KOH, 5 mM MgClz,
10% glicerol, pH 6.5). En el caso de MjFtsZ, se resuspendio en tampén A2 (50 mM
Tris.HCI, 1 mM EDTA, pH 8) y se ajust a 150mM KCI utilizando tampo6n B2 (50 mM
Tris.HCI, 1 mM EDTA, 1 M KCI, pH 8). Una vez resuspendido, se clarifico,
centrifugando a 5.000 x g durante 10 minutos, para eliminar cualquier agregado que

pudiera quedar y que podria obstruir la cromatografia posterior.

3.2 Cromatogr afia de inter cambio anionico

La proteina resuspendida en el paso anterior se cargd en una columna HiTrap Q-HP de
5 mL (GE Healthcare). La resina de la columna es Q-Sepharosa de alto rendimiento y el
grupo cargado unido es —CH,;N*(CHz)s. La elucion se hizo con un gradiente de fuerza
ionica. En el caso de BsFtsZ y SaFtsZ, el gradiente fue de 0-1 M KCI durante 40
minutos a 1 mL/min y en el caso de MjFtsZ el gradiente fue de 150 mM - 500 mM KClI
durante 50 minutos a 1 mL/min. Se recogieron alicuotas de 2mL. La cromatografia se

ejecutd empleando un FPLC LCC-501 (Amersham Biosciences). La monitorizacién
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para BsFtsZ y MjFtsZ se hizo a 280 nm pero para SaFtsZ se monitoriz6 a 253 nm, ya
que SaFtsZ no contiene triptdfanos ni tirosinas y por tanto absorbe menos luz a 280 nm.
Se observaba la presencia de proteina en un perfil de cromatografia (Figura 11A).
MjFtsZ eluyd a una concentracion de KCI entre 350-450 mM, BsFtsZ eluyé a una
concentracion de KCI entre 150 — 400 mM y SaFtsZ entre 300-600 mM. La
cromatografia se hizo a temperatura ambiente y las alicuotas se guardaron en hielo
segun fueron recogidas. Se recogieron muestras (10 pL) de los sedimentos y
sobrenadantes de la precipitacion con sulfato aménico y de las alicuotas de la
cromatografia. A estas muestras se les afiadid un volumen de tampdn de carga de
proteinas y se cargaron en un gel SDS-PAGE del 12%. El gel se tiid con azul de
Coomassie. De la observacion del gel se confirmo la localizacion de la proteina en la
cromatografia y se eligieron las alicuotas mejores (por su concentracion de FtsZ y/o
ausencia de contaminantes) con las que continuar la purificacion. Con este gel se
controlaron también los pasos del lisado de células y precipitacion con sulfato aménico,

indicando si habia habido pérdidas inusuales de proteina en algun paso.

3.3 Cromatografia de adsorcion hidrofobica

Esta cromatografia se hizo de la misma manera en todas las purificaciones. Las
alicuotas que en el gel SDS-PAGE del apartado anterior mostraran una mayor cantidad
de proteina se concentraron utilizando una unidad de concentracion de proteina
Centriprep 10K o Amicon Ultra 15 (Milipore) hasta alcanzar un volumen méximo de 2
mL. Se emplearon los mismos filtros para todos los pasos de la purificacion, lavandose
entre uso y uso con agua destilada y utilizando filtros diferentes para proteinas de
especies diferentes. La solucion concentrada de proteina se diluy6 en proporcion 1:5 en
tampon A3 (50 mM KH,PO4/K,HPO,-KOH, 0.8 M (NH,),SO,, 1 mM EDTA, pH 7.5). Se
carg0 en una columna de fenil-agarosa HiTrap Phenyl HP (GE Healthcare) de 5 mL. Se
eluyo con tampén B3 (50 mM KH,POJ/K,;HPO4,-KOH, 1 mM EDTA, pH 7.5) en un
gradiente lineal de 0.8-0 M de (NH4);SO,4 a 1 mL/min durante 20 minutos, recogiéndose
alicuotas de 500 pL, que se guardaron a 4°C. La salida de proteina se monitorizé de la
misma manera que para la cromatografia de intercambio anionico (Figura 11B). FtsZ
eluyd a una concentracion de (NH;),SO,4 entre 200—700 mM. Se cargaron muestras de

las alicuotas en un gel SDS-PAGE, igual que en el apartado anterior.
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3.4 Cambio de tampdn o cromatografia de exclusion molecular

MjFtsZ fue concentrada hasta un volumen final de 500 uL y se cargd en una columna
HP Desalting (GE Healthcare) de 5 mL para cambiar desde el tampon con alta
concentracion de (NH,4).SO, al tampdn de almacenaje. Se eluyd MjFtsZ con tampon C
(20 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 8.0) a 2 mL/min, recogiéndose alicuotas de 500
uL. Las alicuotas con proteina se mezclaron y la preparacion se concentré a un volumen
de 400-600 uL. Finalmente se guard6 a 4°C antes de la extraccion de su nucledtido.
BsFtsZ, strep-SpFtsZ y SaFtsZ se concentraron hasta un volumen final maximo de 2
mL y fueron cargadas en una columna de exclusion molecular Sephacryl S300 26/60
(GE Healthcare), que separa proteinas en el rango de 10-1000 KDa. La cromatografia se
ejecuto utilizando tampon 50 mM Tris-HCI, 50 mM KCI, 1 mM EDTA, 10% glicerol,
pH 7.5. La cromatografia se hizo a 1 mL/min empledndose un bafio RC5 (Lauda) para
mantener la columna a 4°C. Se recogieron alicuotas de 5 mL y se cargaron muestras en
un gel SDS-PAGE. Las alicuotas elegidas se mezclaron y concentraron hasta un
volumen de 400-600 uL. Se separo la preparacion de proteina en alicuotas de 10, 20, 50
y 100 pL y se guardaron a -80°C.

Para evaluar la pureza de las purificaciones se cargaron alicuotas de proteina pura en gel
de electroforesis desnaturalizante (ejemplo en Figura 11D), se densitometr6 el gel y
cuantificd el porcentaje de proteinas contaminantes empleando el programa Quantity
One (BioRad). La pureza fue de 98% (BsFtsZ), 93% (SaFtsZ), 98% (EcFtsZ), 99%
(strep-SpFtsZ) y 97% (MjFtsZ).

3.5 Extraccién de nucle6tido de MjFtsZ

A diferencia de otras FtsZ, a MjFtsZ purificada se le puede extraer el nucle6tido sin que
ello suponga una pérdida de la estabilidad ni funcionalidad de la proteina (Huecas y
Andreu, 2004). La preparacion de MjFtsZ libre de nucleétido (desde ahora apoFtsZ) nos
permitird el estudio preciso de la relacion de FtsZ con ligandos que unen el sitio de
nucledtido.

La preparacion de MjFtsZ se ajusté a 2.5 M de cloruro de guanidinio (GdmHCI)
afiadiendo un volumen adecuado de GdAmHCI 6 M. La mezcla fue incubada durante 30

minutos a temperatura ambiente. Esta concentracion de GdmHCI provoca la liberacion
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del nucle6tido unido pero no llega a desnaturalizar la proteina (Andreu et al., 2002,
Huecas y Andreu, 2004).

Tras la incubacién, la preparacion se paso por una columna de Sephadex G-25 de 0.9 x
25 cm en 50 mM Mes-KOH, 2.5 M GdmHCI, pH 6.5. Se recogieron alicuotas de 1 mL.
Se tomaron espectros de cada alicuota en un rango de 240-350 nm. Se detectaron asi las
alicuotas que llevaban proteina pero que aparentemente carecian de nucle6tido por su
perfil caracteristico de absorbancia (Figura 11C). Se evitaron alicuotas que pudieran
llevar una mezcla de proteina y nucledtido (Figura 11C-asterisco rojo), que
habitualmente son las Ultimas alicuotas con contenido de proteina, que salen justo antes

de la salida del nucledtido libre, que se descarto.

La columna se lavo con 5 volimenes de 50 mM Mes-KOH, 50 mM KCI, 1 mM EDTA,
pH 6.5. Las alicuotas con apoFtsZ parcialmente desplegada de la columna anterior se
mezclaron y la mezcla se concentr6 a un volumen menor de 1 mL. Esto se cargd en la
columna ya equilibrada para dejar la proteina en el tampén final. Se recogieron alicuotas
de 500 ul y se localizo la proteina de la misma manera que en la columna de extraccion
de nucledtido. En este caso se evitd incluir en la mezcla final alicuotas del final de la
filtracion con concentraciones bajas de proteina, por contener potencialmente GdmHCI.
La preparacion final se concentr6 a un volumen de 400-600 ul, se midid su
concentracion (ver mas abajo), se separo en alicuotas de 10, 20, 50 y 100 pl y éstos se

congelaron a -170°C (en nitrégeno liquido).

En el caso concreto de las preparaciones que posteriormente se utilizaron para
calorimetria isotérmica (ITC) no se hizo la separacion en alicuotas, sino que la proteina
se guardo en una sola alicuota o se paso directamente a su preparacion para ITC (ver
mas adelante). La descongelacion de apoFtsZ se hizo en hielo en todos los ensayos.

44



Materiales y Métodos

A B
16 120 0,35 120
14 4 —— Abs. 280 nm 100 0.30
' % EI. I , —— Abs. 280 nm L 100
121 ’ & 025 % EI. / c
L 802 : L 801S
£ 1,0 - =] £ 805
Iy 2  £020 E
g 0,8 - 60 2 o I 60 ©
o S &o015 5
g 2% e g L 40 8
204 s go10 E
0,2 - 20 X 0.05 F 20 ;
0.0 1 B 0,00 Lo
-0,2 : ‘ . i . ‘ ‘ . ‘
0 20 40, 60, 80 100 120 0 10 20 30 40 50
“\
mL ™., mL
MP1 S1 | FT Alicuotas W M FT Alicuotas
. |
TGt -
-
- . DR o S—
C D Bs Sa Ec Mj Sp
05
\/ oy
0.4 - 66.2
5 o -
e 03 - .-
o~
7] 31
2 02
0,1 215
144
0,0

240 260 280 300 320 340
Longitud de onda

Figura 11: Pasos principales de una purificacién de MjFtsZ. A: arriba-Cromatografia de intercambio
aniénico. La linea negra es absorcion a 280 nm y la linea roja el porcentaje de tampén de elucién. abajo:
gel de comprobacidn de precipitacion con sulfato amonico y cromatografia de intercambio anionico. M,
marcadores de peso molecular, P1 y S1, sedimento y sobrenadante de sonicacion, I, inyectado a
cromatografia. FT volumen no unido a la columna, W lavado. B- Cromatografia hidrofobica. Mismas
codificaciones y abreviaturas que A. C — Espectros de absorcion de alicuotas de la columna de extraccion
de nucledtido. Se marca con un asterisco rojo una alicuota descartada por aplanamiento en la zona de
260-250 nm, indicativo de contaminacion con nucledtido. D — Gel desnaturalizante para evaluar la pureza
de las purificaciones de BsFtsZ (Bs), SaFtsZ (Sa), EcFtsZ (Ec), apoFtsZ (Mj) y strep-SpFtsZ (Sp). En la
primera columna se representa el patrén de peso molecular en unidades de kDa.
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4. Medida de la concentracion de FtsZ

4.1 Coeficientes de extincién molares empleados

Se emplearon los coeficientes de extincién molares (€) apropiados en cada caso. Se

tomaron los coeficientes de extincion molar conocidos para Trp, Tyr y Phe (Tabla 3)

Tabla 3: Coeficientes de extincion molares de Trp, Tyr y Phe

Aminoécido £2800m (MH-cm™) €254nm (M-cm™)
Trp 5690 2795
Tyr 1280 309
Phe 0 140

Coeficientes de extinciébn molares de aminoacidos en GdmHCI utilizados para la medida de la
concentracion de proteina (Gill y von Hippel, 1989). ex30nm v €2540m SON los coeficientes de extincion
molares a 280 y 254 nm, respectivamente.

Empleando las secuencias aminoacidicas de las diferentes FtsZ se obtienen los €2 Y

€254 de las tres proteinas (Tabla 4).

Tabla 4: Coeficientes de extincion molares de las diferentes proteinas purificadas

Proteina Trp | neTyr | nophe | &28nm (M™cm™) | €2540m (M -cm™)
BsFtsZ 0 2 9 2560 1878
SaFtsZ 0 0 14 0 1960

MjFtsZ/apoFtsZ 1 1 8 6970 4224
strep-SpFtsZ 3 2 15 20910 1110

Caélculo de los coeficientes de extincion molares de las proteinas utilizadas de acuerdo con su contenido

en Trp, Tyry Phe.

Estos coeficientes de extincion molares se emplearon para los calculos de concentracion

de proteina, después de descontar la contribucion del nucleétido unido, en su caso (ver

mas abajo).

4.2 Medicién de concentracion de apoFtsZ

Debido al hecho de que MjFtsZ estad en su forma de apoproteina, la medicion de la

concentracion es muy sencilla, ya que no hay que tener en cuenta la absorbancia de
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nucledtido. Para valorar la concentracion de apoFtsZ recién preparada se diluyeron 10
ul de la preparacion en 400 pl finales de tampdn (25 mM Pipes-KOH, 50 mM KCI, 1
mM EDTA, pH 7.5) y se adquirio el espectro de absorcion de la muestra entre 240-
350nm. Se calculd la concentracion de la muestra a partir de su absorcion a 280 nm. La
concentracion de la preparacion pura normalmente oscilaba entre los 300-600 pM.
Cuando se emple6 apoFtsZ a una concentracion suficiente como para medirse
espectrofotométricamente con precision, se midié sistematicamente la concentracion de
proteina previa a su uso, de manera que estuviera siempre controlada la concentracion

empleada.

4.3 Medicion de la concentracion de BsFtsZ, SaFtsZ v strep-SpFtsZ

Para medir la concentracion de las preparaciones puras de BsFtsZ y SaFtsZ es necesario
obtener la concentracion de nucleétido que esta unido a la proteina purificada, para lo
cual se prepard una muestra donde se extrajo el nucleétido de la proteina. La extraccion
se hizo de la misma manera para todas las preparaciones, pero el calculo de la

concentracion se hizo empleando longitudes de onda diferentes en el caso de SaFtsZ.
> Extraccion de nucleétido

Se diluyeron 20 ul de proteina purificada en GdmHCI 6 M, y otros 20 ul de proteina
purificada en 25mM Pipes-KOH, 50mM KCI, 1mM EDTA, pH 7.5, ambas en un
volumen final de 400 uL. Tras tres minutos de incubacion, se adquirieron sus espectros
de absorcion de 240-350 nm y se registraron las absorciones a 280 (BsFtsZ y strep-
SpFtsZ), 254 y 330 nm (BsFtsZ, strep-SpFtsZ y SaFtsZ). Los espectros resultantes de
GdmHCI y tampon son practicamente idénticos.

La muestra de FtsZ preparada en tampon se ajustdé a 0.5 N HCIO, (causando la
precipitacion de la proteina) y se incub6 10 minutos a 4°C. Posteriormente fue
centrifugado a 15.000 x g a 4°C durante 10 minutos. El sobrenadante se retird y se
volvio a medir su espectro de absorcién, registrandose las absorciones a 280, 254 y 330

nm, igual que antes. Este espectro de absorcion es el del nucleotido aislado.
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> Calculo de la concentracion

Para obtener el valor de la concentracion de proteina primero se obtuvo el valor de la
concentracion de nucleétido (Cgxp) a partir de las absorbancias obtenidas en el paso
anterior. Para ello se usé el coeficiente de extincion molar de GXP (GTP o GDP) a 254
nm en HCIO4 (Egxp-280 HeLos=12400 M™ cm™) (Croom et al., 1985).

Sabiendo la concentracion de nucledtido presente en la muestra es posible calcular la
concentracion de proteina. Esto se hace restando la absorbancia que se obtiene a 280 nm

para la concentracion conocida de GXP, sabiendo que el coeficiente de extincién molar

de GXP a 280 nm en tampén 0 GAMHCI (Egxp-2s0) €5 8100 M™*em™.

Corot = [A2g0 - (Eexp-280 * Coxp)] / €prot-280

donde Ag €s la absorbancia de la muestra de proteina en GdmHCI (ver mas arriba),
Eprot-280 €S €l coeficiente de extincion molar de la proteina a 280 nm (ver Tabla 4), para
un paso optico de 1. La concentracion de proteina en cada caso se calculo a partir de los
valores de Azgo, Coxp Y l0s coeficientes de extincion molar especificos de cada proteina.
Se multiplicé por los factores de dilucion empleados para calcular la concentracion de la
preparaciéon inicial. Para SaFtsZ se empled la misma ecuacién pero empleando
absorciones y coeficientes de extincion molares a 254 nm, dado que SaFtsZ, al no
contener tirosinas ni triptéfanos, absorbe poca luz a 280 nm.

Como método complementario para confirmar la concentracion de las proteinas, se
realiz6 una cuantificacion en gel desnaturalizante. Se prepararon muestras de 2, 4 y 6 ug
de varias purificaciones. Las muestras se cargaron en gel SDS-PAGE, se tifieron con
azul de Coomassie y se cuantificaron empleando un densitometro BS-800 (BioRad) el

programa Quantity One (BioRad).

5. Medida de la unién de nucleétido de FtsZ

Para poder hacer calculos precisos de la capacidad de union de nucleotido de apoFtsZ se
requiere saber el numero de sitios de nucledtido por molécula de FtsZ (n). Aunque

tedricamente este valor es 1, puede reducirse si una fraccion de la proteina es inactiva.
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Sin <1y ésto no se tiene en cuenta, se estard sobrevalorando la concentracion de sitios
de nucledtido en los ensayos al tomarlo como equivalente a la concentracion de
proteina total, lo que llevard a imprecisiones en los calculos posteriores, muy
dependientes de una medida precisa de la concentracion de proteina.

Se prepararon muestras con o sin apoFtsZ (5 uM) de diferentes concentraciones de
mant-GTP (3-15 uM) en un volumen final de 0.8 mL en tubos de ultracentrifuga de
policarbonato. Se confirmd la concentracion de mant-GTP en las muestras sin apoFtsZ
midiéndola espectrofotométricamente (ezs4 = 23,300 M™* cm™).

Tras la medida de concentracion inicial se centrifugaron las muestras a 355,000 x g
(100,000 rpm) durante 2.5 horas a 25°C en un rotor TLA 120.2 empleando una
ultracentrifuga Optima TLX (Beckman). Esto hace que la proteina en la mitad superior
del tubo se desplace a la mitad inferior. Después, se retiraron con cuidado las mitades
superiores de las muestras, determinandose su concentracion de mant-GTP. A partir de
la diferencia de concentracién de mant-GTP entre los tubos sin y con apoFtsZ se
determiné el nimero de mant-GTPs unidos por apoFtsZ (n) como 0.75 + 0.04. En el
resto del texto, cuando se cite la concentracion de apoFtsZ, se estara hablando de
concentracion de sitios de union a nuclettido, salvo en el caso de la calorimetria
isotérmica (ITC) y en la titulacién de apoFtsZ con *H-GTP, donde se emplearon
concentraciones totales de apoFtsZ, porque se trata de técnicas que dan sus propias
medidas de n. Ambas técnicas confirmaron el resultado de estas medidas, dando n = 0.8

y n=0.77 para ITC y titulacién de apoFtsZ con *H-GTP, respectivamente.

6. Polimerizacion de FtsZ

Se emplearon dos tipos de técnicas para estudiar la polimerizacion de FtsZ bajo distintas

condiciones; dispersion de luz a 90° y sedimentacion por ultracentrifugacion.

6.1 Dispersion deluz a 90°

Se empleo esta técnica para comprobar la funcionalidad de las purificaciones de FtsZ de
diferentes especies, para comprobar el efecto general de compuestos sobre la

polimerizacion de FtsZ, simultdneamente con la preparacion de muestras para
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microscopia electronica (ver apartado 6 de Materiales y Métodos). Para las proteinas

ensayadas las condiciones fueron las siguientes:
» MjFtsZy apoFtsZ

En ensayos para comprobar la funcionalidad de proteina purificada se diluyé apoFtsZ a
12.5 uM en 25 mM Pipes-KOH, 50 mM KCI, 1 mM EDTA, pH 7.5. Cuando se
ensayaron los efectos de PC, se diluyd MjFtsZ (en este caso cedida por la Dra. Sonia
Huecas) a 12.5 uM en 50mM Mes-KOH, 50 mM KCI, 1 mM EDTA, pH 6.5. Los
ensayos se hicieron a 55°C, midiéndose dispersion a 350nm utilizando un
espectrofluorimetro Shimadzu RF 540 con anchura de banda de 2 nm con la
sensibilidad alta, o un espectrofluorimetro Horiba-Jovin-Yvon Fluoromax-4 con
anchura de banda de 0.25 nm y tiempo de integracion de 1 segundo. La proteina en
tampon se incubd hasta alcanzar 55°C, después de lo cual se le afiadié 10 mM MgCl,, lo
que inicia una modesta dispersion de luz. Cinco minutos después se inicid la
polimerizacion afiadiendo 1 mM GTP (para comprobacion de funcionalidad) o 2 mM

GTP (para ensayos con PC).
» BsFtszZ, EcFtsZ y SaFtsZ

Se diluyo la proteina a 10 uM en 50 mM Mes-KOH, 50 mM KCI, 1 mM EDTA, pH
6.5. Se midio dispersion de luz 350 nm, a 25°C con una anchura de banda de 0.5 nmy
un tiempo de integracion de 1 segundo en un espectrofluorimetro Horiba-Jovin-Yvon
Fluoromax-4. El ensayo se comenzaba con FtsZ en tampon. Después (en casos
aplicables) se afadia el compuesto a ensayar y se incubaba durante 2 minutos, tras los
cuales se afiadia 10 mM MgCl,, y 5 minutos después se afiadia la cantidad deseada de

GTP, que vario segun la especie de FtsZ empleada y la naturaleza del ensayo.

6.2 Sedimentacion por ultracentrifugacion

Se prepararon muestras (volumen final 100 uL) en tubos de policarbonato para
ultracentrifugacion en un blogue de termostato a 25°C. FtsZ se prepar6 en el tampo6n
adecuado para cada caso y la polimerizacién se inici6 afiadiendo GTP. La concentracion

de GTP empleada era de 1 mM si ademas se empleaba un sistema de regeneracion de
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GTP (15 mM acetil-fosfato, 1 U/mL acetato quinasa) o0 2 mM si no se utilizaba. Cuando
se usO BsFtsZ, EcFtsZ y SaFtsZ tras el inicio de la polimerizacién se incubé la mezcla
durante 15 minutos (para permitir el avance de la polimerizacién) y posteriormente se
centrifugd a 386.000 x g (100.000 rpm) durante 20 minutos. Cuando se usé apoFtsZ o
MjFtsZ, las muestras se centrifugaron inmediatamente después del inicio de la
polimerizacion durante 11 minutos a 55°C a 386.000 x g. En ambos casos se empled un
rotor TLA-100 y una ultracentrifuga TLX (Beckman). En todos los ensayos se
incluyeron controles donde se sustituyd GTP con GDP o donde no se afiadié MgCl,,
condiciones que deberian evitar cualquier polimerizacion.

Tras la finalizacion de la centrifugacion, los sobrenadantes fueron retirados y la proteina
sedimentada se resuspendié en un volumen (100 plL) de tampon. Posteriormente, a
sobrenadantes y sedimentos se les afiadio otro volumen (para BsFtsZ, EcFtsZ y SaFtsZ)
0 32.6 uL (para apoFtsZ) de tampdn de carga de proteina. Se cargaron muestras de
sedimentos y sobrenadantes en geles SDS-PAGE con un intervalo de 15 minutos entre
las cargas, de manera que cada carril contenia el sedimento (abajo) y el sobrenadante
(arriba) de una misma muestra. Los geles fueron tefiidos con azul de Coomassie y, en
casos aplicables, escaneados empleando un densitémetro calibrado CS-800 (BioRad) y

cuantificados empleando el programa Quantity One (BioRad).

7. Microscopia electronica

Con el fin de estudiar los polimeros de FtsZ de diferentes especies bajo diferentes
condiciones se tomaron muestras para su visualizacion por microscopia electronica.

Se emplearon rejillas de cobre (400 mesh) recubiertas de Formvar y carbon procedentes
del Servicio de Microscopia Electronica del Centro de Investigaciones Bioldgicas. Las
muestras de FtsZ se tomaron de ensayos de dispersion de luz a 90° o bien, en los casos
donde el perfil de polimerizacion era conocido, de volimenes menores (50 uL)
preparados a la temperatura adecuada en un termobloque Termostat Plus (Eppendorf).
Se tom0 una muestra de 20uL de FtsZ y se colocd sobre una placa atemperada a la
misma temperatura que la muestra. Sobre la gota de muestra se colocd la rejilla con el

recubrimiento de carbon tocando la muestra y se incubd durante 2 minutos.
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Posteriormente se tifid la muestra empleando una solucion de acetato de uranilo 2% a
temperatura ambiente. Esto se hizo pasando la rejilla por 4 gotas de 20 uL de acetato de
uranilo (para eliminar restos no adsorbidos a la rejilla) y dejandolo reposar sobre una
quinta gota durante 2 minutos. Posteriormente se elimind el exceso de acetato de uranilo
sobre un papel de filtro, se dej6 secar a la rejilla y se visualizaron los polimeros a un
aumento de x40.000 utilizando un microscopio electrénico Jeol 1230 a 100 kV. Las
fotografias resultantes se digitalizaron empleando un escaner Minolta Dimage Scan
Multi Pro a 2400 dpi.

8. Preparacion y control de compuestos de cribado y analogos del
GTP sustituidos en C8

8.1 Preparacién de compuestos

» Analogos del GTP sustituidos en C8

Los compuestos fueron sintetizados como se describe (Lappchen et al., 2008) en el
laboratorio de la Dra. Tanneke den Blaauwen (Van‘t Hoff Institute for Molecular
Sciences, Amsterdam, Paises Bajos), salvo el Br-GTP, que es de origen comercial. Los
nucleétidos de sintesis quimica se recibieron liofilizados en botellas de cristal. Se
resuspendieron los compuestos con 5 lavados sucesivos de 0.4 mL de etanol de calidad
espectroscopica. Se retird el etanol por vacio empleando un Speed-Vac SC100 (Savant).
Posteriormente los nucleotidos se resuspendieron en 25 mM Pipes-KOH, pH 7.5 hasta

alcanzar concentraciones de 5-10 mM, aproximadamente.

» Compuestos elegidos por cribado virtual

Los compuestos elegidos por cribado virtual se adquirieron de casas comerciales. Una
vez recibidos se etiquetaron individualmente con un codigo numerico que identificara
cada compuesto para todos los ensayos posteriores. Se pesaron 2 mg de cada compuesto
recibido de Chembridge en una balanza AG135 (Mettler Toledo). Los compuestos de
IBScreen se recibieron en botellas con 2 mg, por lo que se disolvieron directamente en

los viales para posteriormente pasarlos a tubos eppendorf de 1.5 mL individuales.
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Se disolvieron los compuestos en DMSO calidad espectroscopia hasta una
concentracion inicial deseada (100 mM o 10 mM). Las preparaciones se sometieron a
una centrifugaciéon de 5 minutos a 13.000 rpm en una centrifuga Mikroliter (Hettich).
Aquellas preparaciones que mostraron sedimentacion debida a precipitacion de
compuesto se diluyeron sucesivamente en DMSO hasta que no se observara precipitado
tras la centrifugacion.

Cuando se utilizaron los compuestos en ensayos, debido a la necesidad de no superar el
maximo de 1-2% de DMSO en la preparacion final, se prepararon diluciones seriadas de
los compuestos para permitir un manejo mas preciso de los volimenes de compuesto.

Todos los compuestos se almacenaron a -75°C.

8.2 Control de compuestos

Se determinaron las solubilidades de los compuestos elegidos por cribado virtual
ademas de los espectros de emision de fluorescencia que presentaban para anticiparse a
caracteristicas que pudieran interferir con los ensayos. En el caso de los analogos del

GTP sustituidos en C8 se controlé su pureza por HPLC.
» Determinacion de la solubilidad de compuestos elegidos por cribado virtual

Cada compuesto se prepard a 10 uM en tampdn de competicion (25 mM Pipes-KOH, 50
mM KCI, 1 mM EDTA, 10 mM MgCl,, pH 7.5). Se midié el espectro de absorcion
entre 240-700 nm empleando un espectrofotometro U-2000 (Hitachi), anotandose los
maximos de absorcion. Cada muestra de compuesto se pas6 a un tubo de policarbonato
y se centrifugé a 89.000 x g (50.000 rpm) durante 15 minutos en un rotor TLA 120.2
utilizando una ultracentrifuga TLX (Beckman). Los sobrenadantes se retiraron y se les
midid el espectro de absorcidn, anotandose de nuevo los maximos de absorcion. La
concentracion de compuesto en el sobrenadante se calcula a partir de su maximo de
absorcion asumiendo que 10 puM equivale al mé&ximo de absorcion previo a la
centrifugacion. La solubilidad se expresa como el logaritmo de la concentracién
encontrada en el sobrenadante (LogS).

En aquellos casos donde no se registraron pérdidas significativas tras las centrifugacion

debido a que el compuesto tuviera una solubilidad mayor de LogS = -5 (mayor de 10
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uM), se repitio el ensayo aumentando la concentracion inicial a 50 uM 'y
posteriormente a 100 uM.

Se anotaron ademas aquellos compuestos que mostraron absorcidon significativa
(respecto a una muestra 500 nM de mant-GTP) a 375 nm y 445 nm, que son las
longitudes de onda de excitacion y emision, respectivamente, empleadas para la
adquisicion de medidas en el contexto de los ensayos de competicion con mant-GTP
(ver 10.2 de Materiales y Métodos). Pocos compuestos mostraron absorcion a estas
longitudes de onda. EI nimero reducido que si mostré absorcion a esta longitud de onda
no causo interferencias en la sefial durante los ensayos de competicion realizados, lo

cual se comprobd con controles internos en los propios ensayos de competicion.
> Espectros de emision de compuestos elegidos por cribado virtual

Dado que los compuestos de cribado virtual se ensayaron empleando un método de
competicion con un ligando de referencia fluorescente, se considerd necesario adquirir
los espectros de emision de fluorescencia de los compuestos (ejemplos en la Figura 12).
Los compuestos se prepararon sistematicamente a 10 uM en tampon de competicion
con un volumen final de 400 uL y se compararon con una muestra en las mismas
condiciones de mant-GTP 500 nM y 1% DMSO. Se midieron los espectros de emision
en un espectrofluorimetro Fluorolog 3-221 (Jobin Yvon-Spex, Longiumeau, Francia)
con excitacion a 350 nm, recogiéndose emision entre 250-600 nm con tiempo de
integracion de 1 segundo y anchura de banda de 2 nm para la excitacion y 5 nm para la

emision.
3x10° Figura 12: Ejemplos de espectros de
emision obtenidas para distintos
3x108 | — mantGTP | ympuestos de cribado virtual Los
—— D2-16

D2-15 compuestos (10 MM) Se comparan con
2x106 - D2-11 el espectro de emision de mant-GTP
(500 nM). D2-16 no muestra emisién
& 2x106 4 de fluorescencia en estas condiciones,
3 D2-15 presenta fluorescencia
106 | insignificantica y D2-11 presenta una
fluorescencia notable que requiere de
5x10° un control adicional en el momento de
/ hacer los ensayos de competicion

5 L_—M correspondientes.

400 450 500 550

Longitud de onda
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> Determinacion de la pureza de los analogos del GTP sustituidos en C8

Ademas de los controles realizados tras la sintesis de los compuestos (Lappchen et al.,
2008 material suplementario) se realizé un control adicional en el laboratorio para

determinar la pureza de los andlogos del GTP sustituidos en C8.

Se prepararon muestras con el andlogo del GTP a una concentracion aproximada de 10
uM y un control interno de ATP a 10 uM en tampon de equilibrado (25 mM NaH,PQO,
ajustado a pH 2.2 con acido acético). Las muestras se inyectaron en una columna de
cambio de ion Vydac 3021C4.6 y se sometieron a un gradiente de 25-300 M de
NaH,PO, ajustado a pH 2.2 con acido acético, monitorizando la absorbancia a 260 nm.
CIGTP, IGTP, BrGTP, PyrrGTP, y MeOGTP son cromatograficamente homogéneos,
mientras que morphGTP tiene una pureza de 91.7%, y tBuGTP tiene una pureza de
92.3%.

9. Calorimetria isotérmica de reaccion

Los ensayos de calorimetria isotérmica se realizaron por la Dra. Margarita Menéndez en
el Instituto de Quimica-Fisica Rocasolano (C.S.1.C., Madrid). Las titulaciones por
calorimetria isotérmica se hicieron a 25°C, empleando un calorimetro de titulacion
isotérmica MCS (MicroCal). Las medidas se hicieron en 25 mM Pipes-KOH, 50 mM
KCI, 10 mM MgCl,, pH 7.5 para ensayos con magnesio 0 en 25 mM Pipes-KOH, 50
mM KCI, 1 mM EDTA, pH 7.5 para ensayos sin magnesio. ApoFtsZ se descongel6 en
hielo en el laboratorio y se diluyé a 10-25 uM, segun el ensayo. Se dializé dos veces
contra 0.5 L del mismo tampon de dilucion, durante 3-4 horas y después durante toda la
noche. Los nucleétidos y el Mg®* se prepararon (a 150 pM y 50 mM, respectivamente)
en tampon de dialisis. La preparacion de apoFtsZ se tituld con ligando, habitualmente
afiadiendo 1 x 1 ul mas 16-22 inyecciones (10-12 ul) de una solucién concentrada de
ligando. El calor de dilucion de ligando se determind en ensayos separados y fue restado
donde era necesario para obtener el calor de union. Las isotermas de unién se analizaron

por regresion no lineal a un modelo de un solo sitio de union, empleando el programa de
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Microcal. Se obtuvieron asi el nimero de sitios de unién (n), la constante de afinidad

(Kp) y la entalpia de union (AH).

10. Métodos computacionales

10.1 Dindmica molecular, analisis estructural y calculo de la energia libre de

union

El modelado molecular fue llevado a cabo por el Dr. Antonio Morreale, del CBM
CSIC-UAM. Los modelos iniciales de MjFtsZ unido a GDP o GTP se tomaron del
Protein Data Bank (http://www.pdb.org/). Para MjFtsZ unido a GTP y Mg®* se utiliz6 la
estructura 1W5A (cadena A) y para MjFtsZ unido a GDP se utilizo la estructura 2VAP.

Las posiciones de los hidrogenos se asignaron empleando el servidor web H++ (Gordon
et al., 2005). Se utiliz6 el método Poisson-Boltzmann (Honig y Nicholls, 1995) a pH
7.4, con una concentracion salina de 0.15 M, y con constantes dieléctricas interna y
externa de 4 y 80, respectivamente. De acuerdo con los resultados de H++, se
protonaron los residuos H183, H288 y E293 en 2VAP y H288 en 1W5A. Las cargas y
radios atémicos se asignaron de acuerdo con el campo de fuerzas ff99b (Wang et al.,
2000). Los dos modelos se sumergieron en cajas de moléculas de agua TIP3P
(Jorgensen et al., 1983) lo suficientemente grandes como para garantizar que la
distancia minima entre cada modelo y el borde de la caja fuera mayor de 15 A. Se
afiadieron contra-iones para mantener neutralidad eléctrica. Se realizaron tres
minimizaciones sucesivas; una solamente de los atomos de hidrogeno, otra de las
moléculas de agua e iones y otra empleando el sistema completo. Las estructuras
iniciales se simularon usando el colectivo NPT (Numero de atomos, Presion,
Temperatura) con condiciones periddicas de contorno (PBC) y el método Particle Mesh
Ewald (PME) para tratar las interacciones electrostaticas de largo alcance.
Posteriormente, los sistemas se calentaron y equilibraron en dos pasos sucesivos: 20
picosegundos (ps) de calentamiento del sistema completo de 100 K a 300 K y

posteriormente un equilibrado de 100 ps a 300 K.

Las estructuras equilibradas presentaron valores de desviacién cuadratica media

(RMSD) con respecto a las cristalograficas de solo 0.4-0.5 A y se usaron para las
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simulaciones de dindmica molecular de 50 nanosegundos (ns) a temperatura (300 K) y
presion (1 atm.) constantes. Se empled el algoritmo SHAKE para mantener la longitud
de equilibrio de los enlaces en los que intervienen atomos hidrogenos, permitiendo asi
pasos de 2 femto-segundos (fs) para la integracién de las ecuaciones del movimiento de
Newton. Se utilizaron los campos de fuerza ff99 y TIP3P, integrados en el programa
AMBER 10 (Case, 2008) para describir las proteinas y moléculas de agua,
respectivamente. Durante las trayectorias se tomaron los ultimos 0.5 ns de las fracciones
de 10 ns y los dltimos 0.5 ns de las trayectorias completas, y éstos se muestrearon a
intervalos de 10 ps para andlisis estructural y energético.

Se calcularon las estructuras promedio, las RMSDs ponderados por la masa (tanto con y
sin ajuste previo a la estructura cristalografica de referencia) y las entropias con el
modulo ptraj incluido en el programa AMBER 10. Las estructuras promedio se
minimizaron con el campo de fuerzas ff99 en vacio y sin condiciones periddicas de
contorno durante 1000 pasos, de los cuales los primeros 500 fueron con el método del
descenso méas pronunciado y los siguientes 500 con uno basado en gradientes
conjugados, con el unico fin de resolver los posibles choques estéricos que hubieran

podido tener lugar al crear las coordenadas promediadas.

Se calcularon los enlaces por puente de hidrogeno empleando la extension HBonds 1.1
del programa de visualizacién molecular VMD (Humphrey et al., 1996). Como criterio
se considerd que un enlace por puente de hidrégeno se forma cuando el donador y el
aceptor estan a una distancia menor de 3 A y el angulo que forman dador-hidrégeno-
aceptor es menor de 20°. Se define el parametro de porcentaje de retencion del puente
de hidrégeno como la proporcion de tiempo de la trayectoria durante la cual éste es
detectado.

Las energias libres de union (la contribucion entalpica) se calcularon utilizando el
método MM-GBSA (Kollman et al., 2000). Este método calcula la energia libre de
unién a partir de la suma de un término de interaccion de mecanica molecular (MM),
una contribucion por solvatacion a través del método Generalizado de Born (GB) y una
contribucion de superficie (SA) que tiene en cuenta la parte no polar de la solvatacion.
Se realizaron estos célculos para cada muestra tomada de las simulaciones (ver mas

arriba) utilizando el programa AMBER 10 y se calcularon los valores promedios. Los
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valores totales fueron desglosados en contribuciones individuales de cada residuo para
permitir un analisis mas fino. Se asignaron las interacciones a cada parte del nucle6tido
(guanina, ribosa y fosfatos a, B, y y) tras una inspeccion visual (los calculos empiricos

se pueden encontrar en el Apéndice).

El programa ptraj también se empled para los célculos de entropia a través de la
diagonalizacion de la matriz de covarianza obtenida a partir de cada trayectoria de
dinamica molecular. Los valores propios resultantes se convirtieron en frecuencias tras
aplicar un andlisis cuasiharmdnico (Karplus y Kushick, 1981, Schlitter, 1993).
Finalmente, los valores de entropia se calcularon a partir de las formulas estandar de

mecanica estadistica.

10.2 Cribado Virtual

Los célculos de cribado virtual se realizaron utilizando la plataforma VSDMIP (Gil-
Redondo et al., 2009) siguiendo un protocolo (Ruiz et al., 2008) de filtrado (programa
DOCK, (Kuntz et al., 1982) docking (programa CDOCK, (Perez y Ortiz, 2001) y
clasificacion (dindmica molecular con AMBER 10 y andlisis MM-GBSA, ver més
arriba). Se empleo la cadena A de FtsZ de la estructura cristalografica de SulA:FtsZ
(PDB: 10FU) del patégeno Pseudomonas aeruginosa. Se quité el GDP unido, ademas
de las moléculas de agua e iones, para formar el receptor inicial. Se utiliz6 el campo de
fuerzas ff99 de AMBER 10 para asignar a cada atomo su tipo y carga. Los atomos de
hidrogeno se afiadieron suponiendo estados estandar de protonacion. Se realizaron dos
cribados, primero de la quimioteca de ChemBridge (454886 compuestos) y luego de la
guimioteca de IBScreen (355138 compuestos), obtenidos de la base de datos ZINC 6
(Irwin y Shoichet, 2005) en formato SMILES y procesadas utilizando VSDMIP. El sitio
de unién se construyé alrededor de la posicion del GDP, afadiéndose 5.0 A a sus
dimensiones maximas para el paso de filtro 6 7.5 A para el paso de docking. Los “sitios
calientes” de union utilizados por DOCK fueron generados con el programa GAGA
(Wang et al., 2004). Se hizo docking con DOCK y se aplicé un limite (ZScore) de 4.5
para la funcion de puntuacion por contactos, dejando 2055 moléculas para el paso
siguiente, en el caso de la quimioteca ChemBridge. La quimioteca IBScreen se cribd sin
utilizar el filtro DOCK. Las moléculas se cribaron de nuevo utilizando CDOCK, con un
espaciado de malla de 0.5 A, seleccionando los 100 mejores compuestos para la
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realizacion de dinamica molecular. El objetivo aqui es tener en cuenta toda la
flexibilidad de unién y efectos de solvente. Finalmente se estimaron los valores de la
energia libre de union por el método MM-GBSA. Los calculos se hicieron como se ha
descrito anteriormente, pero al ser las trayectorias de 1 ns, el analisis MM-GBSA se
limitd a los ultimos 200 ps. Cuando fue necesario, se buscaron compuestos analogos a
través del servidor ZINC (http://zinc.docking.org/) y dichos compuestos se procesaron
como se acaba de describir. Se hizo una prediccién de solubilidad (expresado, igual que
en la seccion 8.2.1, como LogS) de los compuestos elegidos utilizando el programa
QikProp (Jorgensen y Duffy, 2002).

11.Métodos de unién de *H-GTP

11.1  Métodos generales

Todos los ensayos en los que se empled *H-GTP siguieron un mismo proceso general.
Se prepararon las muestras a las concentraciones deseadas en tampon de competicion
(0.2 mL) en un termobloque Termostat Plus (Eppendorf) a 25°C. Las mezclas se
centrifugaron durante 1.5 horas a 386.000 x g (100.000 rpm) y 25°C en un rotor TLA-
100 empleando una ultracentrifuga TLX (Beckman). Tras la centrifugacion las muestras
se dividieron en la mitad superior del tubo, deplecionada de proteina, y la mitad inferior.
Se afiadi6 a cada mitad un volumen (0.1 mL) de tampén. La concentracién de *H-GTP
libre ([*H-GTP];) se determiné a partir de la mitad superior de los tubos, diluyéndolas
en 3.8 ml de solucion ReadySafe Beckman y empleando un contador de centelleo
liguido Rackbeta 1219 (LKB Wallac) que funciona con una eficiencia del 55%. La
concentracion de *H-GTP es proporcional a la actividad detectada en cuentas por
minuto (cpm). Se calculd un factor (Fs) para corregir la cantidad de *H-GTP

sedimentado en la ausencia de apoFtsZ.

Fs = CPMpt.o / CPMip-o (1)
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donde cpmyt.g Y CPMyp-o SON las actividades en la mitad inferior y la mitad superior de los
tubos de centrifugados en ausencia de apoFtsZ, respectivamente. En cada ensayo se
incluyeron controles sin apoFtsZ para medir este factor de correccion, con valores

tipicos de 1.4 + 0.1. La concentracién de *H-GTP unida se calculé como:

[*H-GTP]y = [ (cpmr — cpMygp: (1+Fs)) / cpmr ] - [PH-GTP]+ ()

donde cpmyy cpmyp SoN la actividad total (cpmyeo + CpMyp.o) Y la actividad en la parte
superior de muestras centrifugados con apoFtsZ, respectivamente, donde [*H-GTP]r y

[*H-GTP], son la concentracién total y unida de *H-GTP, respectivamente.

11.2  Titulaciones de 3H-GTP y apoFtsZ

*H-GTP (50 nM, 33.8 nCi) se titulé con concentraciones crecientes de apoFtsZ. Las
concentraciones de *H-GTP libre y unido se determinaron como se describe en el
apartado anterior. Suponiendo una unién uno a uno, se pueden aplicar las siguientes

ecuaciones:

[P]s = [Plr - [PH-GTP; (3)

[PH-GTP]y/[*H-GTPIr = (Kau.ate * [P1) / (1 + Kanate  [Plr) (4)

donde [P]r y [P]s+ son la concentracion total y libre apoFtsZ, y Ksy.gte €S la constante
de afinidad de unién de *H-GTP a apoFtsZ. Se empled la ecuacién 4 para ajustar
iterativamente los datos [*H-GTP]y/[°*H-GTP]+ vs. [P]s y obtener el mejor valor de Ksp.
cp, empleando el programa SigmaPlot (Systat Software).

Después, apoFtsZ (75 nM) fue titulada con concentraciones crecientes de *H-GTP. Se
utilizaron mezclas de *H-GTP y GTP de manera que la radiactividad estuviera en un
rango 8 nCi a 0.5 puCi por muestra. La concentracion de *H-GTP libre y unido se calcul6

igual que antes. La ecuacion para la union a sitios independientes:

[*H-GTP]s/ [Pl = (n* Kawate ["H-GTP])/(1+ Kan.ore .[PH-GTP]) ()
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se aplicé iterativamente para ajustar los datos [°*H-GTP],/ [P]r vs. [*H-GTP]; y obtener

el mejor valor de n (nimero de sitios de *H-GTP por apoFtsZ total) y Kan.gre.

11.3 Competicion de ligando con H-GTP

Se prepararon muestras con 75 nM apoFtsZ y 100 nM *H-GTP con concentraciones
crecientes de ligando problema en tampdn de competicion y se procesaron como se
describe en la seccion 11.1. Para medir la afinidad de un ligando (L) que desplaza el
ligando de referencia *H-GTP del sitio de nucledtido de apoFtsZ se asumié una
estequiometria unitaria, se calculé la fraccion de *H-GTP unido como se describié

anteriormente y se aplicaron las siguientes ecuaciones:

Kaore = [P*H-GTP]/ ([Plr-["H-GTP]y) (6)
Ko = [P-L1/ ([Plr-[L]7) O
[*H-GTP]; = [*H-GTP]r- [P+*H-GTP] (8)
[Llr= [L]r- [PeL] ©9)

[P]s = [P]r- [PeL] - [P*H-GTP] (10)

donde [P<*H-GTP] es la concentracién de *H-GTP unido, y [L]+, [L*P] y [L]f son las
concentraciones totales, unidas y libres de ligando, respectivamente. Un programa del
laboratorio Equigra5 (Diaz y Buey, 2007) se empled para encontrar por ajuste por
minimos cuadrados el mejor valor de la afinidad del ligando competidor (K)) para los
datos *H-GTP]/[*H-GTP]r versus [L]r, empleando los valores conocidos de [P]r, [L]r,
[*H-GTP]r, y Kan.are a partir de la resolucion de la ecuacion de tercer grado que resulta

de las ecuaciones 6 a 10.
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12. Métodos de fluorescencia

Se adquirieron los datos empleando un espectrofluorimetro Horiba-Jobin-Yvon
Fluorolog 3-221. Las medidas de anisotropia (r) se adquirieron empleando luz de
excitacion polarizada verticalmente. Se corrigid la diferencia de sensibilidad entre los
canales utilizando luz de excitacion horizontal empleando la configuracion en T
(Lakowicz, 1999 pgs 298-300). Las medidas de anisotropia y angulo mégico (Im) se
adquirieron utilizando luz de excitacion de 375 nm con un ancho de banda de 5 nm y
recogiendo luz a 445 nm con un ancho de banda de 10 nm. Las medidas de intensidad
de fluorescencia con luz no polarizada se hicieron con excitacion a 375 nm y ancho de
banda de 2 nm, y se adquirieron espectros de emisién de 420-460 nm, con un ancho de
banda de 4 nm. Todos los ensayos se hicieron a 25°C, y en todos los casos se
incluyeron blancos carentes de mant-GTP cuyas medidas se restaron de todas las

muestras.

12.1 Titulacion de mant-GTP y apoFtsZ

> Calculos para medidas de intensidad

La unidon de un ligando fluorescente a una proteina puede dar lugar a un cambio de la
intensidad de la fluorescencia emitida por el fluor6foro. Normalmente, las medidas de la
intensidad de fluorescencia se recogen sin filtros de polarizacion. Sin embargo, dada la
necesidad de medir simultaneamente los valores de anisotropia (ver mas abajo) y la
intensidad de fluorescencia, se optd por utilizar los ajustes de "angulo magico" (luz
vertical polarizada para la excitacion y un angulo de 54,7 ° para la emision), que da
medidas proporcionales a la luz no polarizada (Lakowicz, 1999 , pg. 301, Resultados).

La fraccion de sonda unida (vy) es
Vp = [mant'GTP]b/[mant-GTP]T = (lM- ||\/|f) / (le — ||V|f) (11)
donde [mant-GTP]y y [mant-GTP], son la concentracion total y unida de mant-GTP, Iy

es la medida de intensidad de fluorescencia en angulo méagico de la muestra, lys es la
medida en &ngulo mégico de mant-GTP libre, e Iy, es la medida en angulo mégico de
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mant-GTP unido. Dada la ecuacion 11 y utilizando ecuaciones equivalentes a 3 'y 4 para

este ligando:

Im = (Kmate-[Plt Imb + Imf) / (1+KmaTe-[Plf) (12)

donde Kngrp €s la constante de afinidad de unién de mant-GTP a apoFtsZ. La ecuacién
12 se aplicé iterativamente para ajustar los datos Iy vs. [P]s, obteniéndose los valores
mejor ajustados para Knygrte, Ivs (que coincide con el valor medido) e Ivp. Se puede
ademas definir un factor de intensidad de fluorescencia que representa el cambio de

intensidad de fluorescencia entre la forma libre y unida de mant-GTP:

R = Iy/Ims (13)

Este factor se empled durante las medidas con anisotropia (ver mas abajo).

» Calculos para medidas de anisotropia

La union de mant-GTP a apoFtsZ puede realizarse a través de la medida de cambios en
su anisotropia, ya que cuando un ligando fluorescente se une a una proteina se reduce su
libertad rotacional, lo que se refleja en un aumento de su anisotropia. Definimos
primero un valor (IyL) que representa el coeficiente de la fluorescencia emitida paralela
al plano de excitacion dividido entre la fluorescencia emitida perpendicular al plano de

excitacion

Lt = (lvvelhm) 7 (lve1hv) (14)

donde Ixy es la intensidad de fluorescencia emitida en el plano Y (V = vertical, H =
horizontal) con luz de excitacion en el plano X. El coeficiente de intensidad luminica
emitida en el plano horizontal y vertical tras excitacion vertical (lyy / lvy) cambia de
acuerdo con la libertad rotacional de mant-GTP. El coeficiente de intensidad luminica
emitida en el plano horizontal y vertical tras excitacion horizontal (Iny / luy) se emplea

Unicamente para compensar cualquier diferencia de sensibilidad entre los sistemas de
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deteccion de luz vertical u horizontal (Lakowicz, 1999 , pg: 298-299). Empleando I,

se calcula la anisotropia como:

r= (lHH/J_ - 1) / (lHH/J_ + 2) (15)

La anisotropia de una muestra vendra definida por el valor de la anisotropia de la sonda
fluorescente libre (rf) y la anisotropia de la sonda unida (r,) multiplicados por sus

respectivas proporciones fraccionales:

r=Fpry+ Fsrs (16)

donde Ff y Fy, son las fracciones de fluorescencia de fluor6foro libre y unido,
respectivamente. El caso mas sencillo para una sonda fluorescente es aquel donde no
hay diferencia de rendimiento cuantico entre el fluoréforo en estado libre o unido. En
este caso las fracciones de fluoréforo unido (vp) y libre (vf) coinciden con las fracciones
de fluorescencia correspondientes. Si se emplea la ecuacion 16 sabiendo que la suma de
las fracciones de fluorescencia es por definicion igual a 1, se obtiene lo siguiente:

Vp = (r - rf) / (rb - rf) (17)
Sin embargo, mant-GTP no presenta este comportamiento, dado que si hay una

diferencia en la intensidad de fluorescencia entre la forma libre y unida de mant-GTP.
En este caso la fraccion de fluorescencia es:

sz Vp* (lb/lT) (18)
donde Iy es la intensidad de fluorescencia de mant-GTP unido e I+ es la intensidad de

fluorescencia total. Debido a la proporcionalidad que ya se ha mencionado, I, es

proporcional a Iy Dadas las ecuaciones 16 y 18:
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r= (ldlt - ve-re) + (/I - Vp - 1) (19)

donde I; es la intensidad de fluorescencia de mant-GTP libre (proporcional a lys). Dado

que:

=l -vi+lp- v (20)

y sabiendo que

vptvi=1 (21)

y que, gracias a la proporcionalidad, Iy/ls = Imp/lvs, Se puede emplear la ec. 13, ademas
de las ecuaciones 19-21 para obtener:

w=(r-r)/[(r-r)+R-(rp-1)] (22)

(ver también Lakowicz, 1999 , pgs 308-309). Esta ecuacion se puede reducir a la
ecuacion 17 cuando no hay un cambio en el rendimiento cuantico del fluoréforo (R =
1). Si suponemos una reacciéon de unién 1 a 1 y se aplica la ec. 22 junto con una
ecuacion equivalente a ec. 4 (cambiando el ligando), la unién se ajusta a la siguiente

ecuacion general:

r= (rr + Knere* [Pl R+1y) / (1+Kingre* [P+ R) (23)

La ecuacion 23 se empled, junto con el valor obtenido previamente para R y un
equivalente de la ecuacion 3 para realizar un ajuste iterativo de los datos r vs. [P]s,
partiendo de valores iniciales diferentes de r, y rs, obteniéndose los valores mejor
ajustados de of Kngrpe, oy s (€ste Gltimo coincidioé con el valor medido).

Después apoFtsZ (375 nM) se tituld con concentraciones crecientes de mant-GTP. La
saturacion fraccional se obtuvo empleando la ecuacion 22 y se multiplico por la
concentracion de mant-GTP en la muestra. Sabiendo que la concentracion de mant-GTP
libre ([mant-GTP]s) se calcula con una ecuacion equivalente a ec. 8 (simplemente
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cambiando el ligando), se aplicé una ecuacion equivalente a la ec. 5 para ajustar
iterativamente los datos [mant-GTP]y/[P]r vs. [mant-GTP]s con el fin de obtener los

valores mejor ajustados de n y KmaTp.

12.2 Competicion de ligandos con mant-GTP

» Consideraciones experimentales

Se prepararon muestras (0.4 mL) con una mezcla de mant-GTP (concentracion final 500
nM), apoFtsZ (concentracion final 375 nM) y diferentes concentraciones de un ligando
competidor en tampdén de competicién. ApoFtsZ y mant-GTP se prepararon en una
solucion madre 2X, poniendo 0.2 mL por muestra, para asegurar la uniformidad de
concentraciones de mant-GTP y apoFtsZ en cada muestra.

Se incluyeron muestras control sin ligando competidor, sin apoFtsZ y con tampon solo
en cada ensayo. Cuando se ensayaron compuestos de quimica diferente a un nucleétido
0 un componente de nucledtido, como cuando se ensay0 PC o los compuestos de
cribado virtual, se incluyé habitualmente un control adicional con mant-GTP y
compuesto competidor, para asegurar que el compuesto ensayado no estuviera
interaccionando inespecificamente con la sonda fluorescente.

Por ultimo, en el caso de los compuestos de cribado virtual que mostraran una
fluorescencia significativa en el rango de emision de mant-GTP (como D2-11, en la
figura 12), se incluyé para cada punto de concentracion de ligando un blanco
equivalente de ligando en tampon. En estos casos, el valor blanco de tampon solo se
resto de las medidas del primer punto sin ligando competidor, mientras que a cada punto
de competicion se le restd su equivalente blanco a esa concentracién de ligando. Asi se
pudo restar el efecto de fluorescencia de ligandos que emiten a 445 nm, aungque hubo un
reducido nimero cuya emision de fluorescencia era demasiado elevada para esto y que

por tanto tuvo que ser descartado para su ensayo con mant-GTP.
> Calculos

La saturacion fraccional de mant-GTP se determiné como se describe en el apartado
anterior. Las afinidades de los ligandos se determinaron empleando el mismo sistema de

ecuaciones que empleamos en las competiciones con *H-GTP (ecs. 6-10), sustituyendo
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K3aeTe por la Kngtp Y todas las concentraciones de SH-GTP por concentraciones de
mant-GTP.
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1. METODO DE COMPETICION DE LIGANDOS POR EL SITIO
DE NUCLEOTIDO DE FTSZ

Un objetivo de esta tesis es el desarrollo de un método de competicion que permita la
deteccion de compuestos que se unan especificamente al sitio de nucledtido de FtsZ, asi
como la medida de su afinidad de union. Para ello se midieron las afinidades de union
de dos ligandos de referencia, mant-GTP y *H-GTP, con el objetivo de disponer de dos
métodos independientes de evaluacion de ligandos de FtsZ. Posteriormente, se pusieron
a prueba los dos métodos frente a un grupo comin de ligandos, de manera que se pudo
validar la calidad de los resultados del método de competicién con ligando fluorescente

con los resultados del método de competicion con ligando radiactivo.

1.1 Afinidades de unién de los ligandos de referencia

Se ha medido la afinidad de unién por titulacion de dos ligandos diferentes, mant-GTP
y *H-GTP, que se emplearan como ligandos de referencia en dos métodos de

competicion por el sitio de nucleétido de FtsZ.

Se tituld *H-GTP con concentraciones crecientes de apoFtsZ y posteriormente se hizo la
titulacion reciproca, titulando apoFtsZ con concentraciones crecientes de *H-GTP

(Figura 13).
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Figura 13: Titulaciones con ®*H-GTP. A - Titulacién de *H-GTP (50 nM) con concentraciones crecientes
de apoFtsZ. B - Titulacién de apoFtsZ (75 nM) con concentraciones crecientes de *H-GTP. En este caso
la concentracién de apoFtsZ empleada es la de proteina total, para visualizar el ajuste del nimero de sitios
de nucleotido (n) por proteina. Las lineas son los mejores ajustes para cada curva.
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Los resultados fueron valores de constantes de afinidad de (2.84+0.36) -10’ M™ y

(4.25+1.53) -10" M para la titulacién de *H-GTP con apoFtsZ y la titulacién reciproca,
respectivamente. Ademés, la titulacién de apoFtsZ con *H-GTP dio un nimero de sitios
de nucledtido por apoFtsZ de n = 0.77+0.07, que estd muy cerca del valor obtenido
anteriormente (0.75+0.04, ver Materiales y Métodos, apartado 5). Finalmente se eligio
como afinidad del ligando de referencia el obtenido de la titulacién de *H-GTP con
concentraciones crecientes de apoFtsZ, dado que las titulaciones hechas con
concentraciones crecientes de *H-GTP padecen de una menor reproducibilidad y mayor
error. Esto se debe a que, al aumentar la concentracion de ligando, en zonas de la curva
cercanas a la saturacion, la proporcion de ligando unido ([*H-GTP]y/[*H-GTP]r) es muy

baja y por tanto dificil de medir con precision.

Se hicieron titulaciones de apoFtsZ con mant-GTP y las reciprocas. La intensidad de
fluorescencia emitida por mant-GTP aumenta de manera considerable cuando se une a
apoFtsZ. Por ello se necesita un factor de correccion (R) que lo tenga en cuenta para no
sobrevalorar la cantidad de mant-GTP unido debido a su mayor emision de
fluorescencia en las medidas de anisotropia. EI cambio de intensidad de fluorescencia se
puede detectar empleando luz de excitacién y emision no polarizada. Sin embargo, es
deseable obtener el factor de correccién en el mismo ensayo de titulacion de mant-GTP
con apoFtsZ sin tener que alternar entre medidas sin y con polarizacién en cada punto
del ensayo. Para evitar este inconveniente se emplea la luz polarizada en angulo magico
(Im, en angulo 54.7°), que es directamente proporcional a la luz sin polarizar (Lakowicz,
1999 , pg. 301). Esto fue comprobado experimentalmente (Figura 14), observandose
una buena proporcionalidad entre la intensidad de fluorescencia sin polarizacion y con

polarizacion en angulo magico.
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Figura 14: Proporcionalidad de intensidad de fluorescencia sin polarizar y con polarizaciéon en
angulo mégico. La emision de fluorescencia mant-GTP (50 nM) se midi6 a concentraciones crecientes de
apoFtsZ, recogiéndose medidas de intensidad de fluorescencia sin polarizar (I) e intensidad de
fluorescencia en angulo magico (ly). Se ajustaron los puntos a una regresion lineal con ecuacién Iy =
3,526-10%1 - 2,266-10° con R?=0.99.

Habiéndose confirmado que Iy es una medida precisa del cambio de intensidad de
fluorescencia se hizo la titulacién de mant-GTP (50 nM) con concentraciones crecientes
de apoFtsZ, recogiendo medidas de r e Iy. A partir de la titulacion empleando medidas
de angulo magico (Figura 15A) se obtuvo el factor de cambio de intensidad (R =
6.1+0.6), que se empled para corregir todas las titulaciones y competiciones posteriores
hechas empleando anisotropia. También se obtuvo un valor de la afinidad de mant-GTP

por apoFtsZ, Kmere = (1.30+0.3)-10° M™. La titulacion hecha con medidas de
anisotropia (Figura 15B) dio unas anisotropias para mant-GTP libre y unido de
0.027+0.001 y 0.23+0.01, respectivamente. Se obtuvo una afinidad de unién de Kngrp =
(9.40 + 3.9) -10° M™%, Si se observa la representacion grafica de la titulacion de mant-
GTP con apoFtsZ se ve que, a diferencia de la titulacion hecha con ly y en contra de lo
esperado habitualmente, 1/K;, en el caso de la titulacion con anisotropia no coincide con
el valor en el eje de abscisas de la mitad de la curva. Esto es debido al factor de
correccion R que se emplea para corregir los datos de anisotropia de manera que no se

sobrevalore la fluorescencia de mant-GTP unido frente a mant-GTP libre.
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Figura 15: Titulacién de mant-GTP (50 nM) con apoFtsZ. A — Titulacién medida con emision de
fluorescencia en angulo mégico. B — Titulacién medida por anisotropia. Las lineas s6lidas corresponden
al mejor ajuste en cada caso.

También se intentd la titulacion de apoFtsZ (375 nM) con concentraciones crecientes de
mant-GTP, pero este ensayo obtuvo una reproducibilidad muy baja, debido al gran error
que se obtuvo en las zonas de saturacion de apoFtsZ, donde la proporcion de mant-GTP
unido ([mant-GTP]y/[mant-GTP]y) es muy baja. Debido a esta dificultad se eligio, al
igual que en el caso del *H-GTP, la afinidad de la titulacion del ligando de referencia
(en este caso mant-GTP) con concentraciones crecientes de apoFtsZ como la afinidad de
referencia para los ensayos de competicion.

Finalmente, con el proposito de comparar sus afinidades, se hizo la titulacién de mant-
GDP con concentraciones crecientes de apoFtsZ en las mismas condiciones,

obteniéndose unas anisotropias para mant-GDP libre y unido de ~0.05 y ~0.29,
respectivamente, y una Kmepp = (8.3+1.4)-10° M™, lo que resulta en un cociente

Kmete/Kmepp de 1.13+0.47.

1.2 Comparacion de los métodos de competicion con *H-GTP y mant-GTP

Para comprobar que el método de competicion con mant-GTP daba medidas precisas de
afinidad de ligando se ensay6 un grupo de seis ligandos diferentes empleando tanto el
método de competicién con *H-GTP como el método de competicién con mant-GTP
(Figura 16, Tabla 5). La competicién con mant-GTP dio medidas precisas para ligandos
con afinidades comprendidas entre 10° y 10° M™. Las afinidades medidas por
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competicion con mant-GTP fueron sistematicamente algo mas altas que las obtenidas
por competicién con *H-GTP (media de 2.7+1.1 veces mayor). Se trata una diferencia

de poca importancia para la comparacién de afinidades relativas de ligandos.
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Figura 16: Comparacion de competiciones con *H-GTP y mant-GTP. Comparacién entre GTP
(negro), ATP (azul) y GMP (verde) hechas usando el A — Método de competicion con *H-GTP (100 nM)
por apoFtsZ (75 nM). B — Método de competicion con mant-GTP (500 nM) por apoFtsZ (375 nM). Se
representan datos medios de al menos dos réplicas en cada caso. Los trazos rojos corresponden a ajustes
tedricos hechos suponiendo Ky,.grp = 10 (linea continua) o 10** (linea discontinua).

La competicion con mant-GTP aporta medidas con una precision mucho menor cuando
la afinidad del ligando es mucho mayor que la del mant-GTP (>10% Kperp). Esto
incluye el ligando natural GTP. Aungue el ajuste de la competicién es aparentemente
buena, si se trazan curvas de ajuste imponiendo afinidades 6rdenes de magnitud
mayores que la obtenida (10° y 10" M™, Figura 16B, trazos rojos) apenas se ve una
diferencia en el ajuste aparente (Figura 16, trazos rojos). Esto significa que el método de
competicion con mant-GTP, aunque podréd detectar ligandos cuya Ky sea cercana o
mayor que la del GTP, dara medidas poco cuantitativas de su afinidad. Se calcul6 una
aproximacion a la afinidad que daria la competicion de mant-GTP para el GTP si se
pudiera alcanzar ese rango. Para ello se multiplicé la afinidad del GTP obtenida por

competicion con *H-GTP (Kgrpanate = (4.13+0.27)-10° M™) por el factor entre las

afinidades obtenidas empleando los dos métodos. Esto da una Kgrpmgte ~ 1.12-10° MY,
que servira para poder comparar la afinidad del GTP frente a la afinidad de otros

ligandos obtenidos por competicion con mant-GTP.
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Dentro del grupo de los ligandos probados empleando ambos métodos de competicion
hubo tres nucledétidos trifosfato diferentes de GTP: ATP, CTP y UTP. El cambio de la

base del nucledtido de Guanina a Adenina causa una bajada considerable de la afinidad
del ligando, desde ~1.12-10° M™ a (4.93+0.60)-10° M™. Sorprendentemente, el cambio
de la base desde una purina a una pirimidina (CTP o UTP) causa un efecto adicional
insignificante en la constante de afinidad. CTP tiene una afinidad de (7.58+2.9)-10° M™*
y UTP tiene una Kj, de (7.13+1.4)-10°> M™. Se hizo también un ensayo de competicion
de ADP con mant-GTP obteniéndose una Ky de 2.84-10°> M™. Esto da una Karp/Kapp =

1.74. Parece que el fosfato-y tiene un efecto limitado sobre la union a FtsZ, lo cual esta

de acuerdo con lo anterior para mant-GTP y mant-GDP.

Tabla 5: Afinidadesy energiaslibres de unién de ligandos a apoFtsZ

Ligando Kauare(M™) Kmerp (M™) AGncte (kcal M)
Partesdel GTP
GTP (4.13+0.27)-10° ~1.12-10° ~-10.97
GDP — ~3.8-10’ ~-10.34
GMP (8.09+0.11)-10° | (2.62+0.57)-10* -6.02+0.14
Guanosina — (3.42J_r0.37)-103 -4.81+0.07
PPPi — (4.16+0.01)-10* -6.29+0.01
PPi (2.93+0.71)-10* | (5.71+0.13)-10" -6.480.01
Pi — (1.53+0.15)-10° -4.34%0.06
Otros nucledtidos
ATP (3.44+0.03)-10° | (4.93+0.60)-10° -7.76+0.10
ADP — 2.84.-10° -7.43
CTP (1.78+0.25)-10° | (7.58+2.9)-10° -8.01+0.30
uTP (2.67+0.39)-10° | (7.13+1.4)-10° -7.98+0.20

Constantes de afinidad de ligandos que unen el sitio de nuclettido de apoFtsZ. Kaygre: Constante de
afinidad obtenida de competicién con *H-GTP. Kgrp: constante de afinidad obtenida de competicion con

mant-GTP. AGnctp, €nergia libre de union calculada a partir de Kgtp. L0S datos marcados con “~” son
aproximativos (ver texto principal).
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2. LAUNION DE GTP Y SUS PARTES A apoFtsZ

Con el fin de entender mejor la interaccion de FtsZ con su ligando natural, GTP, se
empled el método de competicién con mant-GTP para estudiar la unién de GTP y sus
partes (GDP, GMP, guanosina, PPPi, PPi y Pi) a apoFtsZ.

2.1 Medidas de las afinidades de unién

Se determinaron las afinidades de unién de las partes del GTP al sitio de unién de
nucledtido de apoFtsZ (Figura 17, Tabla 5). Todas las partes ensayadas del GTP
compiten con mant-GTP por el sitio de nuclettido, con afinidades comprendidas entre
nanomolar (GTP) y milimolar (Pi). Del GDP se obtuvo un ajuste que queda justo en el
borde del rango de ajustes precisos para el método de mant-GTP. Esto no es inesperado,
dado que al comparar ATP con ADP y mant-GTP con mant-GDP, se ha visto que la
presencia del fosfato-y tiene una influencia pequefia sobre la afinidad total, de manera
que el GDP légicamente tendra una afinidad similar a la del GTP. Utilizando técnicas
de HPLC (Huecas et al., 2007) y calorimetria isotérmica (cfr. infra) se encontré que

GTP tiene una afinidad 2.9+0.5 veces mayor que el GDP, por lo que se puede aproximar

el valor de la afinidad del GDP como Kgtp-mate = 2.9 = 3.8-10" M,
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Figura 17: Curvas de competicion de GDP y componentes de diferentes afinidades. Competiciones

de GDP (negro), PPPi (rojo), guanosina (verde) y Pi (amarillo) con mant-GTP (500 nM) por apoFtsZ
(375 nM). Las lineas solidas corresponden al mejor ajuste en cada caso.
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Aunque se ha observado que el fosfato-y tiene una influencia pequefia sobre la union, el
fosfato-f tiene una influencia mucho mayor, ya que quitarlo baja la afinidad dos
6rdenes de magnitud, desde 3.8-10° M™ (para el GDP) hasta (2.62+0.62)-10* M (para
el GMP). El fosfato-a tiene una influencia sobre la unién algo menor que el fosfato-p.
Quitarlo baja la afinidad un orden de magnitud, a (3.42+0.37)-10° M™ para la
guanosina. Una manera complementaria de estimar la contribucién de los fosfatos sobre

la unién del nucleétido es medir su afinidad por si solos. Los tres componentes de

fosfato ensayados, PPPi, PPi, y Pi, compiten con mant-GTP por el sitio de nucleotido de
apoFtsZ, con afinidades de (4.16+0.01)-10% (5.71+0.13)-10* y (1.53+0.15)-10° M™%,

respectivamente.

2.2 Enerqgias libres totales y energias intrinsecas de la unién de ligandos a apoFtsZ

La conversion de las afinidades de unién a cambio de energia libre estandarAG °),
empleando la ecuacién AG® = -RT-Ln K, (R = constante de los gases ideales; 1.985
cal-K™*-mol™?, T = temperatura en grados Kelvin), facilita la comparacién entre ligandos
y permite célculos cuantitativos de las contribuciones parciales de cada parte de la
molécula del GTP a la unién total. Una vez se tienen las AG® (Tabla 5), se pueden hacer
calculos adicionales para entender la contribucién parcial de cada grupo del GTP a la
unién (Tabla 6). El incremento parcial de energia libre (AAG®) es una primera
aproximacion a la contribucion intrinseca de cada parte de una molécula a la union,
suponiendo que no hubiera mas cambios en el sistema (Andreu y Timasheff, 1982,
Buey et al., 2004). Asi por ejemplo, se puede aproximar la contribucion del fosfato-y

como:
AAGO(GDP_,GTP) = AGOGTP - AGOGDP = (-1097) - (-1034) =-0.63 kcal -mol'l

Usando el mismo tipo de célculo vemos que el fosfato-p contribuye con -4.32
kcal-mol™ y el fosfato-a. contribuye -1.21 kcal-mol™. La guanosina contribuye con

—4.68 kcal-mol™, que es un valor muy cercano a la energia libre de unién medida para

la guanosina, de -4.81+0.07 kcal-mol™.
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Tabla 6: Contribuciones parciales de partes del GTP a la unién a apoFtsZ

o % G°(GTP)
Modificacién de AAG® % AG°(GDP) | % G°(GDP) | % AG°(GTP) )
Grupo ) ) ) ) computacional
ligando (kcal/mol) | experimental | computacional | experimental
cadena a, b
Guanosina PPPi — GTP -4.68 46 32 43 36, 47
Guanina NTP — GTP ~-3.05* ~30 15 ~28 21,12
Ribosa PPPi — NTP ~-1.63* ~16 17 ~15 15,35
Trifosfato | guanosina— GTP -6.16 54 68 57 64, 53
o-fosfato guanosina —-GMP -1.21 12 20 11 9,4
Pi — PPi -2.15 (21) - (20) -
[3-fosfato GMP —GDP -4.32 42 48 40 34,26
y-fosfato GDP — GTP -0.63 - - 6 21,23
PPi — PPPi 0.19 - - (-2) -
>grupos - -10.84 100 100 100 100, 100

Contribuciones intrinsecas (AAG®) de los componentes principales (en negrita) y subcomponentes a la
union del GTP. La modificacion de ligando indica las energias libres de unién empleadas en el calculo
(ver texto). “% Experimental” es el porcentaje de la union total que aporta el grupo y “% Computacional”
los correspondientes porcentajes calculados computacionalmente. Entre paréntesis y en cursiva,
porcentajes empleados usando las AAG® de los fosfatos que no se emplean en la suma. Los valores
marcados con “*” estan calculados en la Tabla A7 (Apéndice).

La guanina presenta dificultades experimentales para la medida directa de su afinidad,
debido a su baja solubilidad (Devoe y Wasik, 1984). Aun suponiendo que la ribosa no
contribuyera a la union y por tanto que la guanina tuviera la misma afinidad que la
guanosina, la baja solubilidad de la guanina hace imposible realizar una curva completa
de competicion en las condiciones de medida. La similitud de las afinidades de los
nucleétidos no de guanina hacen posible una estimacion grosera de la contribucion de la
guanina y la ribosa por separado (Tabla 6, Apéndice Tabla A7) pero se debe tener en
cuenta que esta estimacion se hace suponiendo que una base diferente de la guanina no

estableciera interaccion alguna con FtsZ, lo que parece poco probable.

Las energias libres de unién para PPPi, PPi y Pi fueron -6.29+0.001 kcal-mol™,

~6.48+0.013 kcal-mol™, y -4.34+0.06 kcal-mol™, respectivamente. Se pueden comparar
estas energias libres de unién medidas con las energias intrinsecas calculadas para ellas
en el contexto de la molécula total del GTP (Tabla 6). AAGguanosina,cTer NOS da la

contribucién intrinseca del grupo trifosfato del GTP, de -6.16 kcal-mol™, un valor muy
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cercano a la energia libre de unién medida para el PPPi. En el caso de PPi y Pi podria
considerarse inicialmente un problema mas complejo, ya que estos ligandos tienen la
capacidad potencial de unirse en mas de una posicion en el sitio de nucledtido. En
teoria, PPi podria situarse en posicion o-f 0 -y, mientras que Pi podria situarse en
posicion «, B, 0 y. Sin embargo, suponiendo una distribucion de Boltzmann
(Schoonmaker, 1972 , pagina 13) para la union de los fosfatos en las tres posiciones, se

puede calcular la proporcion de Pi que se unirden a, B 0y:

ny

n; 1 _
I _ oRT(8AGi- AAGy)

siendo ni/n; la proporcion de fosfato en posicion “i” frente a la posicion de minima
energia, AAG; la energia intrinseca de la posicion “i” yAAG 1 la energia intrinseca de la
posicion de minima energia. En este caso el estado de minima energia corresponde a la
posicion B, que es la que tiene una energia intrinseca mas favorable (-4.44 kcal-mol™)
que se puede comparar con los fosfatos en posicion “i” (o 0 y). Empleando este calculo
se ve que un 0.5% del Pi ir4 a la posicion o frente a la 3, y menos de un 0.2% ir4 a la
posicion y. El Pi se uniré casi en su totalidad en la posicién 8, lo que significa se puede
comparar AG%; con AAGgwp 6op, Viéndose que son muy similares entre si. Utilizando
el mismo calculo se ve que el PPi puede unirse tanto en la posicién a- como en la
posicion B-y. Se observa que las tanto la contribucion intrinseca para la posicion a-3
(AAGguanosinascop = -5.53 kcal-mol™) como la de la posicion -y (AAGemp,cte = -4.95

kcal-mol'l) son similares al valor de AGpp;.

2.3 Union del GTP y GDP a apoFtsZ medida por calorimetria isotérmica de

reaccion

Los resultados de los ensayos de competicion de GTP y GDP con mant-GTP y *H-GTP
indican que el fosfato-y tiene una contribucion energética minima a la union de GTP a
apoFtsZ. Para confirmar esto midio la union de GTP y GDP empleando una técnica
diferente a la competicién. La titulacién por calorimetria isotérmica de reaccion (ITC)
aporta medidas de entalpia de union (AH) de ligandos. Tiene la ventaja adicional de
poder obtenerse la energia libre de union y la contribucion entrépica (-TAS) de la
misma. Ademas aporta una medida del namero de sitios de ligando por proteina. La

desventaja de esta técnica es que requiere una gran cantidad de proteina para cada
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ensayo (1 mg, en este caso). La purificacion y preparacion previa de proteina y ligandos
(ver Materiales y Meétodos) se realizd en nuestro laboratorio y las medidas ITC en el
laboratorio de la Dra. Margarita Menéndez del Instituto de Quimica Fisica Rocasolano,
CSIC, Madrid. Se determinaron las energias libres de union del GTP y GDP tanto en
presencia como en ausencia de Mg, ademéas de medirse la unién de Mg®* por si solo.
También se obtuvo la estequiometria de unién de GXP (n = 0.83+0.08). Se pueden
comparar las titulaciones del GDP y GTP-Mg** en la Figura 19 y los resultados

completos estan en la Tabla 7.
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Figura 18: Calorimetrias isotérmicas. ITC de GDP (A) y GTP-Mg®* (B). Ambos ensayos se realizaron
a 25°C. El area bajo los picos (paneles superiores) representa liberacion de calor tras la inyeccion de
ligando a la solucion de apoFtsZ. Los puntos en los paneles inferiores representan a los mismos calores,
tras restarles el calor de dilucion y dividir entre los moles de ligando inyectados. Las lineas sélidas son los
mejores ajustes en cada caso de AH, AG (Tabla 8) y n (Huecas et al., 2007).

Tabla 7: Energética de las interacciones entre apoFtsZy GDP o GTP

Ligando Ky, (M) AG (kcal-mol™) | AH (kcal-mol™) | AS (cal- K -mol™)
GDP (5+1)-10’ -10.5+0.1 -6.800.2 12.4+0.3
GDP-Mg”™* | (2+0.8)-10’ -10.0£0.2 -3.7820.09 20.9+0.4
GTP (3£1)-10° -11.620.2 -5.88+0.08 19.1+0.4
GTP-Mg** (3+1)-10’ -10.2+0.2 -3.31+0.03 23.1+0.6
Mg”* (3£0.3)-10° -2.70.2 4.2+0.7 23+2

Los experimentos de ITC se hicieron en ausencia o presencia de MgCl, (10 mM) tanto en la solucion de
proteina como en la solucidn de nucleétido. Los ensayos en presencia de MgCl, se hicieron en ausencia
de EDTA. Dada la baja afinidad de Mg®* no es posible estimar la estequiometria de la reaccion de unién,
por lo que la entalpia fue calculada por mol de proteina, en vez de por mol de sitio de unién.
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De los resultados de los experimentos de ITC se puede observar que las reacciones de
unién de GTP o GDP a apoFtsZ son moderadamente exotérmicas. La presencia de Mg
afecta negativamente a la afinidad de los nucleotidos. La presencia del fosfato-y tiene un
efecto positivo pero modesto sobre la afinidad. La afinidad de GTP-Mg?* es solo 1.5
veces mayor que la afinidad de GDP-Mg?*, lo cual es compatible con los resultados
obtenidos por competicion. Es esperable una cierta variabilidad respecto a los resultados
por competicidn, dado que se tratan de técnicas muy diferentes y especialmente porque
la concentracion de apoFtsZ empleada para ITC es suficiente para la formacion
espontanea de dimeros y trimeros de proteina (aun en ausencia de magnesio o
nucledtidos) mientras que las concentraciones utilizadas en ensayos de competicion

aseguran la presencia unicamente de monémeros de apoFtsZ (Huecas y Andreu, 2003).

2.4 Andlisis bioinformatico de las interacciones de GTP y GDP con MjFtsZ

El dimero MjFtsZ-GTP (con estructura cristalografica conocida y cédigo PDB 1W5A)
consta de dos cadenas de FtsZ; la cadena A y la cadena B. Aunque ambas cadenas
tienen al GTP unido en el sitio del nucleétido, sélo GTP-cadena A incluye un i6n Mg*".
Los sitios de union de GTP de ambas cadenas son muy similares entre si y al sitio con
GDP (con estructura también conocida y codigo PDB 2VAP). De hecho GTP y GDP tal
y como aparecen unidos en sus respectivas estructuras cristalograficas, se ve que son
practicamente superponibles (Figura 19). Esto, a priori, puede resultar sorprendente si
ademas se considera el hecho de que las afinidades para GDP y GTP obtenidas por
técnicas de competicion e ITC son similares, lo que significaria que el fosfato-y no
establece interacciones importantes dentro del sitio del nucle6tido. Esto parece poco
probable si se observa la estructura cristalogréfica, dado que el fosfato-y se encuentra a
una distancia favorable para establecer interacciones con la proteina (Oliva et al., 2004).
Ademas, el fosfato-y tiene una funcion regulatoria clave en FtsZ, dado que determina si
la proteina ensamblard (con GTP) o desensamblard (con GDP) lo que es dificil de
explicar dada la poca diferencia entre las estructuras cristalograficas y la similitud de las

afinidades de unién de ambos nucleétidos.

Para intentar resolver estas contradicciones aparentes, se realizaron simulaciones de
dindmica molecular por el Dr. Antonio Morreale, Unidad de Bioinformatica del Centro

de Biologia Molecular Severo Ochoa, con el fin de analizar las interacciones FtsZ-
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nucledtido e identificar posibles cambios conformacionales que se darian en solucion
pero que no serian visibles en la estructura cristalografica de FtsZ unida a GTP o GDP.
Para ello se utilizaron las estructuras anteriormente conocidas de MjFtsZ-GDP y

MjFtsZ-GTP (tanto en la cadena A como en la cadena B).

Figura 19: Superposicion del sitio de nucleétido de MjFtsZ-GDP y MjFtsZ-GTP. Superposicion del
sitio de nucledtido de la estructura cristalografica de MjFtsZ-GDP (PDB: 2VAP, en rosa) con la de
MjFtsZ-GTP-Mg®* (PDB: 1WS5A, en cian). GTP y GDP estan coloreados por tipo de 4tomo y Mg®* como
esfera gris.

> Estabilidad de los complejos FtsZ-nucle6tido analizados

Se realizaron primero unas simulaciones de dinamica molecular empleando las
estructuras de FtsZ-GDP y FtsZ-GTP-Mg?* con el fin de analizar la estabilidad de las
estructuras. En ambos casos, la proteina se mantuvo estable estructuralmente (Figura 20
A-GTP y B-GDP). Se hicieron dos calculos en el caso de los ligandos (GDP/GTP). En
un caso se superpuso cada paso a su respectiva estructura cristalografica antes de
realizar los célculos de RMSD, dando como resultado para el GDP 1.28 + 0.28 A y para
GTP 1.30 + 0.2 A, lo que indica que los ligandos no sufrieron grandes cambios
conformacionales debido a sus grados de libertad internos (enlaces rotables). En el otro
caso no se hizo un ajuste previo, monitorizandose asi el movimiento del ligando en el
sitio de union. En este caso los resultaros fueron de 2.28 + 0.43 A para el GDP y 0.86 +
0.12 A para el GTP. Se observa un movimiento mayor del GDP que, siendo mas

pequefio que el GTP, fluctia mas antes de encontrar su posicién en el sitio de union.

También se calcularon las fluctuaciones de las posiciones atomicas promediadas por la

masa de cada residuo (Figura 20 C-GTP y D-GDP). El elemento mas mavil es la hélice
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Figura 20: Dindmicas moleculares con FtsZ-GDP y FtsZ GTP-Mg®*. A - RMSD (en A) durante
las dindmicas moleculares para FtsZ (negro) y GDP (con ajuste previo en azul y sin ajustar
previamente en rojo) comparados a la estructura cristalogréfica inicial (PDB: 2VAP). B - RMSD
(en A) como en A para GTP (PDB: 1WS5A). C - Fluctuaciones de las posiciones atémicas
promediadas por la masa por cada residuo a lo largo de la dinamica molecular para GDP. D — Como
en D con GTP. E — Superposicion de la estructura cristalografica sobre las estructuras minimizadas
promedio de los Gltimos 500 ps de la dinamica tomadas en periodos de 10 ns para GDP. F — Como
en E con GTP. G - Diferencias entre MjFtsZ-GDP (verde) y MjFtsZ-GTP-Mg*" (cian, cadena A) en
el sitio de unién de nucledtido tras 50 ns de dinamica molecular. El ién Mg®" se representa como
una esfera color cian. H — Como en G empleando la cadena B de MjFtsZ-GTP-Mg**
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N-terminal HO. Otras fluctuaciones importantes (por encima de 2 A) corresponden al
bucle T3 (residuos 98-103 con GDP y 97-100 con GTP), el bucle T5 (residuos 164-169
con GDP), el bucle H6-H7 (residuos 199-209 con GDP y 197-212 con GTP, incluyendo
en ambos casos la parte superior de H7), el bucle S9-S10 (residuos 325-328 con GDP y
325-331 con GTP) y el bucle S11-S12 (residuos 347-352 con GDP).

» Movimientos de FtsZ y nucle6tido a lo largo de la dindmica molecular

Los movimientos de FtsZ a lo largo de la dinamica molecular se pueden apreciar al
superponer las estructuras cristalograficas sobre las estructuras promediadas de los
ultimos 500 ps de la dindmica tomadas en periodos de 10 ns (Figura 20 E-GTP y F-
GDP). El bucle T3y la parte superior de H7, que forman los bordes de sitio de union de
nucleétido, son los que experimentan la mayor variabilidad. Los resultados fueron
similares cuando se emple6 una FtsZ-GTP-Mg?* que se construyé afiadiendo un ién de
Mg®" a la cadena B de la estructura 1W5A (datos no mostrados). Si se compara la
estructura con GDP con la estructura con GTP (Figura 20 G-GDP vs. GTP-Mg?* cadena
A, H - GDP vs. GTP-Mg®" cadena B) tras los 50 ns de dindmica molecular se ve que ya

no son superponibles, como lo eran en las estructuras cristalogréaficas.
> Interacciones establecidas entre GDP y GTP y FtsZ

A partir de las dindmicas moleculares se analizaron las principales interacciones de las
diferentes partes de los nucleétidos GTP y GDP con FtsZ (Figura 21 A-GDP, B-GTP
cadena A, C-GTP cadena B).

El anillo de guanina se encuentra apilado entre las cadenas laterales de F208 y A48,
tanto en FtsZ con GDP y con GTP (aunque la interaccion es mas debil en GTP-cadena
B). A lo largo de la dinamica K209 reemplaza a F208 en GTP-cadena A pero no en
GTP-cadena B. En la estructura con GDP la interaccion con A48 es compartida con el
fosfato-a. y en la estructura con GTP es compartida ademas con el anillo de ribosa. El
grupo carboxilo de D212 establece una interaccion electrostatica con el GTP unido a la
cadena A. Esta interaccion se debilita cuando el GTP esta unido a la cadena B o cuando
el nucledtido unido en el sitio es el GDP. Ademés, GTP-cadena A forma un puente de
hidrogeno entre el grupo carboxilo de D212 y un atomo de hidrégeno en posicién N1 en
el GTP o posiblemente con los &tomos de hidrogeno del grupo amino en posicion N2 (la

proporcion de tiempo en el que el puente de hidrégeno esta formado es del 19%).
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El sitio de nucleétido de GTP-cadena B se vuelve méas estrecho que el sitio en GTP-
cadena A, con el acercamiento del extremo N-terminal de la hélice H7 y la formacion de
un puente hidrogeno entre D212 y la posicién N51 del GTP. Tanto la estructura GDP
como GTP presentan una interaccion hidrofobica débil entre la guanina y F162. En la
estructura con GDP se establecen dos interacciones electrostaticas transitorias (a los 10

ns de la dinamica molecular) con A211 y T159, mientras que en la estructura con GTP

la interaccidn con T159 es permanente y se establece otra del mismo tipo con C129.

Figura 21: Interacciones de FtsZ
con GDP y GTP tras las dindmicas
moleculares. A - FtsZ-GDP B -
FtsZ-GTP-Mg®. Se utiliz6 la
estructura IW5A-cadena A. C - FtsZ-
GTP. Se utiliz6 la estructura 1W5A-
cadena B. Todas las estructuras estan
representadas tras 50 ns de dindmica
molecular. Los residuos con las
interacciones mas significativas se
representan como varillas con colores
por tipo de atomo.

El anillo de ribosa de la estructura con GDP establece interacciones hidrofdbicas
estables con P161, G130, L131, G132 y R169 (compartida con los dos grupos fosfato).
En la estructura con GTP la ribosa comparte interacciones hidrofobicas con A48 y
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electrostaticas con F208, compartida con el anillo de guanina. Ademas tiene
interacciones hidrofobicas estables con G130, L131, G132 y F162. Por otro lado, se
forma un puente de hidrogeno entre E165 (porcentaje de retencion 68%) y el grupo
hidroxilo en posicion 2’ en el nucledtido, y una interaccion electrostatica con R169.
Aunque generalmente similares, las interacciones son mas cercanas en GTP-cadena B

que el GTP unido a la cadena A.

El fosfato-o de la estructura con GDP forma inicialmente un puente de hidrogeno con
A48, pero éste se pierde al final de la dindmica molecular y la interaccién se convierte
en hidrofobica. Se forman dos puentes de hidrégeno estables entre R169 y el atomo de
oxigeno O2 del GDP (porcentaje de retencion 48.58%). Ademas, hay interacciones
electrostaticas entre el GDP y G133, compartidas con el fosfato-p (ver mas abajo). La
interaccion del fosfato-o con GTP se produce a través de interacciones hidrofdbicas con
GA47 e interacciones electrostaticas con A48 y G133, siendo éstas compartidas con los

fosfatos By vy.

El fosfato-p establece interacciones similares en las estructuras con GTP y GDP. Las
interacciones dominantes son por puente de hidrégeno, que en la estructura con GDP
son con G134 (porcentaje de retencion 27%), T135 (cadena principal y lateral,
porcentaje de retencién 21 y 67% respectivamente), G136 (porcentaje de retencién
33%) y G47 (porcentaje de retencion de solo 2%, con interacciones van der Waals
compartidas con el fosfato-a). Se establecen también interacciones menores con G46
(electrostaticas) y G90 (hidrofébicas débiles). En la estructura con GTP se establecen
puentes de hidrégeno con G134 (porcentaje de retencidon 21%) y G136 (porcentaje de
retencion 29%), interacciones electrostaticas con G46 y G47, interacciones hidrofobicas
con T135 y la interaccion con G133 que comparten los tres grupos fosfato. Ademas se
establecen interacciones menos importantes con los residuos C45 y N70.

El fosfato-y en la estructura GTP interacciona con FtsZ a través de dos puentes de
hidrogeno con la cadena principal (porcentaje de retencion 29%) y lateral (porcentaje de
retencion 84%) de T135, ademés de la interaccion compartida con G133. La estructura
de rayos X predice un numero mucho mayor de puentes de hidrogeno con residuos del
bucle T3 (G96, A97, G98 y G99) pero éstos se pierden (GTP-cadena A) o se reducen
significativamente (GTP-cadena B) a lo largo de la dindmica molecular.
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> Energias libres de union de GDP y GTP a FtsZ

Las energias libres de unién de GDP y GTP se calcularon empleando el método MM-
GBSA (para la parte entélpica) y analisis cuasiharmonico (para la parte entrdpica). Se
puede observar como las energias MM-GBSA se estabilizaron poco a poco sin mostrar
fluctuaciones importantes al final de las trayectorias de dinamica molecular (Apéndice,
Figura Al).

Se calcularon los valores promedio (y sus respectivas desviaciones estandar) para los
ultimos 500 ps de cada periodo de 10 ns para GDP (Apéndice, Tabla Al) y GTP
(Apendice, Tabla A2). Estas energias se desglosaron en interacciones por residuo de la
proteina a lo largo de la dinamica molecular (Apéndice, GDP-Tabla A3, GTP-Tabla
A4). Aunque se esté hablando en términos de “energia libre”, se debe de tener en cuenta
que las energias MM-GBSA de cada residuo que se calculan siguiendo el método
implementado en AMBER 10 no son verdaderas energias libres de unién en el caso de
la descomposicidn por residuo. Para esto seria necesario restar las energias individuales
del nucledtido y la proteina de la energia total del complejo nucleétido-FtsZ. El
programa AMBER sélo calcula la energia en el complejo, sin tener en cuenta el ligando
0 proteina libres. Esto hace que las energias obtenidas sean, en términos numericos,
poco Utiles. Sin embargo este tipo de calculos si puede aportar informacion acerca de la
importancia relativa de las diferentes partes del ligando para la interaccion con la
proteina. Estas contribuciones relativas de las diferentes partes del GDP y GTP se
estimaron tras una inspeccion visual de los resultados de las dinamicas moleculares
(Apendice GDP-Tabla A5, GTP-Tabla A6, con ecuaciones explicativas de la division de

contribuciones).

El analisis de la union del GDP a FtsZ indico que las interacciones de los fosfatos o y
con la proteina (residuos G132, G133, G134 en el bucle T4 y R169 en el bucle T5)
constituyen por si solos mas de la mitad de la energia libre de union del ligando. El
anillo de guanina contribuye un 15% de la energia total en GDP y un 12-21% en GTP
(segun se mire la cadena A o cadena B). El anillo de ribosa contribuye un 18% para
GDP y un 15-35% para GTP. El fosfato-a contribuye un 20% con GDP pero s6lo un 4-
9% con GTP. En ambos casos la interaccion del fosfato-B es dominante, con una
contribucion del 48% con GDP y una de 26-34% con GTP (o del 34-44% en la
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estructura con GTP sin el fosfato-y). En general, se observa una correlacion entre las
contribuciones calculadas por dindmica molecular y las contribuciones en AAG
calculadas a partir de los datos experimentales (Tabla 6). La excepcidn esta en el caso
del fosfato-y, que contribuye con un 21-23% de la energia total de acuerdo con el
calculo MM-GBSA, pero sélo un 6% del AAG experimental. Los resultados de
dindmica molecular indican que la explicacion a esta contradiccion puede estar en las
diferentes interacciones que se establecen con la proteina debido a la presencia del
fosfato-y que en este caso invalidan AAG como aproximacion de la contribucién de

energia libre intrinseca del grupo fosfato (ver Discusion).

3. INTERACCION DE FTSZ CON INHIBIDORES POTENCIALES
DE SU FUNCION

3.1 Interaccion de FtsZ con derivados del GTP sustituidos en C8

Se empleo el método de competicion con mant-GTP para medir la union de una serie de
derivados del GTP sustituidos en C8 a apoFtsZ (Figura 22A). Un estudio previo
encontr6 que uno de estos derivados, el 8-bromoGTP (BrGTP), inhibia la
polimerizacion de FtsZ (Lappchen et al., 2005). Se estudiaron 7 derivados del GTP con
sustituyentes en el carbono C8 y la 8-bromo-guanina (BrGuanina). Todos los derivados
del GTP compitieron con mant-GTP por el sitio de union a nucledtido de apoFtsZ
(Tabla 8, Figura 22B). Uno de los compuestos, el 8-metoxi-GTP (MeOGTP), tiene una

afinidad cercana a la del GTP, por lo que no se pudo obtener una medida precisa de la
afinidad de este compuesto, aproximandose la K a 1.61-10° M™. El 8-pirrolidil-GTP
(PyrrGTP) tuvo la segunda mejor afinidad, con una K, de (5.24+1.4)-10". Cuatro
compuestos, 8-cloro-GTP (CIGTP), BrGTP, 8-iodo-GTP (IGTP) y 8-tertbutil-GTP
(tBuGTP) presentaron Kps intermedias, comprendidas entre 1 y 1.8-10" M¥,

aproximadamente. En este grupo se encuentra la mayoria de los compuestos con

sustituyentes pequefios. EI 8-morfolino-GTP (MorphGTP) tuvo la afinidad de union
menor de todos los compuestos medidos, con una Ky de (2.31+0.04)-10° M™. Parece

que, en general, la existencia de sustituyentes de mayor tamafio influye negativamente

en la afinidad por el sitio de nucleétido, con la excepcion del pyrrGTP. Se observé un
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Interacciones de CB8-derivados del GTP con FtsZ. A — Estructura quimica de los

compuestos ensayados, con los sustituyentes (R) localizados en posicion C8 sobre la molécula del GTP
(izquierda). B — Curvas de desplazamiento de mant-GTP (500 nM) de apoFtsZ (375 nM) empleando
analogos del GTP y BrGuanina. Las lineas corresponden al mejor ajuste a la curva de desplazamiento en
cada caso. C — Correlacién del Log Ky de los analogos del GTP (Kq = Ky 1) con el Log ICs de
polimerizacién de EcFtsZ medido por sedimentacion (negro) o dispersion de luz a 90° (simbolos vacios) y
con Log ICs, de polimerizacion de BsFtsZ medido por sedimentacion (rojo). Las lineas corresponden a la
regresion lineal en cada caso.

Tabla 8: Afinidades de unién a FtsZ de analogos de GTP sustituidos en C8

Ligando Ky (M) AG° kcal-mol™
MeOGTP ~1.61-10° ~-11.18
PyrtGTP (5.24+1.4)-10" | -10.52+0.19
CIGTP (1.01+0.05)-10" |  -9.55+0.03
BrGTP (1.27+0.80)-10" | -9.68+0.58
IGTP (1.81+0.48)-10" | -9.89+0.18
tBUGTP (1.01+0.08)-10" | -9.54+0.05
MorphGTP (2.31+0.04)-10° | -8.67+0.01
BrGuanina <1.10* >-5.45
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ligero desplazamiento de mant-GTP a concentraciones elevadas de BrGuanina, pero no

se pudieron ensayar muestras a concentraciones mas altas por problemas de solubilidad.

Ensayos hechos por el laboratorio de Tanneke den Blaauwen mostraron correlacion
entre la afinidad del compuesto por el sitio de union a nuclettido y la ICsy de
polimerizacion de EcFtsZ medida por dispersion de luz a 90° (Lappchen et al., 2008),
siendo 1Cs la concentracion a la que un 50% de la polimerizacion de FtsZ se inhibe.
Esta correlacion se confirmd en nuestro laboratorio por Laura Ruiz empleando la
técnica de sedimentacion por ultracentrifugacion, que da medidas mas cuantitativas del
grado de polimerizacion de FtsZ. Se midieron las 1Cso de polimerizacion con un
compuesto de cada grupo de afinidad (MeOGTP, PyrrGTP, BrGTP y MorphGTP)
empleando EcFtsZ y también BsFtsZ. Estos ensayos confirmaron que Log ICsg tiene
una correlacion lineal con Log Ky de los compuestos (Figura 22C) en FtsZ de las dos

especies bacterianas ensayadas.

3.2 Cribado virtual y experimental de ligandos del sitio de unién a nucledtido de
FtsZ

Con el fin de obtener compuestos de composicion quimica novedosa que pudieran
unirse de manera especifica al sitio de nucleétido de FtsZ, se llevo a cabo un estudio de
cribado virtual seguido de comprobacion experimental.

> Cribado Virtual

El cribado virtual fue llevado a cabo por los Dres. A. Morreale, R. Gil-Redondo y A.R.
Ortiz (T 5-5-2008) (Unidad de Bioinformatica del Centro de Biologia Molecular Severo
Ochoa, U.A.M.-C.S.I.C., Madrid). Partiendo de grandes quimiotecas virtuales se fueron
cribando compuestos para acabar con un numero limitado de ligandos potenciales para
caracterizacion experimental. El proceso general consiste en la interaccion virtual
proteina-ligando (conocida como “docking”) seguido de dinamica molecular y célculo
de energias de union MM-GBSA (Gil-Redondo et al., 2009 , Materiales y Métodos).
Esto resulta en la obtencion de una lista de alrededor de 100 compuestos. De los 100
compuestos con mejor afinidad virtual se seleccionan un pequefio niumero (unos 20)

para ensayos experimentales tras inspeccion visual.
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La primera ronda de cribado virtual se realiz6 empleando la quimioteca virtual
Chembridge, de 454886 compuestos, de los que fueron finalmente seleccionados 17
para ensayo en el laboratorio (Tabla 9). La segunda ronda se realiz6 empleando la
quimioteca de compuestos sintéticos de InterBioScreen, de 355138 compuestos, de los
que fueron seleccionados 19 para ensayo en el laboratorio (Tabla 10, ejemplo en figura
23A).

» Resultados experimentales

Primera ronda

Se ensayaron 17 compuestos por competicién con mant-GTP. De estos, quince no
mostraron efecto competitivo con mant-GTP y dos, D2 y D5, tuvieron una emision de
fluorescencia propia demasiado alta para su ensayo por competicién fluorescente. Estos
dos compuestos fueron empleados en un ensayo de competicién con *H-GTP sin que se
observara competicion. En todos los ensayos de competicion las concentraciones
empleadas fueron las maximas admitidas por la solubilidad del compuesto y que no
supusieran una concentracion de DMSO en la mezcla final de mayor del 2%.

También se ensayaron los compuestos en ensayos de sedimentacion por
ultracentrifugacion con 6.25 uM EcFtsZ y 2 mM GTP. Ningun compuesto tuvo efectos
inhibidores evidentes a su limite de solubilidad en la polimerizacién de EcFtsZ. Por otra
parte se realizaron ensayos de concentracion minima inhibitoria (MIC) sobre cultivos de
S. pneumoniae por el Dr. Martin-Galiano en nuestro laboratorio, siguiendo condiciones
estandar del “Clinical and Laboratory Standards Institute” (www.clsi.org). Estos
ensayos mostraron que D8 inhibia el crecimiento de las bacterias a bajas
concentraciones (3.8 uM) sin que ninguno de los otros compuestos tuviera efecto
aparente sobre crecimiento bacteriano. Por otra parte D5, aunque no inhibié el
crecimiento bacteriano, habia dado resultados de baja reproducibilidad en los ensayos
FtsZ de E. coli. En consecuencia se sometieron D5 y D8 a ensayos de sedimentacion
por ultracentrifugacion con apoFtsZ y strep-SpFtsZ, sin que finalmente se pudiera

confirmar efecto alguno sobre la polimerizacion.
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Segunda Ronda

Se ensayaron 19 compuestos, dos de los cuales (D2-8 y D2-5) estan en una mezcla
racémica de los enantiomeros. Al igual que en la primera ronda, ningin compuesto
compitio con mant-GTP por el sitio de union a nucledtido de apoFtsZ (ejemplo en
Figura 23B), aungue un compuesto, D2-17, tuvo emisién de fluorescencia propia
excesiva para su ensayo por competicion con mant-GTP. A diferencia de la primera
ronda de compuestos procedentes de cribado virtual, en este caso se sometieron todos
los compuestos a competicién con *H-GTP. Dos compuestos, D2-2 y D2-17, parecian
tener un posible efecto sobre la unién de *H-GTP a apoFtsZ. D2-2 parecia tener un
efecto positivo sobre la unién de *H-GTP, y D2-17 un efecto competidor. Cabe destacar
que estos efectos son reproducibles pero limitados y dentro del error de la medida.

Todos los compuestos se probaron para su posible efecto en la sedimentacion de EcFtsZ
en condiciones de polimerizacion, sin que se pudiera observar efecto inhibidor en
ningun caso. D2-2 y D2-17, ademas, fueron probados en ensayos de sedimentacion
empleando apoFtsZ debido a los resultados en las competiciones con *H-GTP, sin que

ninguno de los dos mostrara efecto inhibidor aparente.

Ademas, se realizaron ensayos de microscopia electronica para comprobar el posible
efecto de D2-2 o D2-17 sobre la morfologia de los polimeros de apoFtsZ, sin que se
apreciara variacion en ninguno de los dos casos (ejemplo en Figura 23C).

Uno de los elementos méas limitadores de los ensayos con los compuestos elegidos por
cribado virtual fue su solubilidad, que no se ajustd en la mayoria de los casos a la
solubilidad predicha (Figura 23D).
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Figura 23: Resultados de ensayos de cribado virtual. A — Ejemplo de compuesto elegido para ensayo. En
rojo la vista en superficie del sitio de unidn a nuclettido de MjFtsZ (PDB: 2VAP), con GDP (verde) y D2-2.
B — Curva de competicion de UTP con mant-GTP (negro) comparado con ensayo de competicion con D2-2
(rojo). La linea sdlida es el mejor ajuste para la competicion de UTP. C — Microfotografia de polimeros de
apoFtsZ (12.5 uM) en ausencia (arriba) o presencia (abajo) de D2-2 (100 uM). D — Comparacion de
solubilidad tedrica (en abscisas) comparada con solubilidad medida experimentalmente (en ordenadas)
expresado en Log S. Negro; compuestos de primera ronda. Rojo; compuestos de segunda ronda. No se
representan compuestos para los que no existe solubilidad teérica.

3.3 MciZ: un inhibidor potencial de FtsZ

MciZ es un péptido de 40 aminoécidos (Figura 24) que fue caracterizado como un
inhibidor de BsFtsZ en ensayos de doble hibrido orientados a encontrar proteinas que
interaccionaran con FtsZ (Handler et al., 2008 , Introduccién). Los autores encontraron
gue una cepa de B. subtilis resistente a MciZ presentaba la mutacion R143K en su FtsZ.
Dado que el residuo mutado se encuentra muy cercano al sitio de nucledtido, los autores
sugirieron que éste podria ser el sitio de unién de MciZ. Esta posibilidad fue ensayada
empleando método de competicién con mant-GTP y *H-GTP, y ademas se intentaron

confirmar los efectos descritos en el trabajo publicado anteriormente.
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MciZ H.N- MKVHRMPKGVVLVGKAWQIRAKLKQYGRTFQYVKDWISKP - COOH
CRAMP H;N- GLLRKGGEKIGEKLKKIGQKIKNFFQKLVPQPEQ- COOH
Melitina H,N— GIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ — COOH
CA(1-8)M(1-18) HoN— KWKLFKKIGIGAVLKVLTTGLPALIS- COOH

Figura 24: Secuencia aminoacidica de péptidos empleados con BsFtsZ.

Los resultados iniciales por competicibn con mant-GTP mostraron que,
sorprendentemente, en presencia de concentraciones crecientes de MciZ, la anisotropia de
mant-GTP aumenta (Figura 25A). Controles hechos en ausencia de apoFtsZ muestran que
MciZ por si sola causa un aumento en la anisotropia aparente de mant-GTP. Ademas, se
observé un aumento de la intensidad de fluorescencia emitida por mant-GTP en presencia
de concentraciones crecientes de MciZ (datos no mostrados). Ambos hechos hacen pensar
que MciZ puede estar interaccionando con mant-GTP, y por tanto no es posible el uso de
este ligando para detectar la union al sitio de nucle6tido de FtsZ con el método de mant-
GTP. Por otra parte, en el transcurso de los ensayos con MciZ se observd que la emision
fluorescente del péptido no aumenta de forma lineal con la concentracion, como se
esperaria, sino que, a mayores concentraciones de MciZ, el aumento de emision de
fluorescencia es progresivamente menor (Figura 26A). Ademas, se observa un
desplazamiento a longitudes de onda mas cortas en el maximo de emisién de MciZ a
concentraciones mayores (Figura 26B). Estos dos cambios, que ocurren en ausencia de
ningun otro ligando, hacen pensar que MciZ podria estar sufriendo procesos de

autoasociacion, pero también podria ser debido a efectos de filtro interno a altas

concentraciones del péptido.
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Figura 25: Ensayos de competicion con MciZ. A- Competicion de mant-GTP con concentraciones
crecientes MciZ (negro) y controles hechos en ausencia de apoFtsZ (rojo). B- Competicién de *H-GTP
con concentraciones crecientes de MciZ empleando BsFtsZ.
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Para descartar la posibilidad de efectos de filtro interno, se midio6 la absorcion de MciZ a
concentraciones crecientes (Figura 26A — rojo). Con un paso éptico de la cubeta de 1 cm la
densidad optica a la concentracion maxima medida por emision (5 uM) es 0.055. Cuando
se mide emision de fluorescencia, el paso dptico es de 2 mm, por lo que la D.O observada
seria 5 veces menor, de 0.011. Esta D.O es lo suficientemente baja como para que se
puedan descartar efectos de filtro interno. Ademas, los rangos de excitacién y emision de
fluorescencia de MciZ son tales que no interferiran con la fluorescencia propia del mant-
GTP, de manera que también se pueden descartar interferencias por fluorescencia

inespecifica del ligando (Lakowicz, 1999).
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Figura 26: Propiedades fluorescentes de MciZ. A- Maximo de emisién de fluorescencia a concentraciones
crecientes (2-5 puM, en negro) y la absorbancia a concentraciones crecientes (1-5 uM, en rojo) de MciZ. B-
Espectros de emision fluorescente de concentraciones crecientes (2-5 uM) de MciZ.

Se intentd detectar la union de MciZ al sitio de nucle6tido de BsFtsZ por competicion con
3H-GTP. Para replicar en lo posible las condiciones del estudio anterior (Handler et al.,
2008), el ensayo se hizo con 100 nM de BsFtsZ con el mismo tampon y temperatura
utilizados anteriormente (50 mM Pipes-KOH, 50 mM KCI, 1 mM EDTA, pH 6.5 a 30°C).
El resultado de este ensayo fue inicialmente positivo, dado que se aprecia una disminucion

de la unién de ®*H-GTP a medida que se aumenta la concentracion de MciZ (Figura 25B).

También se intentd confirmar el efecto inhibidor de polimerizacion de BsFtsZ
anteriormente publicado mediante dispersion de luz a 90°, lo que dio resultados aberrantes.
La observacion de la muestra tras la adicion de 10 uM MciZ a 10 uM BsFtsZ en las
mismas condiciones descritas arriba mostré una turbidez indicativa de una posible
precipitacion de proteina, lo que fue confirmado tras observar el precipitado en un gel
SDS-PAGE.
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La razdn del efecto de precipitacion de MciZ podria ser la presencia de carga positiva en el
péptido. Se decidié comparar el efecto de MciZ frente a otros péptidos (Figura 24). Se
empleé melitina, un péptido derivado del veneno de la abeja Apis mellifera, con conocidos
efectos citoliticos. También se emple6 CA(1-8)M(1-18)), un hibrido de los primeros 8
aminoacidos de cecropina A (un péptido bactericida) y los Gltimos 18 aminoacidos de la
melitina, que también ha sido descrito como un péptido efectivo contra bacterias (Andreu
et al., 1992). Se emple6 ademas CRAMP, que es un péptido antibacteriano caracterizado
en un modelo murino (Rosenberger et al., 2004), por ser el Unico péptido anteriormente
conocido con una similitud significativa con MciZ (Handler et al., 2008). Ademas, se
empled poli-lisina (PolyLys) de 27 a 103 aminoacidos para estudiar la posibilidad de que
un péptido con carga positiva pudiera provocar la precipitacion de FtsZ, de carga mas
negativa. El control negativo en todos los ensayos en los que se emplearon péptidos fue la
Ovoalbumina (OAA). Se ensayo la posible precipitacion de BsFtsZ con los diferentes
péptidos. En todos los casos se incubaron 10 uM BsFtsZ en ausencia o presencia de 10 uM
de péptido y se separaron por ultracentrifugacion la fraccion superior, inferior y sedimento,
cargandose muestras de cada fraccion en un gel SDS-PAGE. Bajo estas condiciones no se
observo precipitacion de BsFtsZ en presencia de PolyLys, ni siquiera cuando se subi6 la
concentracion hasta 200 uM, por lo que aparentemente la capacidad de precipitacion de
BsFtsZ que tiene MciZ no se debe s6lo a su carga positiva. CA(1-8)M(1-18) provoco una
precipitacion de BsFtsZ incluso mayor que la propia MciZ (Figura 27). La melitina
también provocd precipitacion de BsFtsZ, mientras que CRAMP no provoco precipitacion

visible (datos no mostrados).

Se ensay6 la posible competicién de los péptidos con *H-GTP por unién a BsFtsZ (Figura
28). Se observé una disminucién considerable de la *H-GTP unida a BsFtsZ en presencia
de 10 uM de MciZ y una bajada menor, pero significativa, en presencia de 10 uM de
melitina. Curiosamente, CA(1-8)M(1-18), a pesar de provocar la precipitacion de MciZ, no
provoca una disminucion de la unién de *H-GTP a BsFtsZ. Esto podria ser debido a un
efecto especifico de competicion por parte de MciZ y melitina. Por otra parte, es posible
que la precipitacion de BsFtsZ por parte de MciZ y melitina provoque la desnaturalizacion
del sitio de unién a nucleétido de la proteina, lo que causaria la liberacion de *H-GTP,
mientras que CA(1-8)M(1-18) podria provocar la precipitacion sin dafiar el sitio de unién a
nucledtido.
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Control MciZ CA(1-8)M(1-18)
oy Arriba  Abajo  Sedim. Arriba Abajo Sedim. Arriba Abajo Sedim.
A5 N - e 4—— BsFtsZ
2L,
PIE;
x|
e — ) +—Péptido

Figura 27: Precipitacion de BsFtsZ en presencia de péptidos. Las lineas de la izquierda representan el
patron de peso molecular con el peso en kilodaltons. Arriba — fraccion superior de la muestra tras la
ultracentrifugacion. Abajo — fraccién inferior de la muestra tras la ultracentrifugacion. Sedim — sedimento
encontrado en la muestra tras la ultracentrifugacion. Control — sin péptido afiadido. MciZ — con 10 uM MciZ
afiadido. CA(1-8)M(1-18) — con 10 uM CA(1-8)M(1-18) afiadido.
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Figura 28: Competicion de péptidos con *H-GTP por BsFtsZ. BsFtsZ (100 nM) con *H-GTP
(100 nM) en la ausencia o presencia de 10 uM de diferentes péptidos. OAA — Ovoalbimina,
control negativo de competicién. *H-GTP incubado en presencia de MciZ (101M) no muestra un
desplazamiento diferente a *H-GTP sélo (no mostrado).
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3.4 PC190723 es un estabilizador de polimeros de FtsZ

Durante la elaboracion de esta Tesis, aparecio un trabajo donde se describi6 PC190723
(Figura 29), un derivado de la 3-metoxibenzamida, con un efecto inhibidor sobre FtsZ in
vivo (Haydon et al., 2008 , Introduccién). Con el fin de obtener informacion acerca del
mecanismo de accién de PC, se probaron sus efectos con diversas técnicas in vitro
empleando FtsZ de varias especies. Ademas, se ensayd el efecto de Ila
difluorometoxibenzamida (DFMBA), que constituye un fragmento de la molécula de PC.
Se utilizaron concentraciones de PC (20 uM) y DFMBA (4 mM) cercanos a sus
respectivos limites de solubilidad medidos en tampon con 2% de DMSO, con la excepcion

de las pruebas de sedimentacién, donde se empled un rango de concentraciones.

Figura 29: Estructura quimica de

O/\rs PC190723
N

Cl

> Dispersion de luz a 90°

Una primera aproximacion de los efectos de compuestos con posibles efectos sobre la
polimerizacion de FtsZ es la observacion de cambios en la dispersién de luz a 90°,
dependiente de la polimerizacion de FtsZ. Se ensayaron los efectos de PC (20 uM) con
FtsZ de B. subtilis, S. aureus, E. coli, S. pneumoniae y M. jannaschii. Posteriormente, se
continuaron los ensayos con pruebas en que se emple6 DFMBA usando FtsZ de B.

subtilis, S. aureus, y E. coli.

En BsFtsZ, PC provocO un aumento notable (de aproximadamente cuatro veces) en la
dispersion de luz observada (Fig 30A). DFMBA 4 mM también provocé un aumento en la

dispersion de luz (Fig 31A), aunque fue menor (de aproximadamente dos veces).

También se ensayé PC y DFMBA utilizando SaFtsZ (Figuras 30B y 31B). No se observo
dispersion de luz en presencia de 2 mM de GTP. La presencia de PC provocod una
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dispersion de luz patente aproximadamente cuatro minutos después de la adicion de 2 mM
de GTP. Se repitié el ensayo sustituyendo GTP por el andlogo lentamente hidrolizable
GMPCPP, pero no se observo una diferencia apreciable de dispersion de luz en ausencia de
PC. La pre-incubacion con PC y el comienzo de la polimerizacion con 100 uM de
GMPCPP causaron un gran aumento en la dispersion de luz, observandose dispersion
inmediatamente después de la adicion del nucledtido. ElI aumento de dispersion en este
caso fue aproximadamente diez veces mayor que el observado con SaFtsZ en presencia de
GTP y PC. Cuando se empled6 DFMBA solo se observo un leve aumento de dispersion de
luz (de aproximadamente el doble) en respuesta a la adicién de 10 mM MgCl,, sin que se
observara un cambio de dispersion por la adicion de GTP. De nuevo los cambios fueron
mucho mas patentes cuando se empleé GMPcPP, observandose un aumento de dispersion
de seis veces, aproximadamente. El aumento de dispersion no es inmediato, sino que
comienza unos catorce minutos tras la adicion del GMPcPP. Al igual que ocurre con
BsFtsZ, se ve que el DFMBA provoca un efecto similar a PC, pero lo hace en menor

medida incluso a una concentracion mucho mayor.

Resultados preliminares de strep-SpFtsZ incubada con PC mostraron un aumento en la
dispersion a 90° de aproximadamente 1.8 veces (Figura 30C). Ademas se elimino el retraso
en el inicio de la polimerizacion, de aproximadamente veinticinco minutos en ausencia de
PC.

Cuando se empled EcFtsZ se observd que, sorprendentemente, dado que E. coli se habia
clasificado como no sensible (Haydon et al., 2008), la presencia de PC provocd una
disminucion de la dispersion de luz de aproximadamente el 25%, y acort6 el tiempo de
despolimerizacion (30A). Para estudiar si esta diferencia de dispersion se debia a un efecto
inhibitorio de polimerizacion o a un efecto sobre el consumo de GTP, se repitio el ensayo
en presencia de un sistema regenerador de GTP. Aqui el aparente efecto de PC queda
eliminado, lo que apunta a la posibilidad de que PC actie sobre EcFtsZ modulando su
actividad GTPasa. Ensayos realizados por el Dr. Martin-Galiano mostraron que PC
provoca un aumento de la actividad GTPasa de EcFtsZ de aproximadamente dos veces
(Andreu et al., 2010). Cuando se ensay0 EcFtsZ con DFMBA no se observo el mismo
comportamiento que con PC (Figura 31C y D). Aunque se aprecié un minimo aumento de
dispersion en la muestra pre-incubada con DFMBA, este aumento estaba presente desde el

inicio del ensayo, antes incluso de la adicién de magnesio, por lo que se tomG como
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inespecifico. En presencia un de sistema de regeneracién de GTP no se observé ninguna

variacion en las muestras con y sin DFMBA.
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Figura 30: Efecto de PC (20 uM) sobre la polimerizacion FtsZ (10 uM) de B. subtilis (A) S. aureus (B), S.
pneumoniae (C), E. coli (D), E. coli con sistema de regeneracion de GTP (E) y M. jannaschii (F). Las
reacciones de iniciaron por adicién de 2 mM de GTP (lineas continuas) o 100 uM de GMPcPP (lineas
discontinuas). Se representan en rojo las muestras ensayadas en presencia de 20 uM de PC, y en negro las
muestras ensayadas con un volumen equivalente de DMSO.
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Figura 31: Efecto de DFMBA (4 mM) sobrela polimerizacion de FtsZ. A — BsFtsZ (10 uM) ensayado sin
y con DFMBA, en presencia de 2 mM GTP. B - SaFtsZ (10 uM) ensayado sin y con DFMBA, en presencia
de 2 mM GTP (lineas continuas) o 100 uM GMPcPP (lineas discontinuas), C-— EcFtsZ (10 uM) ensayado sin
y con DFMBA en presencia de 2 mM GTP. D — EcFtsZ (10 uM) ensayado sin y con DFMBA en presencia
de 1 mM GTP y sistema regenerador de GTP. Se representan en rojo las muestras ensayadas en presencia de
4 mM DFMBA vy en negro las muestras ensayadas con un volumen equivalente de DMSO.

Se ensay0 MjFtsZ con PC sin que se observara una diferencia apreciable en la dispersion
de luz en ausencia y en presencia de 20 uM de PC. El estudio anterior de PC indico que la
presencia de una valina en posicién 307 en los FtsZ de organismos sensibles podia
constituir una clave de la susceptibilidad, al situarse en un lugar que se predijo como el
sitio de union a PC (Haydon et al., 2008). Con esto en mente se cred una forma mutante de
MjFtsZ, MjFtsZ-R332V con el fin de ver si la mutacion del residuo equivalente en FtsZ de
M. jannaschii podia provocar la sensibilizacion de la proteina a PC. Sin embargo, este
mutante es aparentemente inactivo, sin que se haya podido observar polimerizacion en

ningln caso, por lo que fue descartado.
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>» Sedimentacion

Con el fin de cuantificar el efecto de PC y de DFMBA sobre la polimerizacion de FtsZ de
diferentes especies, se realizaron ensayos de sedimentacion por ultracentrifugacion
empleando BsFtsZ, SaFtsZ y EcFtsZ (Figura 32). Como se habia observado con EcFtsZ
que PC podia afectar a la actividad GTPasa de FtsZ, los ensayos se realizaron en ausencia

(Figura 32A 'y C) y presencia (Figura 32B y D) de un sistema regenerador de GTP.

PC provoco un aumento en BsFtsZ sedimentado que se satur0 a una proporcion de PC a
FtsZ de entre 0.5 y 1.0, consistente con la existencia de un solo sitio de PC en FtsZ. El
resultado no vari6 al emplearse sistema de regeneracion de GTP. Se encontraron resultados
analogos al emplear DFMBA aunque, igual que en los ensayos de dispersion de luz, la

concentracion requerida para un efecto equivalente al de PC fue cien veces mayor.

En el caso de SaFtsZ, también se observé un aumento de proteina sedimentada, sin que se
apreciaran diferencias por la presencia o ausencia de un sistema de regeneracion de GTP.
El efecto fue mas atenuado cuando se us6 DFMBA, y en ningun caso se logré una
polimerizacion de todo el SaFtsZ de la muestra.

Los resultados al emplear EcFtsZ fueron similares a los ya observados por dispersion de
luz. En ausencia de sistema de regeneracién de GTP, la presencia de PC provocO una
disminucion de la cantidad de EcFtsZ sedimentado, efecto que fue anulado en presencia de
un sistema de regeneracion de GTP. Esto confirma lo ya observado en los ensayos de
dispersion de luz a 90°. No se observé efecto en presencia de DFMBA, con independencia
de la presencia o ausencia de un sistema de regeneracion de GTP.

» Microscopia electronica

Se recogieron muestras para microscopia electrénica durante los ensayos de dispersién de
luz a 90° o bien en ensayos realizados en un volumen replicando las condiciones de
dispersion de luz (ver Materiales y Métodos). Asi, se ensayaron BsFtsZ, SaFtsZ, strep-
SpFtsZ, EcFtsZ, y MjFtsZ con PC (Figuras 33 y 34), mientras que el estudio de los efectos
de DFMBA se limit6 a BsFtsZ, SaFtsZ y EcFtsZ (Figura 35).
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Figura 32: Ensayos de sedimentacion de FtsZ con PC y DFMBA. Se ensayd BsFtsZ (negro), SaFtsZ
(rojo) y EcFtsZ (verde). Los simbolos vacios son controles en ausencia de magnesio. A — Titulacion de FtsZ
(10 uM) con concentraciones crecientes de PC en presencia de 2 mM GTP. B — Titulacion de FtsZ (10uM)
con concentraciones crecientes de PC en presencia de 1 mM GTP vy sistema regenerador de GTP. C —
Titulacion de FtsZ (10 uM) con concentraciones crecientes de DFMBA en presencia de 2 mM GTP. D -
Titulacién de FtsZ (10uM) con concentraciones crecientes de DFMBA en presencia de 1 mM GTP y sistema
regenerador de GTP.

La presencia de PC y DFMBA provoco un efecto similar en BsFtsZ. Se observo la
formacidon de haces gruesos de BsFtsZ polimerizado aproximadamente 50 nm de ancho y
con longitudes de hasta micrometros. En presencia de DFMBA se observaron ademas

aparentes roturas en los haces cada 100-400 nm.

En el caso de SaFtsZ no se observaron polimeros cuando se ensayé en presencia de GTP y
ausencia de PC o DFMBA, aunque en presencia de GMPCcPP si se observa la formacion de
parches de polimeros cortos, por lo que la proteina retiene alguna capacidad de
polimerizacion. La adicion de PC provoco la formacion de abundantes polimeros curvos y
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toroides en presencia de GTP. Con GMPcPP, la frecuencia de formacion de toroides
aumento, y ademas se observaron haces gruesos y rectos, a veces aparentemente
conectados a los toroides. Cuando se emple6 DFMBA y GTP, se observaron
protofilamentos sencillos curvos pero no estructuras mayores. Con DFMBA y GMPcPP se
observaron los mismos polimeros curvos y también toroides, un resultado muy similar a lo

encontrado en presencia de PCy GTP.

Resultados preliminares con strep-SpFtsZ (fusionada a estreptavidina) mostraron una
formacion aparente de haces largos y rectos de strep-SpFtsZ en presencia de PC, aunque
no se continud ensayando con esta proteina porque el trabajo con una proteina fusionada a
streptavidina conlleva el riesgo de observar efectos inespecificos de condensacion. De
acuerdo con lo ya observado con dispersion de luz y sedimentacion, PC provocd una
disminucion cualitativa de los polimeros de EcFtsZ observados por microscopia, aunque
no se aprecié ningan cambio en la morfologia de los polimeros, aparentemente de
protofilamentos sencillos y méds o menos rectos. La incubacion con DFMBA no provoco
efectos sobre la abundancia ni la morfologia de los polimeros de EcFtsZ. De acuerdo con
los resultados observados por dispersion de luz a 90° no se observé ningun efecto de PC

sobre los polimeros de MjFtsZ.

En conjunto, los resultados con las diferentes técnicas indican que PC es un estabilizador
de polimeros de FtsZ de organismos susceptibles, y que su parte DFMBA funciona de la

misma manera, si bien con una afinidad mucho menor.
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B. subtilis

GTP

S. aureus

GMPcPP

S. pneumoniae

Figura 33: Morfologia de polimeros de FtsZ sin (columna izquierda) y con (columna derecha) 20 uM
PC. Primera fila — BsFtsZ con 2 mM GTP. Segunda fila — SaFtsZ con 2 mM GTP. Imagen con PC contiene
dos campos de la misma rejilla. Tercera fila — SaFtsZ con 100 uM GMPcPP. Imagen con PC contiene dos
campos de la misma rejilla. Cuarta fila — strep-SpFtsZ con 2 mM GTP. Barra de escala inferior derecha de
200 nm.
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I coli

M. jannaschii

Figura 34: Morfologia de polimeros de FtsZ no susceptibles sin (columna izquierda) y con (columna
derecha) 20 pM PC. Primera fila — EcFtsZ con 2 mM GTP. Segunda fila — MjFtsZ con 2 mM GTP. Barra
de escala inferior derecha de 200 nm.
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] DFMBA "

B. subtilis GTP
GTP
S. aureus
GMPcPP
L. coli GTP

Figura 35: Morfologia de polimeros de FtsZ sin (columna izquierda) y con (columna derecha) 4 mM
DFMBA. Primera fila — BsFtsZ con 2 mM GTP. Segunda fila — SaFtsZ con 2 mM GTP. Tercera fila -
SaFtsZ con 100 uM GMPcPP. Flecha negra: toroide en vista lateral. Cuarta fila — EcFtsZ con 2 mM GTP.
Barra de escala inferior derecha de 200 nm.
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Discusion

FtsZ es una proteina esencial de division bacteriana, el primer componente que se
ensambla en el sitio de division celular y posiblemente el motor de constriccion. Se
encuentra en la gran mayoria de procariotas estudiados hasta el momento. Un mejor
conocimiento de FtsZ puede aportar informacion importante sobre los procesos
fundamentales de la division celular. Ademés, FtsZ es una diana atractiva para el
desarrollo de nuevos antibidticos que puedan combatir la aparicion de patégenos
bacterianos multi-resistentes a drogas (Vollmer, 2006). El estudio de las interacciones
de proteinas con ligandos naturales y artificiales puede contribuir tanto al desarrollo de
nuevos medicamentos como a aportar conocimientos sobre las propiedades de las
propias proteinas. Un ejemplo son los agentes estabilizadores de microtubulos, que se
emplean como agentes anti-tumorales y como herramientas experimentales para
investigar la proteina diana de estos compuestos, la tubulina (Jordan y Wilson, 2004,
Barasoain et al., 2010). FtsZ presenta dos cavidades atractivas para su exploracion con
ligandos; el sitio de unién de nucle6tido y la hendidura entre la hélice H7 y el dominio

C-terminal. En esta Tesis se han estudiado ambos sitios.

1. DESARROLLO DE UN METODO PARA MEDIR LA UNION DE
LIGANDO AL SITIO DE NUCLEOTIDO DE FTSZ

Se ha desarrollado un método de competicion con nucleotido fluorescente (mant-GTP)
que permite la evaluacion de la afinidad de compuestos que se unen al sitio de
nucleétido de FtsZ. La precision del método se ha comprobado mediante un método
complementario de competicion empleando como ligando de referencia GTP marcado
radiactivamente (*H-GTP). Se midié la afinidad de ambos ligandos de referencia
mediante titulaciones del ligando con concentraciones crecientes de apoFtsZ. En ambos
casos es necesario utilizar factores de correccion para la obtencion de medidas precisas
de union a la proteina; el factor de cambio de intensidad (R) con mant-GTP o el factor
de sedimentacion (Fs) con *H-GTP. Aunque las afinidades obtenidas con método de
competicion con mant-GTP son sistematicamente 2.7+1.1 veces mayores que las
obtenidas empleando el método de competicién con *H-GTP, la diferencia no es

importante para la comparacion de unos ligandos con otros.
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El método de competicion con mant-GTP puede medir ligandos que se unen al sitio de
nucleétido de apoFtsZ con afinidades menores de 108 M™. El uso de un ligando de
referencia fluorescente conlleva el riesgo de medidas erréneas en casos donde su rango
de excitacion o emision fluorescente coincida con los del compuesto problema. EIl uso
de *H-GTP como ligando de referencia elimina este problema y permite la medida de
afinidades por encima de 108 M™. Sin embargo, el método de competicién con mant-
GTP tiene una serie de ventajas sobre el método de competicién con *H-GTP que lo
hacen preferible. En el método de competicion con *H-GTP hay un paso de
ultracentrifugacion. Es un método mas trabajoso, los ensayos requieren un ndmero
mayor de pasos y una cantidad mayor de tiempo para su ejecucién. Existe un limite al
numero de muestras que se pueden medir en cada ensayo, debido a las limitaciones de
espacio en los rotores y al hecho de que, una vez finalizada la centrifugacion, la
separacion de la mitad superior de cada muestra de la parte inferior se tiene que hacer
rdpidamente para evitar que la difusion en la muestra empeore los resultados. El uso de
*H-GTP requiere un manejo cuidadoso en zonas especialmente designadas para su uso,
un trato especial de los residuos generados y la comprobacion regular de ausencia de
contaminacion. El ensayo de competicion con mant-GTP no tiene ninguna limitacién
especial en cuanto a su manejo. Los experimentos son de preparacion y medida sencilla,
sin limitacién del nimero de muestras. EI método da medidas muy estables, sin que se
detecten diferencias significativas entre muestras medidas inmediatamente tras su
preparacion y las mismas muestras medidas tras 7 horas a 25°C (datos no mostrados).
Ademas, el método de competicion con mant-GTP puede escalarse para la medicion de

muchas muestras simultaneamente empleando lectores de placas.

La union de mant-GTP a apoFtsZ causa un aumento de la intensidad de fluorescencia
emitida por el fluoréforo de aproximadamente seis veces. Este cambio de rendimiento
cuantico se debe tener en cuenta cuando se calcula la concentracion de mant-GTP
unido. Por otra parte, el cambio es lo suficientemente grande como para hacer posible
ensayos que utilicen la intensidad de fluorescencia emitida como medida de la union de
mant-GTP. Esto simplificaria los calculos, eliminaria la necesidad de usar filtros de luz
polarizada y permitiria el uso de espectrofluorimetros configurados en “L” (Lakowicz,
1999 , pag. 298) sin que esto supusiera un alargamiento en el tiempo del ensayo. Sin
embargo, dos factores hacen méas recomendable el uso de anisotropia como medida de la

unién de mant-GTP. Por una parte, las concentraciones de apoFtsZ (375 nM) y mant-

109



Discusion

GTP (500 nM) que se usan en los ensayos de competicion son bajas, con el fin de
permitir el desplazamiento de mant-GTP a concentraciones de ligando competidor
relativamente bajas. La intensidad de fluorescencia emitida por mant-GTP con la
proteina en estas condiciones es s6lo dos veces mayor que la emitida por el ligando
libre. Bajo estas mismas condiciones, la anisotropia del mant-GTP es aproximadamente
seis veces mayor que la anisotropia del ligando libre, lo cual da un rango mayor de
medida. Ademas, la utilizacion de la anisotropia como medida del grado de union a
apoFtsZ aporta medidas mucho mas reproducibles que el uso de intensidad de
fluorescencia despolarizada. Las anisotropias de mant-GTP libre y unido son
constantes, por referirse a un cociente de intensidades de fluorescencia polarizada
dependiente de la movilidad del fluoréforo. Esto contrasta con la intensidad de
fluorescencia, que puede ser afectada por cambios de lampara (que varian a lo largo de

su vida util), cambios en la naturaleza del solvente, etc.

2. CONTRIBUCIONES DE LAS PARTES DEL GTP A SU UNION A
FTSZ

Si consideramos las contribuciones relativas de cada parte de la molécula del GDP (AG®
= 10.34 kcal-mol™) al total vemos que la guanina contribuye un 30%, mientras que la
ribosa contribuye solo un 16% de la union total. El fosfato B tiene la contribucion
dominante, con un 42%, mientras que el fosfato o contribuye un 12%. Las medidas
hechas con los componentes de fosfato (PPPi, PPi y Pi) parecen confirmar el caracter
dominante de la interaccion del fosfato 3. Se supone que el Pi se unira mayoritariamente
a la posicion del fosfato B en el sitio de nucleotido y, aunque la energia libre de union
del fosfato inorganico es muy cercana al AAG’gup ,cpp, NO se puede descartar la
posibilidad de que el Pi pueda unirse a mas de un lugar en el sitio de nucle6tido

simultaneamente.

Si comparamos los AG de los diferentes ligandos medidos (Resultados, Tabla 5), con
los AAG® correspondientes (Resultados, Tabla 6) vemos que las energias libres medidas

son bastante cercanas a las contribuciones intrinsecas de los grupos equivalentes en el

contexto del GDP. Vemos incluso que la suma de los AAG® (-10.21 kcal-mol™) es un
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valor similar al AG® calculado para el GDP (-10.46 kcal-mol™). Normalmente, si
consideramos AAG® como la contribucién en energia libre de contacto, se esperaria una
diferencia minima deAG® os-AAG ~ 2.4 kcal-mol™. Este valor es la diferencia de
energia minima esperada debido al cambio de entropia de mezcla en una reaccion
bimolecular, que no existe cuando se une una parte adicional del ligando (Andreu y
Timasheff, 1982). No se observa esta diferencia cuando se comparan los AG%s de los
componentes del GDP y sus equivalentes en AAG’. Es posible que esta energia
desfavorable esté compensada por efectos de la solvatacion de los ligandos o diferencias
de movilidad entre el componente intrinseco en el contexto de la molécula del GDP vy el

mismo componente libre en una reaccion de union real.

Las simulaciones de dindmica molecular empleando las estructuras cristalograficas de
MjFtsZ-GDP (codigo PDB: 2VAP) confirmaron la importancia dominante del fosfato-
para la unién a GDP, y también coinciden en la contribucion relativamente modesta del
fosfato-a.. Aunque el fosfato-o tenga una importancia energéetica menor en el conjunto
de la interaccién de GDP, establece la interaccién individual de mayor valor energético,
a través de un doble puente de hidrégeno estable con el residuo R169 (Apéndice: Tabla
A4). Sin embargo esta interaccion individual es mucho menor que el conjunto de
interacciones (por puentes de hidrdégeno) que se establecen entre el fosfato-p y los
residuos G134, T135 (por si sola del mismo orden que la interaccion con R169), G136 y
G47.

El fosfato-y contribuye de una manera mas compleja a la unién GTP a FtsZ. Desde el
punto de vista puramente experimental, la influencia energética aparente es minima. Si
la contribucion del fosfato-y fuera aditiva, como el resto de los componentes de la
molécula, su contribucion intrinseca (AAG pr_ e = -0.64 kcal-mol™) constituiria sélo
un 6% de la energia total de union, con contribuciones del fosfato-f3, fosfato-a., ribosa y
guanina de 40, 11, 15 y 28%, respectivamente. La importancia observada menor, en
términos energéticos, del fosfato-y viene apoyada también por las diferencias pequefias
encontradas en las energias de union de ATP y ADP o mant-GTP y mant-GDP. Esto
contrasta con la gran importancia de las sefiales fosfato y/B en el comportamiento
dindmico de FtsZ. Mientras que el GTP favorece el ensamblaje de FtsZ, el GDP causa

desensamblaje. Se piensa que la union de GTP permite una conformacién “recta” de
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FtsZ que favorece ensamblaje mientras que la unién de GDP favorece una
conformacién “curva” lo que resulta en la inestabilidad del polimero de FtsZ (Huecas y
Andreu, 2004). El andlisis bioinformatico ofrece una explicacion a esta aparente
contradiccion. El fosfato-y establece interacciones fuertes con el sitio de unién de
nucleotido. Aunque las estructuras cristalograficas de FtsZ-GDP y FtsZ-GTP son muy
similares, tras las dindmicas moleculares se ve que las interacciones en el resto del GTP
(la parte que no es fosfato-y) son diferentes a las establecidas con GDP. EI GDP ha
perdido un puente de hidrégeno con la cadena lateral de D212 y forma un puente de
hidrégeno doble con N51. Ademas, se observa un ligero reajuste del anillo de guanina
lo que debilita las interacciones con los residuos A48 y F208. Estos reajustes optimizan
la interaccion fosfato-o — R169. Por el contrario con GTP se ve que, aunque existe un
cierto reajuste, las interacciones de las diferentes partes del nucledtido se mantienen
estables a lo largo de la dindmica molecular, incluyendo las del fosfato-y, que establece
interacciones fuertes por puentes de hidrogeno con los residuos G133 y T135 y

contribuye un 21-23% de la energia de union a FtsZ.

Para que el incremento de energia libre de union (AAG) se considere equivalente a la
contribucion intrinseca de una parte de un ligando a la union se tienen que cumplir una
serie de requisitos, uno de los cuales es que “Los cambios en movilidad externa e
interna (rotacional, translacional y vibracional), conformacion y solvatacion de los
ligandos y la proteina no difieran significativamente para la unién de a y o— a la
proteina” (Andreu y Timasheff, 1982). Los resultados de dindmica molecular indican
que este requisito no se cumple para el caso de GDP y GTP, por lo que en este caso el
valor numérico de AAGgpecTp Ya NO puede utilizarse como una estimacion de la
contribucion intrinseca del fosfato-y a la unién, de manera que el porcentaje de
contribucion a la union que se puede calcular a partir de este numero se desvia de las
estimaciones computacionales. FtsZ no es la Unica GTPasa que presenta afinidades
similares para el GTP y GDP; la tubulina, homélogo de FtsZ, también presenta una
afinidad similar por el GTP y GDP (Correia et al., 1987) aunque otras GTPasas
presentan otras relaciones de afinidades (Sprang, 1997, Kong et al., 2004).

Las diferentes conformaciones que se encuentran tras la dinamica molecular en
comparacion a las encontradas en las estructuras cristalograficas pueden ser indicativas

de una diferencia de conformacion de los nucleétidos en solucion o simplemente
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indicativas de los movimientos potenciales diferentes de FtsZ con GTP o GDP unidos.
Asi, cuando GTP se hidroliza a GDP, liberando Pi, tras el ensamblaje de FtsZ, no s6lo
se pierden las interacciones con el fosfato-y y el Mg?*, sino que ademés el GDP se
reacomoda en el sitio de unidn, estableciendo interacciones distintas, lo cual podria
provocar el cambio a una conformacion favorable para el desensamblaje (Martin-
Galiano et al., 2010). Sin embargo tampoco se puede descartar que el efecto diferente
de GTP y GDP sobre el comportamiento dinamico de FtsZ se deba a interacciones
adicionales entre el fosfato-y y el sitio de nucledtido completo que se forma al
ensamblar el polimero (ver Introduccién), lo cual podria cambiar la energia libre de
unién, dado que en este trabajo solo se ha analizado la unién del nucleotido a

mondmeros de FtsZ.

3. ANALOGOS SUSTITUIDOS EN C8 DEL GTP COMO
MODELOS DE INHIBIDORES DE FTSZ

El BrGTP interfiere con la polimerizacion de FtsZ (Lappchen et al., 2005), lo que
muestra que es posible inhibir FtsZ con compuestos que se unan especificamente al sitio
de nucleétido. El estudio de diferentes analogos del GTP sustituidos en C8 facilita la
exploracion del sitio de nucleétido, lo cual puede aportar informacion para el disefio

racional de compuestos inhibidores con una quimica diferente al GTP.

Los analogos del GTP ensayados compiten con mant-GTP por el sitio de nucleétido de
FtsZ con un rango de afinidades entre 10° y 10°, aproximadamente. Ademés, se observo
que la afinidad de un anadlogo por FtsZ correlaciona positivamente con su capacidad de
inhibir la polimerizacion (medido como ICso de polimerizacién) de BsFtsZ y EcFtsZ.
Asi, la busqueda de compuestos que se unen al sitio de nucleétido de FtsZ con
afinidades altas puede dar como resultado inhibidores efectivos de ensamblaje. Una
estrategia de este tipo se ha empleado para la optimizacion de agentes estabilizadores de
microtubulos (Buey et al., 2004, Dietrich et al., 2009).

Una pregunta importante es el origen de las diferencias de afinidad entre los diferentes
analogos. Se pueden proponer algunas explicaciones a través de la conformacion

adoptada por el nucledtido en el sitio de union de FtsZ. El grupo guanina del GTP puede
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existir en posicion anti, que deja a la base alejada del grupo ribosa, o en posicion sin,
donde la base esta girada hacia la ribosa (Figura 36).

Anti Sin

o) o)
N{NH HNﬁ7N
R_(N \ N/)\NHZ HZN/(\N / N»_R

0
1] 1] 1| Il 1 ]
HO-P—0-P-0-P-0— A HO-P-0-P-0-P-0— 4
I I I - I I I
o O O o o O
OHOH OHOH

Figura 36: Conversién del grupo guanina del GTP entre la conformacion anti y sin

Normalmente el equilibrio estard desplazado hacia la posicion anti, ya que éste provoca
el numero menor de choques estéricos con el azlucar. La presencia de un grupo
voluminoso en posicion C8 podria provocar un desplazamiento del equilibrio entre estas
dos posiciones hacia el estado sin. Todas las estructuras cristalograficas de FtsZ
resueltas hasta el momento en presencia de nucleétido lo muestran en posicion anti,
incluyendo la estructura cristalografica de FtsZ de Aquifex aeolicus con MorphGTP
(Lappchen et al., 2008). Es posible que la presencia del grupo morfolino sustituyente
desplace el equilibrio de MorphGTP en solucion hacia el estado sin. Dado que
MorphGTP se une a FtsZ en posicién anti, esto obligaria FtsZ a tomar ligandos para
unién en anti de una fuente de MorphGTP dominada por la conformacion sin, lo que
podria contribuir a su menor afinidad. En un estudio reciente se han predicho unas
relaciones de energias libres de union entre el BrGTP, CIGTP y GTP compatibles con
las encontradas en esta Tesis (Hritz et al., 2010). Dichos calculos predicen una
conformacién anti para los andlogos unidos a FtsZ de A. aquifex pero una mezcla de
conformaciones anti y sin en solucion, con diferentes proporciones de las
conformaciones para diferentes analogos, siendo esto un factor determinante para las

diferencias de energia libre de union de los analogos de GTP.

Otro factor que podria afectar la afinidad es la interferencia estérica adicional de los
grupos sustituyentes Los analogos con sustituyentes mas pequefios generalmente
presentan una afinidad mayor, pero esta relacion no es del todo precisa, ya que

PyrrGTP, a pesar de tener un sustituyente voluminoso, tiene una afinidad mayor que

114



Discusion

CIGTP, BrGTP e IGTP. Una manera de representar los requerimientos estéricos
minimos de un sustituyente es a través del parametro Sterimol B1, que es la medida de
la anchura minima del sustituyente (Fauchere et al., 1988). Se calcularon los parametros
sterimol B1 de cada ligando (Lappchen et al., 2008) y se compararon con las constantes
de disociacién (Kq) de cada ligando de apoFtsZ de M. jannaschii (Figura 37). Aunque
hay una cierta tendencia a mayores afinidades (menores Kg) a menores pardmetros
Sterimol B1, el MorphGTP destaca por desviarse de la tendencia general, teniendo una

afinidad menor de lo que se predice por su pardmetro Sterimol B1.
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Marph Figura 37: Comparacion entre el
4x10-74 tamario y la afinidad de los analogos
de GTP. Comparacion del parametro
Sterimol B1 con la constante de
3x10- disociacion (Kq).
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La estructura cristalogréfica FtsZ de A. aquifex con MorphGTP no presenta ningdn

cambio conformacional significativo respecto a la misma proteina unida a GDP
(Lappchen et al., 2008). La parte no-morfolino de MorphGTP muestra una
conformacién muy similar a la observada en la estructura con GDP (Oliva et al., 2007).
El grupo morfolino estd a un angulo de 55° respecto al plano de la guanina. Ademas, la
densidad electronica en esta zona de la estructura es menor al resto de la molécula,
indicando que el grupo tiene una cierta libertad. Este posicionamiento en teoria tampoco
causaria perturbaciones importantes dentro de la estructura conocida del dimero de
FtsZ de Methanococcus jannaschii (Oliva et al., 2004, Lappchen et al., 2008). En
funcién de esto es dificil explicar por qué MorphGTP inhibe la polimerizacion de
EcFtsZ y BsFtsZ. Una posibilidad es que el andlogo se una a estas proteinas de manera
diferente a como lo hace a FtsZ de Aqueolux aquifex. Esto parece en principio poco
probable, dado que se han resuelto méas de 20 estructuras de FtsZ, de diferentes especies
bacterianas y diferentes nucledtidos unidos, sin que se hayan detectado hasta el

momento diferencias importantes entre ellas. Por otra parte, algunas diferencias deben
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de existir en la unién de los ligandos a la proteina, dado que las afinidades varian entre
si. Estos pequefios reordenamientos en las interacciones del nucledtido con la proteina
podrian provocar la pérdida de interacciones longitudinales esenciales para la formacion
del polimero. De momento no se conoce la verdadera estructura del polimero de FtsZ.
Una posibilidad es que la estructura del dimero (Oliva et al., 2004, Oliva et al., 2007)
represente un estado pre-hidrélisis del protofilamento, y que tras la hidrolisis los
monomeros de FtsZ se acerquen mas entre si (Oliva et al., 2004), lo que aumentaria la
posibilidad de interferencias directas o indirectas con el sustituyente en C8. La
resolucion del mecanismo molecular de los efectos inhibitorios de estos analogos,
facilitara el disefio de compuestos que se unan especificamente al sitio de unioén de
nucleodtido de FtsZ con grupos unidos dirigidos a interferir en las interacciones entre

monomeros durante el ensamblaje.

4. FACTORES LIMITANTES EN EL USO DE COMPUESTOS DE
CRIBADO VIRTUAL

Se empled el método de competicién con mant-GTP para evaluar la posible union al
sitio de nucledtido de un total de 36 compuestos elegidos en dos rondas sucesivas de
cribado virtual. Finalmente, no se observd la unién de ningin compuesto ensayado al
sitio de nucledtido de FtsZ. También se ensayaron los posibles efectos de los
compuestos sobre el ensamblaje de FtsZ, sin que se pudieran observar diferencias

significativas entre muestras ensambladas en presencia o ausencia de compuesto.

Distintos factores han podido contribuir a los resultados negativos. Una posibilidad es
que hubiera errores en el proceso de cribado virtual que dieron lugar a una seleccion de
compuestos erronea. La estructura cristalografica elegida para el cribado fue FtsZ de P.
aeruginosa complejada con SulA (PDB: 10FU). Fue elegida por ser de un patdgeno y
por tener una elevada identidad de secuencia con FtsZ del microorganismo modelo E.
coli. Ademas, los resultados de inhibicion de la polimerizacion con los analogos del
GTP sustituidos en C8 (ver seccion anterior) con FtsZ de E. coli correlacionan con las
afinidades de union de los mismos ligandos a FtsZ de M. jannaschii, por lo que es
razonable suponer que estos analogos se unirian de manera similar a ambas proteinas.

Por otra parte, podria haber diferencias sutiles pero significativas entre FtsZ de P.
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aeruginosa y M. jannaschii que resulte en compuestos validos para uno pero invalidos
para el otro, pero esto también parece poco probable, dado que el sitio de union a
nucleotido es una de las zonas mas conservadas de FtsZ de diferentes especies (Martin-
Galiano et al., 2010).

Desde el punto de vista experimental, también hay factores que dificultan el ensayo de
compuestos de cribado virtual. En principio existia la posibilidad de interferencias
fluorescentes en la sefial emitida por mant-GTP, esto sOlo resultd ser un factor
significativo en siete de los 36 compuestos, de los cuales sélo tres tuvieron una emision
de fluorescencia demasiado alta para su ensayo con mant-GTP. El meétodo de
competicion con mant-GTP es por tanto un método eficaz para la evaluacion de
compuestos elegidos por cribado virtual. El método de competicién con *H-GTP puede
emplearse si se desea para la evaluacion de ligandos cuya emision de fluorescencia

propia los hacen inviables para su ensayo por competicion con mant-GTP.

Uno de los pardmetros mas limitantes para los ensayos realizados fue la solubilidad
acuosa de los compuestos (Resultados Figura 23D, Figura 38). No existe una
correlacion clara entre las solubilidades predichas y las solubilidades observadas. Tener
un célculo aproximado mas fiable de la solubilidad acuosa de un compuesto previo a su
adquisicion es importante, dado que asi se podrian evitar compuestos que por su
reducida solubilidad no seran viables como ligandos de FtsZ. Un nimero elevado de los
compuestos ensayados tiene una solubilidad acuosa limitada, aunque hubo una mejora
en la solubilidad de los compuestos de la segunda ronda de cribado. Aun asi, del total de
compuestos ensayados, sélo un 6% tuvieron una solubilidad por encima de 50 uM, con
un 36% de compuestos con una solubilidad entre 10-50 uM y otro 36% con una
solubilidad entre 1-10 uM. Un 22% de los compuestos tienen una solubilidad acuosa

por debajo de 1 uM.
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Figura 38: Distribucion de solubilidades observadas de los compuestos de cribado virtual. Los
valores de las solubilidades estan en las Tablas 9 (compuestos de la primera ronda) y 10 (compuestos de
la segunda ronda).

Para que fuera detectable la union al sitio de nucleétido de FtsZ, los compuestos
tendrian que tener afinidades relativamente elevadas (10°-10° M™ para el 72.2% de los
compuestos). Si consideramos que, por ejemplo, la 3-metoxibenzamida, compuesto que
finalmente dio lugar a PC190723 (Haydon et al., 2008), que es activo contra FtsZ a
concentraciones milimolares (Ohashi et al., 1999), podemos ver que la baja solubilidad
es un problema de necesaria resolucion para que se pueda continuar empleando el
método de cribado virtual con el fin de encontrar compuestos que unan el sitio de

nucleétido de FtsZ.

5. MciZ: ¢INHIBIDOR DE FTSZ O ARTEFACTO
EXPERIMENTAL?

MciZ es un péptido de B. subtilis que ha sido descrito como un posible inhibidor de
FtsZ (Handler et al., 2008). El estudio propuso como sitio de unién de MciZ un lugar
cercano al sitio de nucledtido de FtsZ, por lo que la posible union dicho sitio fue

ensayada en esta Tesis. MciZ mostrd una emision de fluorescencia propia y una posible
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interaccion directa con mant-GTP que lo hizo inviable para su evaluacion con esta
sonda. La competicién con *H-GTP dio resultados iniciales positivos, pero no se puede
confirmar que este desplazamiento sea debido a una competicion real, debido a que la
presencia de MciZ causa la precipitacion de BsFtsZ. No se conoce la causa exacta de la
precipitacion de FtsZ por parte de MciZ. No se puede atribuir meramente a la presencia
de aminoacidos de carga positiva del péptido interaccionando con FtsZ (de carga neta
negativa) dado que FtsZ no precipita en presencia de poli-Lisina. No se puede descartar
la posibilidad de que MciZ compita con *H-GTP por el sitio de nucledtido de FtsZ
incluso cuando éste esta precipitado. Si se comparan los efectos de la melitina con el
péptido hibrido CA(1-8)M(1-18) se ve que aunque los dos causan precipitacion de FtsZ,
s6lo la melitina causa ademas un desplazamiento de *H-GTP del sitio de nucleétido de
BsFtsZ. Esto es interesante, puesto que CA(1-8)M(1-18) contiene dieciocho
aminoéacidos en comun con la melitina, por lo que no es sorprendente que ambas causen
precipitacion de FtsZ, pero CA(1-8)M(1-18) ha perdido la capacidad de desplazar la
unién de *H-GTP de FtsZ. Es posible que la melitina esté compitiendo con *H-GTP por
el sitio de nucledtido en la proteina precipitada, como quiza también podria hacerlo
MciZ. Por otra parte, también es posible que la precipitacion no sea igual para los tres
péptidos, y que CA(1-8)M81-18) provoque una precipitacién que mantenga intacto el
sitio de nucledtido, mientras que la precipitacion causada por MciZ y melitina provoque
la desnaturalizacion del sitio de nucleétido y por tanto una pérdida de unién de *H-GTP
no debida a competicidn especifica. En las condiciones actuales no es posible distinguir

entre estas dos posibilidades.

Se plantea aqui la cuestién interesante de cuél puede ser la razén por la que se ha
observado esta precipitacion en los ensayos realizados en el laboratorio sin que estos
fueran mencionados en el estudio que describié a MciZ como un inhibidor de FtsZ. Un
analisis de los métodos in vitro empleados en el estudio anterior (Handler et al., 2008)
para caracterizar la unién de MciZ a BsFtsZ y su efecto inhibidor de la polimerizacion
revelan la posibilidad de que hubiera una precipitacion no detectada. Para comprobar la
unién de MciZ a la proteina, se utilizd FtsZ con cola de histidinas (FtsZ-His6). Se
incubaron péptido y proteina con resina de agarosa Ni-NTA, lo que provocaria la union
de FtsZ-His6. Se comprobd la union de MciZ a FtsZ-His6é por medio de co-
sedimentacion por centrifugacion y electroforesis desnaturalizante. Si MciZ causa la

precipitacion de FtsZ, es posible que este método diera resultados aparentemente
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positivos, ya que aun en ausencia de union especifica, al formarse precipitados, MciZ y
FtsZ co-sedimentarian a bajas velocidades. Esta posibilidad podria haberse controlado
por medio del ensayo de un control en ausencia de resina, para ver la especificidad de la
sedimentacion. Por otra parte, se mostrd la inhibicion aparente de la polimerizacién de
BsFtsZ por MciZ a través de dispersion de luz a 90°. Este ensayo también presenta
problemas metodoldgicos. Cuando se afiadié GTP (25 uM) a BsFtsZ (5 uM), se detecto
dispersion de luz, efecto que fue inhibido en presencia de MciZ (5 uM). La
concentracion de GTP empleada seria consumida con demasiada rapidez para observar
una verdadera curva de polimerizacion de FtsZ (comprobado durante la optimizacion de
condiciones para BsFtsZ en el laboratorio). Ademas, la presentacion de los datos como
histograma y no como curvas de dispersion de luz, hace imposible una verdadera

evaluacion del efecto de MciZ.

A pesar de estos problemas, otros resultados del mismo estudio apuntan a que si puede
existir una interaccion de algun tipo entre MciZ y BsFtsZ. Sera necesario abordar el
problema de la interaccion en condiciones que eviten el problema de la precipitacion.
Una posibilidad seria la inmovilizacion de MciZ sobre una placa de pléastico, y la
posterior deteccion de la unién de FtsZ (o viceversa). La comprobacion de la posible
unién de MciZ al sitio de nucleétido de BsFtsZ seria algo mas compleja. La
inmovilizacion de FtsZ sobre una placa deberia ir seguida de incubacién en ligando de
referencia (mant-GTP o *H-GTP), seguido de una segunda incubacién con MciZ,
detectandose el desplazamiento del ligando de referencia de la placa (por intensidad de

fluorescencia o radioactividad).

6. CARACTERIZACION DEL MECANISMO BIOQUIMICO DE
ACCION DEL INHIBIDOR DE FTSZ PC190723

Otro sitio de FtsZ que puede unir ligando es la hendidura entre la hélice H7 y el
dominio C-terminal. Esta hendidura fue identificada como el sitio de union probable
para PC190723, un compuesto sintético letal para B. subtilis y S. aureus que
aparentemente tiene como diana a FtsZ (Haydon et al., 2008). En esta Tesis se ha

investigado el mecanismo de la inhibicion de FtsZ por PC.
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Cuando se incuba PC con FtsZ procedente de organismos sensibles (BsFtsZ y SaFtsZ),
se observa un aumento notable en la cantidad de polimero formado en respuesta a GTP
0 GMPcPP. Ademés, la presencia de PC favorece la asociacion lateral de
protofilamentos de FtsZ para formar haces y toroides. In vivo, el funcionamiento del
anillo Z depende de su naturaleza dinamica y continua remodelacién (Stricker et al.,
2002, Anderson et al., 2004, Chen y Erickson, 2005). PC desplaza el equilibrio de
ensamblaje de FtsZ in vitro, estabilizando el estado polimerizado y por tanto impidiendo
el comportamiento dinamico de FtsZ. Esto podria explicar la interrupcion de divisién
celular y formacion de foci de FtsZ observado in vivo en células tratadas con PC
(Haydon et al., 2008). El ensamblaje de FtsZ depende de la union del GTP y el
desensamblaje de la actividad GTPasa (Mukherjee y Lutkenhaus, 1994, Huecas y
Andreu, 2004). A concentraciones altas, PC inhibe la actividad GTPasa de BsFtsZ
(Andreu et al., 2010) y de SaFtsZ (Haydon et al., 2008, Andreu et al., 2010). No se
puede atribuir este efecto a la condensacién de los polimeros de FtsZ en haces y
toroides, dado que la inhibicion en el caso de BsFtsZ es similar bajo condiciones
favorables y desfavorables para la formacion de haces. Es posible que el efecto de
reduccién de la actividad GTPasa sea simplemente producto de un intercambio menor
de mondmeros desde los polimeros estabilizados (Huecas et al., 2007) o un efecto
alostérico (Haydon et al., 2008).

S. pneumoniae fue clasificado como no sensible a la accion de PC (Haydon et al.,
2008), pero los resultados iniciales de polimerizacion de strep-SpFtsZ en presencia de
PC observado por dispersion de luz a 90° y microscopia parecen indicar que strep-
SpFtsZ si es susceptible a la accion de PC. Sin embargo, dada la existencia de una cola
de estreptavidina fusionada al extremo N-terminal de la proteina, es prematuro concluir
que los efectos aparentes de PC sobre strep-SpFtsZ representen una interaccion real. En
caso de que los resultados encontrados con SpFtsZ sean indicativos de un efecto real de
PC, habria una aparente contradiccion entre la resistencia de S. pneumoniae al
compuesto y la susceptibilidad de strep-SpFtsZ. Es posible que existan condiciones in
vivo que hagan S. pneumoniae resistente a la accion de PC; impermeabilidad de la
membrana, capacidad para expulsar o degradar el compuesto, etc. Antes de considerar
estas posibilidades, es conveniente estudiar el efecto de PC sobre SpFtsZ sin cola de
estreptavidina.
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E. coli también fue clasificada como organismo resistente a la accion de PC (Haydon et
al., 2008), y se esperaba que EcFtsZ no respondiera a incubacion con PC.
Sorprendentemente, se ha visto que EcFtsZ muestra cierta sensibilidad a PC, pero los
efectos son muy diferentes a los encontrados con BsFtsZ y SaFtsZ. PC actla sobre
EcFtsZ estimulando su actividad GTPasa, lo que lleva a una despolimerizacion
acelerada de FtsZ. Este efecto no se debe a un desplazamiento de GTP del sitio de
nucleotido ni a una alteracion en la afinidad de EcFtsZ monomérica por GTP (datos no
mostrados). No afecta la cantidad de polimero encontrado en estado estacionario,
observable en presencia de sistema de regeneracion de GTP. Esto contrasta con el efecto
de PC en BsFtsZ y SaFtsZ, donde la cantidad de FtsZ en estado estacionario aumenta
con concentraciones crecientes de PC. Se ha comprobado la union de PC a polimeros de
EcFtsZ por HPLC (Andreu et al., 2010). Es posible que PC se una a EcFtsZ en un sitio
diferente o de manera diferente en el mismo sitio a como lo hace en BsFtsZ y SaFtsZ.
Se predijo que la presencia de valina en posicion 307 (0 una posicion equivalente) es
esencial para la sensibilidad a PC (Haydon et al., 2008). Sin embargo, EcFtsZ si
muestra algun tipo de interaccion con el compuesto a pesar de tener una arginina en esa

posicion, por lo que la posicion 307 es insuficiente para predecir sensibilidad a PC.

DFMBA funciona de una manera aparentemente igual a PC, pero requiere
concentraciones mucho més elevadas, lo que indica que tiene una afinidad mucho
menor que PC. Aun asi, una comparacion de la afinidad aparente de PC con la afinidad
aparente de DFMBA hace pensar que DFMBA es el grupo mas importante para la unién
a FtsZ, mientras que el otro fragmento de la molécula de PC, CTPM, tendria una
afinidad mucho menor, suponiendo que PC fuera un ligando bifuncional ideal (Andreu
y Timasheff, 1982). DFMBA no tuvo efecto sobre EcFtsZ, pero esto podria ser
simplemente indicativo de que no es posible llegar a una concentracion de DFMBA
suficiente como para afectar a EcFtsZ dadas las limitaciones de solubilidad del
compuesto. Aun asi, no se puede descartar la posibilidad de que PC se una de una
manera diferente en EcFtsZ a la que se une en BsFtsZ y SaFtsZ, y que esta forma de

unién haga menos relevante el grupo DFMBA para la union a EcFtsZ.

Una pregunta interesante es si la morfologia de los polimeros de FtsZ estabilizados por
PC puede ser relevante para su mecanismo de accion. La morfologia de polimeros de

FtsZ ensamblados en presencia de PC muestra una gran variabilidad dependiendo de la
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especie de FtsZ y las condiciones utilizadas. Esta misma flexibilidad se ha apreciado
anteriormente con aditivos poliidnicos empleando FtsZ de E. coli (Popp et al., 2009),
observandose la formacion de toroides y de hélices de diferentes tamafios. Ademas, en
un estudio reciente se ha caracterizado una proteina, FzIA, que inhibe a FtsZ in vivo
(Goley et al., 2010). Esta proteina funciona de una manera aparentemente analoga a PC,
estabilizado polimeros de FtsZ. Cuando se incub6 FtsZ de C. crescentus en presencia de
FzIA con GTP y Mg®*, se observd la formacién de hélices gruesas de FtsZ que
recuerdan a las encontradas en presencia de PC o con agentes de aglomeracion
molecular (Figura 39). Aunque el efecto in vivo de PC sobre FtsZ en B. subtilis fue
descrito como la formacién de foci desordenados, no se puede descartar la posibilidad
de que FtsZ en presencia de PC esté formando hélices a lo largo de la célula (Figura
40, Haydon et al., 2008)). Tanto la incubacion de FtsZ con PC como con FzIA llevaron
a una inhibicién de la actividad GTPasa de FtsZ (Haydon et al., 2008, Goley et al.,
2010, Andreu et al., 2010) y, aunque se midio en otro estudio, se sabe que los agentes
de aglomeracion molecular pueden tener el mismo efecto (Gonzalez et al., 2003). Esto
apoya a la idea de que la formacion de haces gruesos de FtsZ provoca una disminucién
de la actividad GTPasa de la proteina y asi disminuye su comportamiento dindmico,

esencial para su funcion celular.

La flexibilidad morfoldgica de FtsZ en presencia de PC lleva a la formacion de
protofilamentos sencillos de diferente curvatura, gruesos haces rectos, toroides donde
los protofilamentos muestran una aparente asociacion lateral y hélices. Esta flexibilidad
de los polimeros tiene importantes implicaciones en la funcion de FtsZ. Se ha postulado
que la formacién de polimeros curvos podria ser la fuente de la fuerza constrictora del
anillo Z (Li et al., 2007, Osawa et al., 2009). Esto hace que PC pueda ser empleado,
junto con otros compuestos que podrian tener como diana la hendidura entre la hélice
H7 y el dominio C-terminal, como herramienta experimental para investigar las
relaciones estructura-funcion de los polimeros de FtsZ. ElI mecanismo de accién de PC
es analogo al mecanismo de accion de taxol sobre la tubulina (Diaz et al., 1993). El
taxol es una droga antitumoral y fue el primer miembro descubierto del grupo de los
Agentes Estabilizadores de Microtutulos (Schiff et al., 1979). La estabilizacion de los
microtubulos por parte del taxol impide su comportamiento dinamico, esencial para su
funcion en mitosis, lo cual provoca un bloqueo de la division y finalmente apoptosis de

la célula (Jordan y Wilson, 2004). PC es un estabilizador de polimeros de FtsZ, una
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Figura 39: Comparacion de polimeros estables de FtsZ: A — FtsZ de B. subtilis (10 uM) incubada
en presencia de PC (20uM), GTP (2 mM), y Mg®* (10 mM) en 50 mM Hepes, pH 7.5 B — FtsZ de E.
coli (12.5 uM) incubada en presencia de metilcelulosa (1.6%) (Popp et al., 2009)C — FtsZ de C.
crescentus (2 uM) incubada en presencia de FzIA (4 uM), GTP (2 mM) y Mg?* (2.5 mM) en 50 mM
Hepes, 50 mM KCI, 0.1 mM EDTA, pH 7.2 (Goley et al., 2010)

homologa de la tubulina, y el sitio predicho para su union coincide con el sitio
equivalente en la tubulina para el taxol. Estos motivos hacen pensar que PC190723
podria ser el primer miembro de una futura familia de Agentes Estabilizadores de FtsZ,
aungue aun es necesario investigar si la estabilizacion de polimero provocado por
ambos compuestos sigue un mecanismo estructural similar o diferente en ambas

proteinas.
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Figura 40: Efecto de PC sobre FtsZ en B.
subtilis. B. subtilis de la cepa 2020, que expresa
GFP-FtsZ, visualizado por microscopia de
fluorescencia tras incubacion en PC 8 ug/mL
(Haydon et al., 2008)
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Conclusiones

Desarrollo de un método para medir la unién de compuestos al sitio de nucledtido
de FtsZ

1. El método de competicion con la sonda fluorescente mant-GTP puede
detectar compuestos que se unan especificamente al sitio de union de
nucledtido de FtsZ.

2. Este método mide con precision afinidades menores de 108 M™, siendo
necesario recurrir al método de competicién con *H-GTP para ligandos de
mayor afinidad.

3. El uso de un método que emplea sonda fluorescente presenta ventajas de

manejo practico que lo hacen preferible a un método con *H-GTP.
Union de los constituyentes del GTP a FtsZ

4. Todas las partes del GTP se unen al sitio de union de nucleétido de FtsZ,
aunque contribuyen de una manera desigual a la unién del nucledétido.

5. El fosfato 3 establece la interaccion méas importante con FtsZ, contribuyendo
por si solo casi en igual medida que la guanosina.

6. GDP y GTP tienen una energia libre de unién a FtsZ muy similar a pesar de
que el fosfato-y establece interacciones con la proteina. Esta contradiccion
aparente se resuelve porque la presencia del fosfato-y causa un
reordenamiento de la proteina y del nucleétido, estableciendo interacciones
con FtsZ, pero provocando una pérdida de interacciones en el resto del
nucledtido.

7. Estas diferencias se pueden explicar por simulaciones de dindmica molecular
de FtsZ-GDP y FtsZ-GTP, que ademas podrian contribuir a explicar la
regulacion GDP/GTP de FtsZ.

Busqueda de nuevos inhibidores de FtsZ que se unan a su sitio de nucleotido.

8. Los analogos del GTP sustituidos en C8 se unen al sitio de union a
nucleotido de apoFtsZ con una afinidad que se correlaciona con su capacidad
para inhibir la polimerizacion de FtsZ de E. coli y B. subtilis.

9. En general, los sustituyentes con un tamafio menor presentan una afinidad

mayor por FtsZ, pero la relacion tamafio-afinidad es imperfecta. Es posible
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10.

que las afinidades dependan del efecto del sustituyente sobre equilibrio de
conformaciones sin-anti del nucledtido.

La busqueda de otros compuestos con una quimica diferente al nucledtido
gue se unan a su sitio en FtsZ, por cribado virtual, esta limitada por su baja
solubilidad, siendo necesaria una mejora en la prediccion de solubilidad

previa al ensayo experimental.

M ecanismo de accion del inhibidor de division celular bacteriana PC190723:

11.

12.

13.

14.

El agente PC190723 es un estabilizador de polimeros de FtsZ de organismos
susceptibles.

El efecto de PC190723 sobre la formacion de polimero de FtsZ es
compatible con la existencia de un solo sitio de union por monémero de FtsZ
polimerizada.

La difluorometoxibenzamida tiene efectos similares a PC190723, pero con
una afinidad de union mucho menor.

FtsZ de E. coli, clasificada inicialmente como no sensible, une PC190723,
que acelera su despolimerizacion. Es posible que el compuesto establezca
interacciones diferentes con FtsZ de E. coli o que se una en un sitio

alternativo.
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Figura Al: Trayectorias de MM-GBSA: Evolucién de la energia libre de interaccion (en kcal/mol) a lo
largo de las trayectorias de dinamica molecular para A- GDP y B- GTP

Tabla Al: Energias calculadas para la dindmica molecular MjFtsZ-GDP

2VAP---GDP  X-ray MIN 10ns 20ns 30ns 40ns 50ns

AHMM-GBsA -9.08 -50.50 -27.29 -14.85 -16.57 -8.84 -14.15

¢ 0.00 0.00 7.00 459 387 521 507
—TAS (t = ) -2.56
AG = AH - TAS -16.71

Energias promedio MM-GBSA (y desviaciones estandar) calculadas a lo largo de las
trayectorias de dinamica molecular en los ultimos 500 ps para cada periodo de 10 ns

para el complejo MjFtsZ-GDP (PDB: 2VAP). La entropia se estimo a t =. Todas las
unidades estan en kcal/mol.

! La entropia (S) depende la longitud de la trayectoria (t) que se analiza, tendiendo a un
limite (S.) a medida que se amplia la ventana de muestreo (Harris et al., 2001). Las
entropias calculadas en cada ventana se ajustan empleando la relacion empirica:

S(t)=sm—tﬁn

donde a y n son los parametros del ajuste. Este procedimiento permite una estimacion

de S.. independiente de la longitud de la dinamica molecular. Los ajustes se hicieron
utilizando el programa gnuplot 4.0
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Tabla A2: Energias calculadas para la dindmica molecular MjFtsZ-GTP

1IW5A---GTP ~ X-ray MIN 10ns 20ns 30ns 40ns  50ns(ca) 50ns(ch)

-28.02 -165.76 -105.36 -104.93 -101.91 -99.27 -93.61 -106.95

AHnmm-GBsA
c 0.00 0.00 7.96 5.71 5.40 5.60 5.77 5.83
_TAS (t = @) 530  2.98
AG = AH - TAS -88.31  -103.97

Energias promedio MM-GBSA (y desviaciones estandar) calculadas a lo largo de las
trayectorias de dinamica molecular en los ultimos 500 ps para cada periodo de 10 ns
para el complejo MjFtsZ-GTP (PDB: 1W5A). La entropia se estimdé a o= (ver
explicacion en Tabla Al). Todas las unidades estdn en kcal/mol. ca — cadena A; cb —
cadena B
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Tabla A3: Energias MM-GBSA por residuo de la dinamica molecular MjFtsZ-
GDP

2VAP---GDP X-ray MIN 10ns 20ns 30ns 40ns  50ns

A48 -8.78 -869 -255 -3.06 -320 -316 -3.62
T159 -060 -0.66 -3.35 -057 -0.77 -056 -0.66
F162 -048 -0.23 -143 -249 -116 -245 -144
F208 -7.13  -7.23 -296 -5.80 -554 -422 -4.389
A211 -0.24 -065 -272 -032 -025 -0.18 -0.40
D212 -10.07 -11.48 -3.61 -0.74 -025 -049 -1.01
G130 -2.84 -287 -243 -255 -240 -1.83 -1.82
L131 -148 -1.76 -299 -3.09 -293 -122 -242
G132 -223 375 -322 -18 -1.75 -188 -154
P161 -228 -151 -207 -197 -180 -152 -1.26
R169 -7.67 -28.79 -1546 -15.88 -16.31 -12.52 -16.52
G133 -6.83 -10.10 -7.80 -7.63 -7.57 -7.12 -7.59
G46 -7.80 -999 -1./0 -225 -233 -18 -2.17
G47 -831 -910 -148 -193 -210 -2.08 -2.19
G99 -1.02 -0.67 -1.70 -0.0/ -0.03 -0.01 -0.02
G134 -6.76 -731 -885 -528 -829 -911 -8.21
T135 -8.59 -12.13 -12.84 -1481 -1529 -14.86 -15.57
G136 -6.05 -6.58 -438 -451 -421 -416 -4.13

Energias de unidn calculadas por residuo a lo largo de la trayectoria de dinamica
molecular para MjFtsZ-GDP. Se calcularon las energias promedio en los ultimos 0.5 ns
para cada periodo de 10 ns. Unidades en kcal/mol.
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Tabla A4: Energias MM-GBSA por residuo de la dinamica molecular MjFtsZ-
GTP

IW5A---GTP X-ray MIN 10ns 20ns 30ns 40ns 50ns(ca) 50ns (cb)

A48 -9.18 -433 -531 -753 -847 -8.17 -1.32 -2.95
N51 -045 064 -1.14 -090 -155 -0.97 -0.71 -0.09
F208 -6.25 -6.69 -120 -0.18 -0.09 -0.21 -0.15 -5.10
K209 -0.64 -0.77 -6.01 -576 -4.84 -4.44 -4.45 -0.87
D212 -8.18 -11.77 -154 -7.77 -7.85 -8.25 -8.37 -1.98
G130 -239 -231 -209 -275 -234 -2.46 -2.78 -2.08
L131 -159 -156 -1.16 ~-161 -137 -1.42 -1.22 -2.11
G132 -250 -358 -273 -326 -295 -2.62 -2.81 -3.46
F162 -0.38 -0.28 -133 -0.62 -0.14 -1.28 -1.19 -0.57
E165 081 -921 -561 030 098 -5.92 -1.47 -7.46
R169 -8.36 -242 -210 -6.08 -596 -0.93 -2.40 -20.12
G47 -7.75 -840 -765 -9.66 -9.40 -9.80 -8.69 -5.10
G133 -7.78 -12.04 -8.79 -850 -8.20 -8.26 -7.70 -8.72
C45 -142 -216 -1.12 -105 -119 -1.15 -0.99 -0.42
G46 -829 -819 -632 -737 -8.63 -8.08 -6.77 -4.66
N70 -1.04 -259 -161 -138 -2.01 -1.40 -0.12 -1.63
G134 -9.84 -15.11 -1041 -995 -9.76 -10.13 -9.35 -9.30
T135 -456 -23.85 -19.81 -18.90 -19.58 -19.65 -17.97 -17.75
G136 -538 -6.16 -4.62 -472 -516 -5.06 -4.85 -4.50
G96 -509 -599 -628 -133 -0.09 -0.09 -0.10 -0.97
A97 -7.80 -8.71 -7.44 -179 -0.06 -0.06 -0.07 -0.89
G98 -258 -9.14 -401 -022 -0.01 -0.06 0.08 -1.25
G99 -513 -814 -527 -0.77 -033 -0.45 -0.10 -1.62
C129 -194 -124 -051 -176 -1.88 -1.92 -1.84 -1.63
T159 -048 -042 -109 -344 -144 -237 -2.92 -2.08

Energias de unién calculadas por residuo a lo largo de la trayectoria de dindmica
molecular para MjFtsZ-GTP. Se calcularon las energias promedio en los dltimos 0.5 ns
para cada periodo de 10 ns. “ca” representa la cadena A de la estructura MjFtsZ-GTP-
Mg2+ y *“cb” la cadena B de la misma estructura Unidades en kcal/mol
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Tabla A5: Contribuciones relativas de las partes del GDP a la uniéon a MjFtsZ

2VAP---GDP X-ray MIN 10ns 20ns 30ns 40ns 50ns
Guanina® 30.21 23.19 18.42 15.99 13.81 14.52 15.00
Ribosa” 13.18 16.02 21.41 21.08 19.65 16.80 17.56
Fosfato a.° 957 19.63 17.43 19.26 19.29 17.20 19.62
Fosfato Bd 47.04 41.16 4274 43.67 47.30 51.48 47.82

Energias individuales de interaccion (MM-GBSA) que se asignan a las diferentes partes
del GDP. Se calculan las contribuciones promedio en los ultimos 0.5 ns de cada periodo
de 10 ns. Todos los valores estan en términos del porcentaje del cambio de energia libre.
Abajo se detallan los calculos empleados para la asignacion del peso de las

interacciones en cada caso.

a

E(Guanina) = E(D212) + E(A211) + E(F208) +
+ E(A48) + % E(T159) + % E(F162)

E(Ribosa) = % E(T159) + % E(F162) + E(P161) +
+ E(G130) + E(L131) + E(G132) +

+% E(R169)

E (fosfato — &) = % E(R169)+ % E(G133)

E( fosfato — ) = % E(G133)+ E(G46)+ E(G47) +

+E(C99)+ E(G134)+ E(T135) +
+E(G136)
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Tabla A6: Contribuciones relativas de las partes del GTP a la unién a MjFtsZ

IW5A---GTP X-ray MIN 10ns 20ns 30ns 40ns 50ns(ca) 50ns (cb)

Guanina® 17.90 1241 10.11 19.00 17.60 18.78 20.74 12.11

Ribosa” 15.06 2455 15.75 15.67 1450 16.00 14.70 35.00
Fosfato 9.01 383 544 836 940 887 9.00 4.21
Fosfato Bd 33.78 16.72 29.25 33.74 37.00 35.75 34.29 25.54

Fosfatoy® 24.26 33.85 39.45 23.23 2150 20.61 21.27 23.14

Energias individuals de interaccion (MM-GBSA) que se asignan a las diferentes partes
del GTP. Se calculan contribuciones medias en los ultimos 0.5 ns de cada periodo de 10
ns. Todos los valores estan en términos del porcentaje del cambio de energia libre. “ca”
y “cb” representan la cadena A y B de FtsZ en la estructura 1W5A, respectivamente.
Abajo se desglosan los calculos empleados para la asignacion del peso de las
interacciones en cada caso

. 1
E(Guanina) = > E,yq (A48) + E(N51) + E(F208) +
+ E Eeec + Enya }(K209) + E(D212) + E(C129) +

+ E(T159)

E(Ribosa) = % Epyo (A48) + E(G130) + E(L131) +
+ E(G132) + E(F162) + E(E165) +

+ E(R169) +%E (K209)

elec

C
E(fosfato — &) = E, 4 (G47)+ E,, (A48) + % E(G133)

E(fosfato — ) = E(C45)+ E(G46) + E,,. (G47) +
+E(N70)+ % E(G133)+ E(G134) +
+ Eyyq (T135)+ E(G136)

e E (fosfato — y) = E(G96)+ E(A97)+ E(G98)+

+E(G99)+ % E(G133)+E,,,(T135)
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Tabla A7: Calculos para aproximar la contribucion parcial de la ribosa y la
guanina a la unién de GTP

Modificacion |  parte del AAG°
de grupo GTP kcal-mol™
PPPi - ATP "ribosa” -1.47
PPPi - CTP "ribosa” -1.72
PPPi - UTP "ribosa" -1.69
PPPi - NTP "ribosa"medq | -1.63+0.14
ATP - GTP "guanina" -3.21
CTP - GTP "guanina” -2.96
UTP - GTP "guanina" -2.99
NTP - GTP | "guanina”meqd | -3.05+0.14

Aproximacion de la contribucion parcial de la ribosa y la guanina a la unién del GTP
suponiendo que bases diferentes de la guanina no contribuyen a la union. La
modificacion de ligando indica las energias libres de union empleadas en el calculo (ver
texto). Las AAG® de guaninames Y ribosames son la media de las tres AAG® calculadas
con los tres liganods (ATP, CTP y UTP) y estan insertados en la Tabla 6.
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