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RESUMEN

Resumen

La proteina del citoesqueleto FtsZ se ensamblédanentos que forman el anillo citoquinético
de la mayoria de las bacterias, reclutan a otrateipas de la division celular y contribuyen en la
fuerza de constriccién para la citoquing§isawa et al., 2008Pebido a su ubicuidad e importancia
en la divisiéon celular bacteriana, FtsZ es unaal&tnactiva para el desarrollo de nuevos antilmétic
(Schaffner-Barbero et al., 2012).

FtsZ esta formada por dos subdominios globulareeaados por una hélice central (H7).
Ademas contiene una regién desestructurada entednex C-terminal que estd implicada en la
interaccion entre FtsZ y proteinas moduladoras K8asd Levin, 2012). Al igual que su homdlogo
eucariota, FtsZ forma protofilamentos con GTP (Negat al., 1998a) y el ensamblaje/desensamblaje
de los polimeros esta regulado por la hidrélisismieleétido. El sitio catalitico GTPasa se forma
durante el ensamblaje de la proteina (Lowe and AGR139).

Los monomeros de FtsZ pueden estar en dos estestasto inactivo con baja afinidad para
formar polimeros y estado activo con alta afinigaca la polimerizacién (Chen and Erickson, 2011,
Huecas et al., 2008, Martin-Galiano et al., 201@)forma inactiva ha sido observada en estructuras
cristalograficas de diferentes especies (Olivd.e2807), con la hendidura entre los dominios §-y
terminal en una conformacién cerrada. La recienstruetura cristalografica de FtsZ de
Staphyloccocus aureSaFtsZ) (Elsen et al., 2012, Tan et al., 2012sieet al., 2012) muestra un
filamento recto formado por mondmeros con la hamdidabierta. La comparacion entre las
estructuras de SaFtsZ y FtsZs de otras especiegaapel mecanismo de apertura de la hendidura
como un interruptor molecular para el ensamblaje. &nbargo, alguna prueba del cambio
conformacional entre los estados de FtsZ en un@anéspecie es necesario.

FtsZ tiene dos sitio principales de gran interéfadmisqueda de nuevos antibioticos, el sitio de
unién del nucledtido y la hendidura entre el domiNiy C-terminal. EI compuesto PC190723 se une
a la hendidura entre dominios y modula el ensamldaj FtsZ (Andreu et al., 2010, Elsen et al.,
2012). Precisamente el descubrimiento de este oestpuefectivo frente &. aureusresistente a
meticilina ha validado a FtsZ como una diana épfiaua el descubrimiento de nuevos farmacos.

En esta tesis, nosotros estudiamos la dinamicatsié &sando simulaciones de dinamica
molecular a partir de las estructuras cristaloga&fide filamentos representativos. En consonancia
con datos experimentales hemos encontrado diferent@aturas de los filamentos en dependencia
del nucledtido unido. Mientras los filamentos cofMRGse curvan en una direccion preferencial
encerrando el nucleotido, con GDP exhiben unaildistion heterogénea de interfaces abiertas y
cerradas entre monémeros. Nosotros identificam@malig’™ como un elemento esencial en el cierre
del sitio de nucleétido y en la estabilizacion de filamentos con GTP, mientras la pérdida de
contactos del monomero inferior con el bucle T7l@n filamentos con GDP produce interfaces
abiertas que en principio son mas propensas a ldaspaar. Ademas hemos observado el cierre
espontdneo de la hendidura entre el dominio C-texiny la H7 en el monémero aislado y en el
extremo (-) de los filamentos, actuando como uerinptor molecular acoplado a la polimerizacion
de la FtsZ. Este resultado valida el cambio confmional propuesto entre mondémeros con la
hendidura cerrada y baja afinidad para la polinaeitm y la conformacion activa de FtsZ con la
hendidura abierta dentro de los filamentos. Finatmesncontramos que la unién del antibiético
PC190723 en los filamentos con GDP, mantiene lalidara abierta y alostéricamente induce el
cierre de las interfaces entre monomeros de umaafgimilar a los filamentos con GTP. Gracias a la
integracion del interruptor molecular con la depsmia de la estabilidad del filamento en la
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dinamica interfacial entre mondémeros regulada peledtido, este estudio ofrece una detallada
interpretacion del ciclo de ensamblaje y desensgimde FtsZ, asi como de su inhibicién.

Ademas hemos colaborado en el disefio de analagmed$icentes del PC para estudiar el cambio
conformacional durante el ensamblaje. La sonda odrobenzoxadiazole (NBD) se une
especificamente a la forma ensamblada de FtsZ mésdos mondmeros. Durante el proceso de
ensamblaje/desensambaje, la anisotropia de la samaia debido a la unién o disociacion a FtsZz,
reportando asi la apertura o cierre de la hendidatee dominios. Estos resultados corroboran el
mecanismo de interruptor molecular de la hendigara el ensamblaje de FtsZ.

Las caracteristicas estructurales de los polimgeoBtsZ deB. Subtilis(BsFtsZ) y la proteina
truncada (BsFtsAt) que carece del extremo desestructurado C-telntiaa sido ademas estudiadas
por SAXS y crio-microscopia electronica. Los poliosede BsFtsAt mostraron diferencias respecto
a los de la proteina nativa. Los experimentos malesjue BsFtsZ forma grandes agregados de
filamentos curvos con un espaciado lateral (~7@®&Je protofilamentos vecinos. Sin embargo, los
filamentos de la proteina truncada forma manojoSlai®mentos rectos unidos lateralmente. Nosotros
proponemos que el espaciado de 70 A entre losfitantentos de BsFtsZ se debe a la extencion C-
terminal. Mientras que los filamentos de BsF8Z-se unen generando manojos rectos, la asociaciéon
lateral flexible a través del C-terminal explicalavatura de los filamentos de BsFtsZ.

El cribado virtual de grandes librerias de commsgest una buena aproximacion para identificar
nuevos agentes antibacterianos. Mediante estac#&egri han identificado distintas cabezas de serie
para el sitio de unién de nucleétido (UCMO5 y VSI8h embargo los compuestos probados en el
sitio de unién de PC, con estructuras difereneste@no mostraron efecto en células.

UCMOS5 interacciona con el sitio de nucleotido détBZ (Kd = 2.3uM) e inhibe el crecimiento
de bacterias Gram-positivas &e subtilis(MIC = 100 uM). Para tratar de mejorar la afinidad de
union de UCMO5 vy el efecto antibacteriano nuevosvddos seleccionados por experimentos de
docking y dindmica molecular se sintetizaron. Ehb del grupo naftaleno por el bifenilo mejoré la
afinidad de unién y efecto antibacteriano respacttCMO05. Por ejemplo, el derivado de biferii®
destaca como un potente inhibidor de FtsZ [Kd =ud45 MIC (B. subtili§ = 5uM y MIC (MRSA) =
7 uM].

VS18 interacciona con el sitio de nucleétido detB&8KKd = 90.9uM). Sin embargo, VS18 no
presenta actividad antibacteriana en B. subtilisZ(M 600uM). Su estructura quimica fue usada para
la busqueda de compuestos con modificaciones gasmiediante cribado virtual. De los compuestos
seleccionados del cribado, 29 mejoran la afinidadrddn por el sitio validando el protocolo seguido
El méas prometedor es el compuesto VS33, que salgiko de nucledtido (Kd = 6 IM) y afecta la
division celular bacteriana [MI@( subtili = 50uM and MIC MRSA = 20uM].

Los posibles modos de union de los compuedBog VS33 han sido estudiados por docking y
simulaciones de dindmica molecular. Estos estudass han proporcionado informacion sobre el
mecanismo de inhibicion por competicion de estospreestos.
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Summary

The cytoskeletal protein FtsZ forms filaments tbaganize into the bacterial Z-ring, which
recruits other cell-division proteins amelps provide some of the constrictive force fotokinesis
(Osawa et al., 2008)Given its ubiquity and its central role in ba@ercell division, FtsZ is an
attractive target for the development of new antibs (Schaffner-Barbero et al., 2012).

FtsZ is composed of two globular subdomains, cateby a long helix (H7) sandwiched
between them. Furthermore, FtsZ contams unstructured extreme C-terminal implicated in
interactions between FtsZ and modulatory protéuske and Levin, 2012Fimilar to its eukaryotic
relative tubulin, FtsZ form protofilaments with GT{Rogales et al., 1998a) and has a built-in
molecular switch that is triggered by nucleotiggphosphate hydrolysis and permits assembly-
disassembly regulation. The GTPase catalytic siteoimed during filament assembly (Lowe and
Amaos, 1999).

Monomers of FtsZ can exist in two states: the inacstate with low affinity to form polymers
and the active state with high affinity for polyrnztion (Chen and Erickson, 2011, Huecas et al.,
2008, Martin-Galiano et al., 2010). The inactiverioof FtsZ monomers has been observed in most
crystal structures from different species (Olivaakt 2007), with the cleft between N and C-terrhina
domains in a closed conformation. The crystal paghkrom the recently reporteStaphylococcus
aureusFtsZ (SaFtsZz) structure, (Elsen et al., 2012, &aal., 2012, Matsui et al., 2012) exhibits a
straight filament formed by open-cleft monomersstAictural comparison of SaFtsZ with other FtsZs
supports the cleft opening mechanism of the Ftserably switch. However, proof involving the
same FtsZ protein, such as a closed-cleft mononstriccture of SaFtsZ molecule or an open
filamentous structure of other FtsZs, is required.

The functional importance of FtsZ makes it an ie$#éing drug target for treating infections
caused by bacteria. The main cavities availablelif@nds binding in an FtsZ monomer are the
nucleotide-binding cup in the N-terminal domain dhd cleft between N and C-terminal domains.
The antibiotic PC190723 binds into the cleft anddolates FtsZ assembly by stabilizing its polymers
(Andreu et al., 2010, Elsen et al., 2012). FtsZlbeen validated as the target of thevivo effective
antibacterial compound PC190723 (Haydon et al.3R00

In this thesis, we study the FtsZ dynamics usinigiased atomistic molecular simulations from
representative filament crystal structures. In agrent with experimental data, we find different
filament curvatures that are supported by a nuiceetgulated hinge motion between consecutive
FtsZ monomers. Whereas GTP-FtsZ filaments bendtaisl in a preferred orientation, thereby
burying the nucleotide, the differently curved GBR8Z filaments exhibit a heterogeneous
distribution of open and closed interfaces betw@enomers. We identify a coordinated ¥Mépn as
the key structural element in closing the nucleotiite and stabilizing GTP filaments, whereas the
loss of the contacts with loop T7 from the neiglig@monomer in the GDP filaments leads to open
interfaces that are more prone to depolymerizatibte. monitored the FtsZ monomer assembly
switch, which involves opening/closing of the cleétween the C-terminal domain and the H7 helix,
and observed the relaxation of isolated and fildanmmus-end monomers into the closed-cleft
inactive conformation. This result validates thepgmsed switch between the low-affinity monomeric
closed-cleft conformation and the active open-di@¢#Z conformation within filaments. Finally, we
observed how the antibiotic PC190723 suppressedisassembly switch and allosterically induces
closure of the intermonomer interfaces, thus gt the filament. These molecular dynamics
studies provide detailed structural and dynamidghts into modulation of both the intrinsic
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curvature of the FtsZ filaments and the moleculaitch coupled to the high-affinity end-wise
association of FtsZ monomers.

Also, we have collaborated on the design of fluoees analogs of PC190723 to probe the FtsZ
structural assembly switch. Among them, nitrobeariiazole (NBD) probes specifically bind to
assembled FtsZ rather than to monomers. During Rts&€ assembly-disassembly process, the
fluorescence anisotropy of the probes changes upoding and dissociating from FtsZ, thus
reporting open and closed FtsZ interdomain clefthese results demonstrate the structural
mechanism of the FtsZ assembly switch. Molecularadyic simulations of SaFtsZ model complexes
with the NBD probes indicated the binding mode lefse compounds and suggest a binding site
extension along the interdomain cleft. Moreover,hage employed these fluorescent probes to set up
a fluorescence anisotropy based displacement absayo detect new allosteric modulators of FtsZ.

The structural features of FtsZ polymersBofsubtilis(BsFtsZ) and truncated BsFtsZ (BsFtsZ-
At), lacking the entire C-terminal tail, have be¢undsed by SAXS and Cryo-electron microscopy.
BsFtsZAt showed several striking differences respectingthe full-length protein polymers.
Experiments indicate that BsFtsZ polymers are farnbg aggregation or annealing of curved
filaments bundles with lateral spacing (~70 A) betw neighboring protofilaments. However, the
truncated protein filaments are held straight indles by their close lateral contacts. We propbae t
the 70 A spacing between BsFtsZ filaments formiogsé bundles is provided by the C-terminal
extension. The parallel BsFtad- filaments possibly stick to each other generatihg straight
bundles, whereas a flexible lateral associatiomnalfilament curvature in the full length BsFtsZ.

Virtual screening of large compound libraries igagular approach to identify new antibacterial
agentsUsing this technique, it has been identified sdveita compounds for the nucleotide-binding
site (UCMO5 y VS18), however, the compounds testedhe binding site PC, with different
structures did not show effect on cells.

UCMOS5 interacts with the nucleotide-binding site BRdFtsZ (Kd = 2.3uM) and inhibits the
growth of the Gram-positive bacteriug subtilis(MIC = 100uM). In order to improve the binding
affinity and the antibacterial efficacy of UCMO%w derivatives selected by docking and molecular
dynamics experiments were synthetized. The chamgkei naphthalene core for biphenyl improves
the binding affinity and antibacterial efficacy cpaned to UCMO5. For instance, biphenyl derivative
28 stands out as a potent FtsZ inhibitor (Kd = QM) with high antibacterial activity [MIC §.
subtili = 5uM and MIC (MRSA) = 7uM].

VS18 interacts with the nucleotide-binding siteBsftsZ (Kd= 90.9uM). However, VS18 does
not have antibacterial activity dd. subtilis(MIC > 600 puM). Its chemical structure is used as a
starting point for chemical modifications in virtistreening. Of the selected compounds, 29 improve
affinity for the binding site respecting to VS1&lidating the protocol followed. The most promising
compound is el derivado VS33, which replaces tleemtide (Kd= 6.7 uM) and affects bacterial-cell
division [MIC (B. subtilig = 50uM and MIC MRSA = 20uM].

The possible binding modes of compourZis and VS33 were analyzed by docking and

molecular dynamics simulations studies. They predich simple explanation of the competitive
inhibition mechanism for these compounds.
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INTRODUCCION

1. Introduccidén

1.1. La proteina de division celular FtsZ

FtsZ es una proteina esencial en la division celblcteriana que se encuentra
conservada en la mayoria de los organismos proasricAdemas se han identificado
homologos de FtsZ en cloroplastos de algunas atgasyGuillardia theta(Fraunholz et al.,
1998), en plantas superiores condsabidopsis thaliana(Vitha et al., 2001) y en
mitocondrias de las algadallomonas splendeng Cyanidioschyzon merola@eech et al.,
2000, Takahara et al., 2000). Solo en escasos isnmgag procariotas no se encuentra FtsZ.
Por ejemplo no estd presente en bacterias inttaoegu de la familiaChlamydiaceae
(Vaughan et al., 2004) Yerrucomicrobia que se dividen utilizando la maquinaria de la
célula hospedadora, ni en las especies de bactiasda libreUreoplasma uralyticum
(Glass et al., 2000) YRhodopirellula baltica(Glockner et al., 2003) en las cuales se
desconoce cémo se lleva a cabo el proceso dediviEampoco se encuentra presente en el
filo CrenarchaeotaNatale et al., 2000), que usa el producto de &rseg del operéndv

como Unica maquinaria de division celular.

Estudios de fluorescencia de anticuerpos anti-FsZusiones con la proteina
fluorescente GFP demostraron que FtsZ ensamblaarsiructura en forma de anillo (anillo
Z) en el interior de la membrana citoplasmaticacaado el sitio de division de la bacteria
(Bi and Lutkenhaus, 1991, Levin and Losick, 199@ldisall and Lutkenhaus, 1996). En
estos experimentos se observd que FtsZ ensambimadmeente en la mitad celular y
eventualmente se fusiona para formar el anilloZdlsposicion dindmica de los filamentos
en el anillo Z y su funcion aun no son bien conasi@Erickson et al., 2010, Meier and
Goley, 2014, Hajduk et al., 2016, Haeusser and Merg2016). Estudios de microscopia de
fluorescencia de super-resolucion han descrito niloaZ discontinuo formado por
agrupaciones relativamente cortas de protofilansedto FtsZ (Strauss et al., 2012, Buss et
al., 2013, Holden et al., 2014, Rowlett and MamgoRk014, Coltharp et al., 2016). Por el
contrario, resultados de crio-microscopia elect@ricrio-EM) han indicado la formacién de
una capa continua de filamentos de FtsZ a unandistale 150 + 20 A por debajo de la
membrana erk. coli (Szwedziak et al.,, 2014). Mediante recuperaciénlalesenal de
fluorescencia después de fotoblanqueo (FRAP, dglEésnFluorescence Recovery After
Photobleachiny) se determiné que los anillos son estructurasntices que intercambian

FtsZ con el medio cada un promedio de entre 8 w&fundos (Anderson et al., 2004).
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Aproximadamente el 30% de FtsZ esta en el anillentnas que el resto parece estar en su
mayoria en el citoplasma (Anderson et al., 2004)stén varias proteinas (MinC, SImA y
MipZ) que actian como reguladores negativos evitdadormacion del anillo Z en un lugar
distinto a la mitad celular (Cho et al., 2011, Hale, 1999, Thanbichler and Shapiro, 2006).
En B. subtilisy E. coli se conocen dos sistemas de regulacion negativa,(d4l inglés
minicell) y NO (del inglésnucleoid occlusion También se sabe de la existencia de otros

reguladores en bacteri@s crescentusomo MipZ.

Ademas de formar el anillo Z, FtsZ es esencial fmtacalizacion del resto de proteinas
que intervienen en la division celular. Durantegpeiceso de septacion el anillo de FtsZ se
contrae y finalmente se produce la separacionsidda células hijas. Aunque FtsZ no tiene
afinidad por la membrana se han observado difesgt#einas que interaccionan con FtsZ y
son las encargadas de anclar el anillo Z a la mamabplasmatica, como FtsA y ZipA. FtsA
es homoéloga estructural de la actina y despuédsieds la proteina mas conservada en la
division celular (van den Ent and Lowe, 2000). Fist#&racciona por un lado con el dominio
C-terminal de FtsZ y por otro lado se ancla a leapa lipidica a través de una hélice
anfipatica (Erickson, 2001, Hale and de Boer, 192fA también se requiere para la union
de FtsZ a la membrana &n coli. ZipA es una proteina de membrana (Margolin, 2@0@a
estructura primaria se encuentra poco conservattzsserganismos procariotas. Al igual que
FtsA, se une por un lado a la membrana plasmatiGvés de un dominio transmembrana y
por otro a residuos muy conservados de FtsZ Fooli, ZipA y FtsA ayudan a la formacion
y estabilizacion del anillo Z (Pichoff and Lutkenisa2002) mientras que &n subtilisFtsA
es imprescindible para el correcto ensamblajeriéba (Jensen et al., 2005).

1.1.1. Estructura de FtsZ

A pesar de la baja similitud de secuencia entrg ¥ts tubulina eucariota$ 20%) son
homologas estructurales (de Pereda et al., 1996)ektructuras a alta resolucion de FtsZ de
M. Jannaschii{MjFtsZ) y a- y B- tubulina confirmaron la homologia estructuralrergmbas
proteinas (Lowe and Amos, 1998, Nogales et al.8&hB%unque la unidad funcional de FtsZ
es el monémero y la de tubulina es un heterodimfemtbas proteinas son GTPasas auto-
activadas (de Boer et al., 1992, RayChaudhuri aar#l, 1992, Mukherjee et al., 1993). En
presencia de GTP, FtsZ ensambla formando protafifeos parecidos a los de tubulina y en
ambas el sitio de nucleétido se completa cuangwodeeina polimeriza (de Boer et al., 1992,
RayChaudhuri and Park, 1992).
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El analisis estructural y filogenético divide a fagunidades de FtsZ en cinco regiones:
una region desestructurada y pobremente conseeradd extremo N-terminal, un nucleo
globular altamente conservado, un segmento destst@do (CTL) que une el nucleo
globular con un corto y bien conservado péptidaud®n a FtsA (CTT) y finalmente un
pequefio numero de residuos variables (CTV) (Lowe& Amos, 1998, Margolin, 2005,
Vaughan et al., 2004) (Figura 1 Ay B).

A

Hélice H7

N-terminal

CTT CTVvV
Bacillus subtilis 366 DDTLDI LRNRNKRG======— 382
Enterococcus faecalis 399 DDEI RRKR————————— 412
Streptococcus pyogenes 427 DDELE KNR-————————— 439
Clostridium difficile 372 DESME 1 LRRRR————————— 385
Staphylococcus aureus 368 KEDDI IRINREERRSRRTRR | 390
Escherichia coli 369 DYLDI LRKOAD———————— 383
Pseudomonas aeruginosa 380 LDYLDI LRRQAD= === —==——=— 394
Vibrio cholerae 384 L.DI LRIRO " D=——————— 398
Mycobacterium tuberculosis 368 DDDVDV MRR——————————— 379
Corynebacterium glutamicum 428 DDLDV L ————————— — 438
Bifidobacterium longum 393 DLDIPDILR-——————————— 403
Streptomyces coelicolor 389 EELDVPDILKF————————— —— 399
Rickettsia prowazeckii 438 DIHDI LRIKKRD=———=———— 452
Caulobacter crescentus 494 EDLEI LRRL " Ne———————— 508
Agrobacterium tumefaciens ftsZ1 569 DDQLEI LRIROSN=—=—=—=—=——— 583

* Kk

Figura 1. Estructura de FtsZ. A) Estructura de FtsZ d8. subtilis (PDB: 2rho). En rojo se
representa el nacleo globular con GDP (naranjajajréxcepto la hélice H7 (amarillo) que divide el
subdominio N-terminal y el subdominio C-terminaln Bzul oscuro se representa el segmento
desestructurado (CTL) que une el nucleo globular elopéptido de unién a FtsA y ZipA (CTT),
representado en color cian. EI CTT se represemt® emac-hélice basado en la estructura del cristal
del complejo CTT deée. col con ZipA (PDB: 1f47). La region desestructuraddekminal (los 11
primeros residuos) no se muestran. Figura de Basld, 2015. B) Alineamiento de los ultimos
residuos del C-terminal de FtsZ de 15 organismfesedites. La region del CTV es encerrada en un
recuadro. Figura de Buske¢al, 2012.
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El nidcleo globular a su vez estad dividido en dobdeminios (N y C-terminal)
conectados por una hélice central (H7) (Figura E\)subdominio N-terminal contiene el
sitio de unién de nucledtido y el subdominio C-tevath contiene el bucle “catalitico” T7

implicado en la hidrolisis del GTP.
1.1.2. Ensamblaje de FtsZ

FtsZ es una proteina que une nucleétidos de guanieasambla en filamentos por
asociacion cabeza-cola de subunidades individu@iggira 2) (RayChaudhuri and Park,
1992, Mukherjee et al., 1993, Huecas and AndreQ4R@EIl ensamblaje de FtsZ es dinamico
y estd asociado a la hidrdlisis del GTP. MienttaSTEP favorece la formacion de polimeros,
el GDP favorece el desensamblaje por la pérdidaudestabilidad (Huecas and Andreu,
2004, Huecas and Andreu, 2003). En los polimerdstsié la hidrolisis del GTP se activa al
insertarse el bucle T7 de la subunidad de arriba,apntiene los residuos cataliticos, en el
sitio de unién del nucleétido de la subunidad inia@enente inferior (Lowe and Amos,
1999). Por lo tanto, la actividad GTPasa dependa gelimerizacion de la proteina (Oliva et
al., 2004, Scheffers et al., 2002) (Figura 2 Ay B)

El Mg** tiene un papel relevante en la polimerizacién elecomportamiento dinamico
de los polimeros (Mukherjee and Lutkenhaus, 1988)6n Mg esta coordinado con los
fosfatosP y y del GTP (Lowe and Amos, 1998) y aunque puede s&titsido por CA*
durante el ensamblaje (Yu and Margolin, 1997), empgortamiento dindmico de los
polimeros se ve reducido (Mukherjee and Lutkenhdi®99). En dependencia de las
condiciones experimentalesy vitro se pueden observar protofilamentos de FtsZ con
diferentes morfologias: rectos, curvos, hélices nfllas (Chen and Erickson, 2005,
Mukherjee and Lutkenhaus, 1994, Mingorance eR@0D5).

A diferencia de la tubulina, en condiciones estéesia vivo FtsZ no forma estructuras
altamente ordenadas como microtubulos (Buske et28[5). Sin embargan vitro los
filamentos de FtsZ interaccionan lateralmente feorhoamanojos y laminas (Buske and
Levin, 2012, Romberg and Levin, 2003). Imagenesnileroscopia de super-resolucion y
crio-EM soportan un modelo en el cual los protofiémtos de FtsZ interaccionan
lateralmentan vivo de forma débil y variando su espesor, alrededourdecircunferencia
(Buss et al., 2013, Fu et al., 2010, Li et al., Z0Rilhofer and Jensen, 2013, Strauss et al.,
2012).
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Figura 2. Representacion de la estructura cristalagfica de FtsZ deS. aureuscon GDP unido.
A) Se representa en rojo el monémero de Fts3.dmureusexcepto la hélice H7 (residuos 179-202)
y el GDP que estan en azul. B) Se muestra la a#edé polimerizacién de FtsZ & aureusLa
estructura de un mondmero se representa en ra@mdléculas de los mondémeros contiguos en gris.

La molécula de GDP se representa en azul. El Gutke la subunidad de arriba se inserta en el sitio
de nucledtido de la subunidad de abajo. Figura desbiet al, 2012.

El ensamblaje de FtsZ es cooperativo, siendo negesaa concentracion minima de
monomeros para que comience la polimerizacién gedteina (Huecas and Andreu, 2003,
Huecas et al., 2008). En una primera fase (nudeasie forma un nucleo de polimerizacion
y seguidamente ocurre el crecimiento del polimezofatma cooperativa a partir de ese
nacleo (elongacién). La formacién de protofilamentsimples de FtsZ mediante un
ensamblaje cooperativo puede estar asociado asi@msia de un cambio conformacional en
el mondmero, de forma que aumente su afinidad teeaiccion. Asi, podriamos encontrar el
monomero en dos estados diferentes, uno inactivbagke afinidad y uno activo de alta
afinidad para la polimerizacion (Huecas et al.,0diraldi et al., 2008, Dajkovic et al.,
2008). Algunos trabajos han relacionado este caeodnformacional en el monémero con la
union del GTP, por lo que FtsZ actuaria como uerinptor molecular regulado para la
polimerizacion (Martin-Galiano et al., 2010, Cherd &rickson, 2011). Esta hipétesis queda
en entredicho debido a que la mayoria de las égtasccristalograficas de FtsZ, tanto con
GTP o GDP corresponden a la conformacion inactandémero (Oliva et al., 2004).
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No fue hasta hace unos pocos afos que se handib&structuras cristalograficas de
FtsZ deS. aureugSaFtsZ), en las cuales el empaquetamiento dehlcosrresponde a un
filamento funcional recto formado por monémeros ebriC-terminal rotado (Figura 3A)
(Elsen et al., 2012, Tan et al., 2012, Matsui gt2012). Estos monomeros contienen la
hendidura entre la hélice H7 y el dominio C-terrhgrauna conformacion abierta no vista
hasta entonces. La comparacion estructural der¢s#acon la deB. subtilis (BsFtsZ)
(Figura 3B) indica el cambio conformacional ente tiferentes estados del monoémero,
sosteniendo la teoria del interruptor moleculam $mbargo, probarlo requiere de
experimentos que demuestren el cambio conformadcenal monémero de FtsZ de una

misma especie.

A B

Hélice H7 Hélice H7

Subdominio

C-termin

Conformacion abierta Conformacion cerrada

Figura 3. Cambio conformacional observado en el ma@amero de FtsZ.A) Estructura de FtsZ de
S. aureuscon la hendidura formada entre el dominio C-terinynka hélice H7 en la conformacion
abierta (PDB: 3vo8). B) Estructura de FtsZRlesubtiliscon la hendidura en la conformacién cerrada
(PDB: 2rhl).

1.1.3. Region desestructurada C-terminal de FtsZ su importancia en las

interacciones laterales

El dominio C-terminal de FtsZ es fundamental parensamblaje de la proteina y para
las interacciones entre protofilamentos de Ftsawg and Amos, 1999, Oliva et al., 2003).
Ademas participa en la union con otras proteinasoces el caso de las proteinas de union a
membrana ZipA y FtsA (Ma and Margolin, 1999, Mosdlal., 2000, Haney et al., 2001).
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Como se indicé anteriormente el extremo del don@a@rminal de FtsZ contiene un
segmento desestructurado (CTL) que une el nuclebul@lr con un corto y conservado
péptido de unién a FtsA (CTT) y finalmente un pdgueumero de residuos variables (CTV)
(Lowe and Amos, 1998, Margolin, 2005, Vaughan gt24104).

El segmento desestructurado (CTL) varia su longituths distintas especies bacterianas
(por ejemplo erB. subtilisy E. colitiene aproximadamente 50 residuos, pero puedazaca
hasta 300 en otras especies de bacterias) (Vawglan 2004). Este segmento es necesario
para el ensamblaje de la proteina y para la foanade!l anillo citoquinético (Gardner et al.,
2013, Buske and Levin, 2013) y juega un rol criteo la unidon de los filamentos a las
proteinas de union a membrana (Buske et al., 20Eb)segmento intrinsecamente
desestructurado se requiere también para la reguolakl entrecruzamiento en la pared
celular (Sundararajan et al., 2015). Estudios zadbs erB. subtilisy E. coli muestran que
diferentes longitudes del segmento CTL (entre Z5 yesiduos) pueden funcionar en estas
especies y solo producen un pequefio deterioro fuadsn de FtsZ. Sin embargo longitudes
por encima de 100 aminoacidos afectan la funamwivo de FtsZ (Gardner et al., 2013,
Buske and Levin, 2013). La reduccién de la longdaetsegmento en un 50% (d&0 ald25
residuos en BsFtsZ) solo tiene un pequefio efectel eensamblaje de BsFtsZ, pero la
sustitucion del segmento en FtsZElecoli (EcFtsZ) por un segmento mucho mas corto (< 24
residuos) resulta en una proteina no funcionald@aret al., 2013, Buske and Levin, 2013).

El péptido CTT es critico para las interaccionesreerirtsZ y diferentes proteinas
moduladoras. FtsA y ZipA requieren de este péeppia@ su interaccion con FtsZ Encoli
(Ma and Margolin, 1999, Mosyak et al., 2000, Harsyal., 2001). EnCaulobacter
crescentus la supresion de este péptido afecta la interacéitsZ-FtsA y produce la
localizacion de FtsZ en diferentes zonas (Din et1898). Algunas mutaciones en el péptido
son resistentes a la sobreexpresion del inhibidadidsion MinC/MinD y al menos hay un
mutante incapaz de unir Mini@ vitro (Shen and Lutkenhaus, 2009). EzrA, un inhibiddr de
ensamblaje de FtsZ éh subtilisno interacciona con la proteina truncada en lbsaé 16
residuos que incluye el péptido conservado (Sirighl.22007). La mayoria de los residuos
del péptido CTT, implicados en la interaccion comt@inas moduladoras estan bien
conservados en FtsZ de diferentes especies corlacaso de los residuos Asp-373, lle-374,
Phe-377 y Leu-378H. col)) que estan implicados en la interaccion con FMIRC y ZipA
(Figura 1B) (Buske and Levin, 2012).
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A diferencia del CTT, el CTV es altamente variaialeto en secuencia como en longitud
(Figura 1B). En BsFtsZ, esta region esta compysest® residuos, pero se extiende hasta 10
residuos en SaFtsZ. Ademas esta region puede ¢cangs negativa, positiva 0 ser neutra.
Buske y Levin, demostraron que & subtilisel CTV es suficiente y necesario para
promover interacciones laterales entre protofilailwerde FtsZ en ausencia de proteinas
moduladoras. Ademas, cambios en el CTV de BsFis@&ai la estabilidad del anillo Z, lo
que sugiere que las interacciones laterales tienportantes implicacioneis vivo (Buske
and Levin, 2012).

1.1.4. Funcién de los polimeros de FtsZ

Aunque no hay duda de la importancia de la Ftsiztebastante controversia sobre el
papel que juegan los polimeros de FtsZ en la dwiselular bacteriana. Hay varios modelos
diferentes para explicar la funcion de los polirseen el “modelo andamio” los polimeros
de FtsZ que forman el anillo Z servirian como ardmagara la union y ensamblaje de otras
proteinas del divisoma que serian las responsdblés constriccion de la membrana (Li et
al., 2007). Este modelo no explica por qué FtsZaalaca una membrana es capaz de
producir por si misma constriccion en liposomasa{@set al., 2008). Sin embargo, recientes
estudios de microscopia de super-resoluionvo enE. colien los cuales no se observa una
relacion entre la velocidad del cierre del septumasiaciones del anillo Z (incluyendo la
actividad GTPasa de FtsZ, la densidad molecular aello y los tiempos de

ensamblaje/desensamblaje del anillo Z) apoyannestielo (Coltharp et al., 2016).

Hay otros dos modelos que asumen que FtsZ puedsi poisma producir la fuerza de
constriccion necesaria; el modelo “deslizante” (eaal., 2009, Monahan et al., 2009) y el de
“pinzamiento iterativo” (Lu et al., 2000, Li et ak007, Erickson, 2009). En el primero se
propone que la fuerza de constriccion procede dg itderacciones laterales entre
protofilamentos adyacentes, que se deslizan fadm®@or un aumento de las interacciones.
Estos protofilamentos al estar anclados a la membaatravés de FtsA y ZipA producen la
fuerza para la constriccion de la membrana. Szwkdgzicolaboradores encapsularon FtsZ y
FtsA deThermotoga maritimaen liposomas de tamafio similar a las células ywvidxton
imagenes de alta resolucion de anillos en los mras de liposomas que coinciden con los
sitios de constriccion. Ellos proponen que loslasiéncontrados fomentan un mecanismo de
constriccion basado en el deslizamiento laterdasidebras de la espiral que forman el anillo

Z (Szwedziak et al., 2014). En el modelo de “pinieanto iterativo” se propone que la fuerza
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de constriccion viene dada por un cambio conforamtien los polimeros de FtsZ debido a
la hidrdlisis del GTP. El intercambio de nucleotigooduciria una transicion de una
conformacion “recta” con GTP a una conformacionrveli con GDP. Este modelo

sustentaria la constriccion de liposomas solo (si#.F
1.2. Simulaciones de Dinamica Molecular

La dinamica molecular (DM) es una herramienta dakera el estudio de biomoléculas
(Orozco, 2014, Hospital et al., 2015, Bermudezlet2816, Guvench, 2015) y clave en el
desarrollo de nuevos farmacos (Ghanakota and @ar216, McRobb et al., 2016, Fox et
al., 2016, Aci-Seche et al., 2016). La primera s$ation de DM de una proteina fue
realizada por McCammon y cols. (Mccammon et al7,7)Y desde entonces se han usado
para estudiar procesos dinamicos complejos en iktensgas bioldégicos como son la
estabilidad de las proteinas, cambios conformaldgenareconocimiento molecular de

biomoléculas, entre otros.

La DM simula la evolucion en el tiempo de un sisdede particulas a partir de una
configuracion inicial mediante la integracion nuic&rde las ecuaciones del movimiento de
Newton, F = m * a, dondeF es la fuerza ejercida sobre una particutala masa de la
particula ya la aceleracion. Para la simulacion de DM de prosdanaonfiguracion inicial se
puede tomar de estructuras determinadas por rayossgnancia magnética nuclear (RMN)
o modelos por homologia. El resultado es una ttagiacen la cual las posiciones y

velocidades de los atomos varian con el tiempo.

La trayectoria se obtiene resolviendo la ecuacifarehcial contenida en la segunda ley
de Newton:
dz, F

dt? m;

qgue describe el movimiento de una partidutée masan; a lo largo de la coordenads,

siendoF; la fuerza aplicada g el tiempo.

La fuerza que actia sobre cada atomo en un ingdantiempot se determina mediante

la derivada de la energia potencial con respelas eoordenadas:

5Epot

F=-—
Ox
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Al conjunto de funciones de potencial y parametesesarios para determinar la energia
del sistema a lo largo del tiempo se le denomimapcade fuerzas. Sumando sobre cada
atomo las fuerzas de interaccion con las demascpias del sistema se obtiene la fuerza
total a partir de la cual podemos determinar lasleaaciones de las particulas, que se
combinan posteriormente con las posiciones y vaémlgs a tiempa para calcular las
posiciones y velocidades a tiempe §t. Hay varios algoritmos para integrar las ecuacone
de movimiento, pero el més utilizado en el estultidoiomoléculas es el algoritmo de Verlet
(Verlet, 1967) del que existen varias versionesrgdedel método original, el del salto de la
rana (leapfrog) (Hockney et al., 1974) y el dedbouidad de Verlet (Swope et al., 1982).

Los campos de fuerzas pueden haber sido deternsirsmpiricamente o por calculab
initio. Diferentes modelos de campos de fuerzas se Isamrdbado como son los populares
AMBER (Weiner et al., 1984, Hornak et al., 2006 R@MVOS (Oostenbrink et al., 2004,
Scott et al., 1999), CHARMM (MacKerell et al., 1998lacKerell et al.,, 2004), OPLS
(Jorgensen et al., 1996, Kaminski et al., 2001{eeotros. Aunque cada campo de fuerzas
usa sus propios parametros y términos de eneegiayoria consideran la energia potencial
del sistema como la suma de las energias de lowatenlazados covalentemente (energia
de enlace, energia de los angulos de enlaces,i@erdps angulos de torsion) y las energias

de las interacciones de los atomos no enlazadagq@b y Van der Waals).

La eleccion del tiempo de integracidm es crucial, ya que durante este tiempo las
fuerzas no se recalculan y el sistema tiende airseguel mismo estado. Un tiempo de
integracion demasiado grande daria lugar a indistatbes por solapamiento de altas energias
entre atomos. En el caso de las biomoléculas, thdmientos de frecuencia mas rapida son
aquellos debidos a las vibraciones de los enlagas, tienen lugar en la escala del
femtosegundo. Sin embargo estos movimientos rapgdys de menos interés ya que
contribuyen poco al movimiento global. Por lo taséosuele fijar la longitud de los enlaces
covalentes a sus valores de equilibrio, para ld segpueden usar varios algoritmos como
SHAKE (Ryckaert et al., 1977, Krautler et al., 2ORATTLE (Andersen, 1983) y LINC
(Hess et al., 1997). Al evitar estos rapidos moegitos se puede incrementar el tiempo de

integracion a 2 fs sin introducir inestabilidadegguciendo el coste computacional.

Para tener en cuenta el efecto del solvente ersitaslaciones de DM existen dos
modelos tedricos: 1) se trata al solvente de farmicita, en el cual las moléculas de agua y

los iones se sitian alrededor del soluto y los rpatds de estas moléculas estan

10
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representados en el campo de fuerzas (BizzarriCamahistraro, 2002); en esta categoria se
encuentran los modelos SPC (Berendsen et al., 198¥3P (Jorgensen et al., 1983), TIP4P
(Jorgensen and Madura, 1985), etc. y 2) el solvemtsonsidera de forma implicita (modelos

del continuo) (Tomasi and Persico, 1994, Tomaal.e2005, Cramer and Truhlar, 1999).

Los diferentes campos de fuerzas y modelos de r#elvestan implementados en una
variedad de paquetes de programas utilizados palaar simulaciones de DM, tales como
GROMACS (Van der Spoel et al., 2005b, Hess et2808b), Desmond (Bowers et al.,
2006), CHARMM (Brooks et al., 2009, Brooks et dl983), AMBER (Case et al., 2005,
Salomon-Ferrer et al., 2013) y NAMD (Phillips et 2005).

Una de las limitaciones de la DM es el tiempo deutd. Para acelerarlo se aplican: 1)

distancias de corte para las interacciones y 2jicmmes de contorno.

1) Se establece una distancia de corte a parta deal las interacciones entre pares de
atomo no enlazados no se calculan, esto afecteigmimente al término electrostético; por
ello es recomendable el uso de métodos como eltstimde Ewald (PME) (Essmann et al.,
1995) que permite corregir el sistema al sumariddésracciones con infinitos sistemas
réplicas del original. EI método se basa en dividirsuma de las interacciones en dos

sumatorios: el espacio directo y el espacio recipro

2) Se definen condiciones periddicas de contorBL{RFigura 4) reduciendo el nimero
de particulas de solvente del sistema y evitandefecto abrupto en los bordes de la caja
definida para los célculos. Las PBC permiten etudélde la simulacion como si el sistema
fuera infinito en el espacio. La Figura 4 ilustt@@ncepto de las PBC. La caja sombreada en
azul representa el sistema que estamos simulanelttras que las cajas que lo rodean son
copias exactas con todo detalle: cada particula simulacion tiene un duplicado exacto en
cada celda que la rodea. Incluso las velocidadedasomismas. El resultado es que aunque
un &tomo se vaya de la celda de la simulacion, sesteemplaza por otro que entra por la
cara contraria, exactamente con la misma velociDadesta manera el numero de atomos en
la celda se conserva y ademas ninguna particula kgf efectos de las fuerzas del limite de
la simulacion. La forma y tamafio de las cajas dépele la geometria del sistema, usandose

cajas octaédricas y rectangulares para el estediwaleinas.

11
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Otra consideracion importante es el tamafio dejadgqae debe ser tal que el soluto no
pueda interaccionar con una copia de si mismo septada en el espacio, por lo cual debe
haber suficiente disolvente en cada direccion dieite para que la distancia desde cualquier
punto de éste hasta cualquiera de sus copias ges@@mmayor que la distancia de corte

(cutoff) establecida para las interacciones de asono enlazados.
Etapas de un protocolo de simulacién de DM

El protocolo para las simulaciones de DM se divate tres fases principales: (1)

Preparacion de los sistemas, (2) calentamientapile@gdo y (3) produccion.

1) Preparacion de los sistemas: En primer lugar nesesario establecer una
configuracién inicial del sistema. Dicha estructpteede adquirirse de datos experimentales
de rayos-X, RMN o de modelos tedricos. Se realzaihimizacion de energia del sistema.
Aplicando la mecanica molecular, se realiza la bédg de conformaciones en minimos
energéticos mediante el ajuste de angulos, distalecenlaces y otras variables del campo de
fuerzas seleccionado, eliminando posibles falloslaerconfiguracién inicial tales como
choques estéricos entre atomos o valores inapmpied sus angulos. Entre los principales
algoritmos de minimizacién estan el de maxima pameéi o steepest descent el del
gradiente conjugado. EI métodsieepest descentisado como aproximacion inicial en
sistemas muy alejados de un minimo energéticazail cbmputo de la fuerza para guiar el
sistema por el camino mas rapido sobre la superéoergética hasta el siguiente minimo
local. EI método del gradiente conjugado, al almacenformacién de las conformaciones
por las que va pasando durante la busqueda, esfitiéate que el anterior para optimizar la

conformacion dado un minimo energético cercano @Adial., 2012).

12
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2) Calentamiento y equilibrado: El objetivo del #iguado es llevar al sistema a un
estado de equilibrio a partir de la configuraciarcial. Durante esta fase se monitorizan
varios parametros como la energia potencial, |péeatura y la densidad hasta que llegan a
un valor estable. Una buena estrategia para coinseguequilibrado 6ptimo es aplicar
restricciones al sistema (por ejemplo mantenerdijesqueleto peptidico de la proteina), y
liberarlas lentamente para facilitar su adaptaeidas condiciones deseadas. En este paso se
establecen las PBC (Makov and Payne, 1995). Las ¢dBSideran que los atomos cercanos
a la superficie de la caja estan sometidos a ltempiales creados por atomos homoélogos de
las paredes opuestas y viceversa, pudiendo en aklgo cruzar de un lado a otro si esto
fuese necesario, reduciendo el efecto de los bo&kssignan velocidades iniciales a los
atomos de la estructura que previamente ha sidommeda. Este paso normalmente se
realiza de forma aleatoria a partir de una distifru Maxwell-Boltzmann a la temperatura
elegida. Finalmente, es preciso mantener fijasnalgude las condiciones de simulacion:
namero de particulas (N), volumen (V), temperat{ira presion (P) o energia total del
sistema (E). En funcidbn de sus combinaciones salepukstinguir entre simulaciones
microcanonicas (NVE), isotérmico-isobaricas (NPTaponicas (NVT), siendo NPT y NVT
las mas empleadas en DM de proteinas.

3) Produccién y andlisis de trayectorias: Una vee @l sistema se encuentra en
equilibrio comienza la fase de produccion en Id peamitimos la evolucidn del sistema. Las
coordenadas y velocidades de los atomos en el ¢iesop almacenadas obteniéndose una
trayectoria que serd utilizada para el andlisia ghitencion de informacion; a partir de esta
trayectoria se pueden determinar los valores prmsede las propiedades del sistema.
Muchos de los paquetes empleados en las simulacidee DM contienen diferentes
herramientas para el analisis de las trayectofi@asibién se suelen usar herramientas para la
visualizacion de las estructuras entre las quenseemtran VMD (Humphrey et al., 1996) y
CHIMERA (Pettersen et al., 2004), las cuales adgmaésen ser utilizadas para el calculo de

diferentes parametros de los sistemas simulados.
1.2.1. Simulaciones de DM de FtsZ

La proteina de divisién celular FtsZ y otras prasi del citoesqueleto bacteriano han
sido ampliamente estudiadas utilizando simulaciaee®M (Chu and Voth, 2005, Wells and
Aksimentiev, 2010). Los diferentes estudios de Ftad empleado mondémeros o dimeros de

estructuras cristalograficas de archaeas o micethast(Hsin et al., 2012, Li et al., 2013,

13



INTRODUCCION

Gonzalez de Prado Salas et al., 2014, NatarajarBandpati, 2013, Mendieta et al., 2009,
Jamous et al., 2014, Martin-Garcia et al., 2012yasuestructuras se encuentran en la
conformacion inactiva, con la hendidura entre lasmmios N y C-terminal en la

conformacioén cerrada.

Natarajan y Senapati y Jamous y cols. (Natarajah Senapati, 2013, Jamous et al.,
2014) estudiaron el efecto del nucleétido y delNégf* en monémeros de FtsZ, sin embargo
lo ideal seria estudiarlo en el filamento ya quesiBb de nucledtido se encuentra en la
interfaz de polimerizacion. Otros trabajos hanizado el dimero de MjFtsZ para estudiar el
efecto de diferentes iones monovalentes™(MaK") en la interfaz de polimerizacién
(Mendieta et al., 2009) o han construido filamerdeshasta 5 mondmeros para estudiar las
caracteristicas de las interfaces entre subunid@desgtin-Garcia et al., 2012). En estas
investigaciones los autores observaron la impoidadel potasio en la localizacion de las
moléculas de agua en la interfaz, aunque las stiomes de DM realizadas son de solo5y 8
ns respectivamente. En el trabajo de Hsin y céisin(et al., 2012) se estudio el efecto del
nucleodtido por simulaciones de DM de 320 ns deledénmde MjFtsZ con GTP y GDP. Los
autores verifican diferentes angulo de curvatunaufga direccion preferente) en dependencia
del nucledtido unido, en correspondencia con alguestudios experimentales previos
(Osawa et al., 2008, Osawa et al., 2009, Osawdsankison, 2011). De Prado Salas y cols.
(Gonzalez de Prado Salas et al., 2014) determiraroarvatura y torsion de los filamentos
mediante un modelo basado en datos de simulacitnB$1 de un pentamero de MjFtsZ. En
el trabajo destacan la importancia de la torsiétadatistribucion y funcién de los filamentos
de FtsZ.

Aunque estos trabajos han aportado nuevos conatwsiesobre varios aspectos de la
dinamica de FtsZ, tienen varios inconvenientes. dados problemas es que en algunos
casos las simulaciones de filamentos no fueromrisatemente largas, pero sin lugar a dudas
el principal inconveniente es que en ningun cagaviEson basados en estructuras de
filamentos funcionales de FtsZ con el interruptooleoular en la conformacion activa
necesaria para la polimerizacion de la proteinae¢ds et al., 2008, Miraldi et al., 2008,
Dajkovic et al., 2008).

Precisamente, en esta tesis nosotros nos planteagstsdiar los cambios
conformacionales de los filamentos de SaFtsZ cfamatites nucledtidos realizando extensas

simulaciones de DM basadas en las estructuraslogsaficas de los filamentos funcionales
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de FtsZ (Tan et al.,, 2012, Matsui et al.,, 2012),laan cuales el interruptor molecular se

encuentra activado para la polimerizacion de lagmna.

1.3. FtsZ constituye una diana para la busqueda daievos
antibidticos

El incremento en la utilizacion de los antibidticasu mal uso y otros factores
relacionados, han dado lugar en las ultimas décadasemergencia de cepas resistentes
(Davies and Davies, 2010). Las bacterias han d#lsmlo diversos mecanismos de
resistencias para sobrevivir a la accion de lobiaticos. Segun el centro para la prevencion
y control de enfermedades infecciosas de EstadadoB(CDC), al menos dos millones de
personas se infectan cada afio en Estados Unidagpoenes multirresistentes y al menos
23000 personas mueren anualmente como consecudimiga de esta infeccion (Burns,
2014). Ademas del gran problema para la salud gpene el desarrollo y aumento de la
resistencia a los antimicrobianos se encuentnacetinento del coste econémico que supone
la lucha frente a estos patdgenos. El ECDC estimedap costes derivados de las resistencias
antimicrobianas en la UE suponian un gasto de illdhés de euros (ECDC and Group,
2009).

La inhibicion de la division celular y principalmende FtsZ ha demostrado ser una
prometedora estrategia para contrarrestar la eesist de las bacterias a los antibioticos
actuales. En los ultimos afios, diferentes compadsa sido reportados como moduladores
de la dinamica de ensamblaje/desensamblaje de &ltgos de los cuales mostraron buenas
perspectivas en la actividad antibacteriana canmportantes patdgenos humanos e incluso
fueron eficaces en modelos de infeccidnvivo (Sass and Brotz-Oesterhelt, 2013). El
descubrimiento del compuesto PC190723 (PC) quenseaurtsZ y es efectivo frenteSa
aureus resistente a meticilina ha validado esta protegmeno una diana para el

descubrimiento de nuevos farmacos (Haydon et@03)2

El mecanismo de accion de muchos de los compuesisnteraccionan con FtsZ y
modulan la dinAmica de ensamblaje/desensambldi@ piteina aun esta por determinar y
en muchos casos se desconoce el sitio de uniosZa(Ethaffner-Barbero et al., 2012). Se
han descrito dos sitios principales para la un®fighndos que afectan la funcidén de FtsZ, el
sitio de unién de nucledtido y el sitio de unionRieé (Figura 5). Sin embargo no se pueden
descartar otros posibles sitios de union ya quieasdemostrado que algunos ligandos que

interaccionan con FtsZ y poseen actividad antinbiemma no se unen a ninguno de los dos

15



INTRODUCCION

anteriores (Ruiz-Avila, 2013).

Hélice H7

Subdominio
C-terminal

Subdominio
N-terminal

PC190723

Figura 5. Representacion de dos sitios de union dEtsZ. Se muestra la estructura
cristalografica del complejo SaFtsZ-GDP-PC. ElI GDBjo) y el PC190723 (verde) se
representan en sus respectivos sitios de unidrsitiel de nucle6tido se encuentra en el
subdominio N-terminal y se completa con la polim&eion de la proteina. EI PC190723 se
inserta en la hendidura formada entre el dominter@inal y la hélice H7.

1.3.1. Sitio de unién de nucledétido

El sitio de union de nucledtido es conservado esZ FHie las distintas especies
bacterianas (Oliva et al., 2007). En presencia @P (& proteina ensambla, mientras que la
hidrélisis del GTP produce su desensamblaje. Lizidat GTPasa de FtsZ es crucial para la
dinamica de los polimeros, por lo que perturba dstamica constituye una buena estrategia
para interferir en la funcion natural de FtsZ eibithel crecimiento bacteriano. El sitio de

nucleétido de FtsZ es por tanto atractivo paralkgbeda de inhibidores especificos.

La alta homologia estructural y de secuencia eaottea de union del nucleétido entre la
tubulina eucariota y FtsZ hace dificil la busquetta inhibidores selectivos a FtsZ, sin
embargo algunos compuestos derivados de GTP cditusismes en el carbono 8 (C8
derivados) (Lappchen et al., 2008) han demostragosg puede inhibir la polimerizacién y
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actividad GTPasa de FtsZ sin afectar el ensambiajaibulina. Desafortunadamente estos
analogos de GTP no presentan actividad antimianabipero su estudio ha sido importante
para el disefio y busqueda de nuevos inhibidorestsals para FtsZ. Otros compuestos no
analogos de GTP también han sido descritos conibidianes de la actividad GTPasa de
FtsZ, entre ellos la crisofaentina A, que compite gl sitio con el GTP y posee una potente

actividad antimicrobiana (Keffer et al., 2013)
1.3.2. Sitio de PC

En el aflo 2008 se identifico el derivado de bendarRC como un inhibidor de FtsZ con
potente y selectiva actividad antibacteriana fremt®. aureus(Haydon et al., 2008). La
estructura cristalografica del complejo SaFtsZ-PQ@estra un nuevo sitio de union de
inhibidores en FtsZ diferente al sitio de unionndeledtido (Tan et al., 2012, Matsui et al.,
2012, Elsen et al., 2012). El PC se une en la denaientre la hélice H7 y el dominio C-
terminal en FtsZ (Figura 5) y promueve la polimacibn (Andreu et al., 2010). Su
mecanismo de accién es similar al de taxol en mmédwctuando como agente estabilizante
(Andreu et al., 2010), aunque los sitios de unidfrisZ y tubulina no son iguales (Matsui et
al., 2012).

Basados en las caracteristicas del PC se hantdessricompuestos 8J (Haydon et al.,
2010) y posteriormente el “compuesto 1” (Stokesl €2013) con mejoras importantes en la
actividad antimicrobiana frente a MRSA. Ademas sa ldesarrollado varias prodrogas
(TXY436, TXY541, TXA709) que mejoran las caractecas farmacocinéticas del PC (Kaul
et al., 2013a, Kaul et al., 2013b, Kaul et al.,%01

1.4. Aplicacién de cribado virtual y ajuste molecwdr (“docking”) en

la busqueda de nuevos inhibidores

1.4.1. Ajuste molecular (“docking”) proteina-liganc

El ajuste molecular (del inglé@ocking que es el término que utilizaremos en adelante)
se ha convertido en un componente esencial dadgsgmas de descubrimiento de farmacos
in silico a pesar de que sigue siendo un area de investigaoi desarrollo. Esta técnica se
utiliza para predecir la posicion, orientacion yimsmacion nativa de una molécula pequefia
(ligando) en el centro activo de la proteina deréd (Halperin et al., 2002, Sousa et al.,
2006, Ferreira et al., 2015, Meng et al., 2011).
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En términos generales, el “docking” puede desagbicomo la combinacion de un
algoritmo de busqueda que trata de sugerir distidisposiciones del ligando y una funcién
de puntuacion cuyo objetivo es la identificacion w@do de unién nativo. EI nimero de
posibles modos de unién de un ligando con la sigmerfle la proteina es virtualmente
infinito. Por ello, el algoritmo de busqueda delee I® suficientemente rapido y efectivo
como para cubrir homogéneamente el espacio confwne, incluyendo poses que estén
muy proximas al modo de unién nativo. La funcionpmtuacion por su parte necesita
capturar adecuadamente la termodinamica de laaod&n proteina-ligando para poder
distinguir los modos de unidn correctos (los cuadiesmimente deben corresponder con el
minimo global de la funcidn) del resto de los modesunion propuestos por el algoritmo de

basqueda.

Cuando el ligando y la proteina se unen adaptanamente sus conformaciones, por lo
gue el cambio conformacional que se produce paradeaccion deberia tenerse en cuenta en
los algoritmos de “docking”. Sin embargo, el grammero de grados de libertad hace que se
produzca una explosion combinatoria del espacidocoracional. Por ello la mayoria de los
algoritmos de “docking” solo tratan la flexibilidal ligando y mantienen la proteina rigida.
Esto puede no ser un problema en ciertos sistearagedolo se producen pequefios cambios
conformacionales tras la unién, pero en los casoslel se desconocen los efectos que sufre
la proteina por su interaccion con el ligando esesario utilizar un método que tenga en
cuenta su flexibilidad. En los ultimos afios se égplorado diferentes alternativas para tratar
la flexibilidad de la proteina, entre ellas la rzadién de simulaciones de DM para un
conjunto de complejos proteina-ligando, habituabmeobtenidos de poses generadas y
evaluadas en un “docking” previo. Una aproximagiaresante es utilizada por el programa
ICM (Totrov and Abagyan, 1997) que acopla un comgute conformaciones del receptor en
una sola simulacion de “docking” reduciendo asfieshpo de muestreo. Esta estrategia se
denomina *“docking” 4-dimensional (4D) (Bottegoni efl., 2009). Las diferentes
conformaciones se pueden obtener previamente decteshs cristalograficas, modelos

generados por analisis de modos normales de uiloracsimulaciones de DM.
1.4.2. Cribado virtual

Tradicionalmente la blsqueda de nuevos farmacobaselesarrollado mediante el
cribado de proteinas usando robots especializasigregti et al., 2010). Este proceso tiene

varios inconvenientes como la baja velocidad deado y el alto coste de los compuestos.
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Ante estos inconvenientes del cribado experimeatalso de métodos computacionales para
la seleccion de posibles candidatos a farmacos emtensas librerias de compuestos (Irwin
and Shoichet, 2005, Gromiha et al., 2009, Gromihal.e 1999), representa una rapida y
efectiva aproximacion (Bajorath, 2002). En la alitiaal hay muchos programas de cribado
virtual disponibles; entre los mas utilizados e<tdide (Friesner et al., 2004, Halgren et al.,
2004), ICM (Totrov and Abagyan, 1997), GOLD (Joeeal., 1995, Jones et al., 1997), Lead
Finder (Stroganov et al., 2008, Novikov et al., 2Q1Autodock Vina (Trott and Olson,
2010), rDock (Ruiz-Carmona et al., 2014), FlexXr@eet al., 1996), DOCK (Kuntz et al.,
1982), VSDMIP (Gil-Redondo et al., 2009, Cabreralet2011) CRDOCK (Cortes Cabrera

et al., 2012), entre otros.

El cribado virtual nos permite explorar bases deslde varios millones de estructuras
guimicas en periodos de tiempo del orden de sem&ndsten muchas bases de datos
publicas o de libre acceso, como Pubchem (Kim .et28i16), Zinc (Irwin and Shoichet,
2005) o DrugBank (Wishatrt et al., 2006).

Para realizar el cribado virtual existen dos aprnadiones; una basada en ligando, donde
solo se tiene en cuenta la estructura de los lgmadtivos y otra basada en receptor, donde
se considera ademas la estructura del sitio deacdi®n de la proteina. Ambas se han

convertido en una parte clave del proceso de destiento de nuevos farmacos.
1.4.2.1. Basado en la estructura del ligando

El cribado virtual basado en la estructura delndgase basa en el uso de compuestos
activos como plantillas para la busqueda de otueveos. Los métodos empleados en este
tipo de busqueda se pueden agrupar en tres clHskésqueda por similitud; se basa en el
Principio de Similitud de Propiedades (Maggiora awthnson, 1990), que establece que
compuestos similares presentan propiedades sigiil@)ebusqueda de farmacoforos, que
consiste en definir una serie de caracteristicagsm@nsionales que deben cumplir los
ligandos; el patrén farmacoférico se obtiene aipdet un conjunto de ligandos activos (Kim
et al., 2010, Horvath, 2011); y 3) métodos basaaoaprendizaje automatico, en los cuales
se genera una regla de clasificacion a partirghntios activos e inactivos (Karthikeyan and
Vyas, 2015, Durrant and Amaro, 2015).

1.4.2.2. Basado en la estructura del receptor
Para este tipo de aproximacion lo primero que sesi@& como indica su nombre es la
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estructura molecular del receptor (proteina diarg)e puede ser determinada por
cristalografia de rayos-X, RMN o modelado por hayg@ (Davis et al., 2003, Oshiro et al.,
2004, Kasimova et al., 2002). En este método shaterse uso de los algoritmos de
“docking” proteina-ligando para determinar el mod® unién de todos los compuestos
existentes en una base de datos con la proteimargxl 2004, Mclnnes, 2007, Klebe, 2006).
Estos algoritmos deben ser lo suficientemente o&padmo para tratar con un gran niumero
de potenciales soluciones. Las conformaciones gquebienen se usan para aproximar la
energia libre de unién o la afinidad relativa ddacaompuesto. Al final del proceso un
limitado numero de compuestos que potencialmentsmer (desde decenas a miles) pueden

ser probados experimentalmente.

1.4.3. El cribado virtual y docking aplicado a la isqueda de inhibidores de FtsZ

El uso de métodos computacionales es ampliameitiiadd en las primeras etapas del
descubrimiento de nuevos farmacos (Jorgensen, Bajdrath, 2002). El cribado virtual de
librerias de ligandos ha sido una estrategia usada busqueda de nuevos compuestos con
afinidad por FtsZ. Inhibidores de la actividad G3®de FtsZ han sido predichos mediante el
cribado de una libreria de productos naturales r{@&aal., 2013) utilizando la estructura de
MjFtsZ (PDB: 1w5b) (Oliva et al., 2004) con el praga ICM versién 3-6-1c (Neves et al.,
2012).

Estudios de modelado molecular usando la estructeraristal de FtsZ también han
sido utilizados para optimizar ligandos obtenidos gribado virtual y mejorar su afinidad
por el sitio de union y actividad antibacterianbdigefio racional por modelado molecular es
una buena estrategia cuando la estructura de teaipaoha sido determinada y se pueden
realizar experimentos de “docking”. Por ejemplo,aehlisis de la union del GTP en la
estructura de FtsZ revela posiciones en el nudedtue pueden ser modificadas para
obstruir su union (Lappchen et al., 2005). Expentog de “docking” con berberina predicen
que se une en la hendidura entre dominios de Fidgnéifica la posicion C9-metoxy de la
berberina como un posible sitio para realizar meaiones y optimizar su actividad (Sun et
al., 2014).

El uso de modelado molecular también ha sido atllizpara optimizar ligandos que
afectan la interaccion de FtsZ con otras proteiRasejemplo experimentos de “docking” se
han empleado en la optimizacion de la estructurandeompuesto que inhibe la interaccion
de FtsZ con ZipA, afectando su funcion (Sutherleinal., 2003).
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2. Objetivos

Los objetivos generales de esta tesis incluyen: eBtudiar la dinamica de
ensamblaje/desensamblaje de los filamentos de Fisdiante simulaciones de DM, ii)
caracterizar estructuralmente estos filamentoso&rci®n mediante dispersion de rayos-X a
angulo bajos (SAXS) y microscopia electronica yalidescubrimiento y disefio racional de
nuevos inhibidores de la division bacteriana teseecomo diana la FtsZ. Para ellos se

plantean los siguientes objetivos concretos:

v' Estudio de la dinAmica de ensamblaje/desensambijéos filamentos de FtsZ
mediante simulaciones de DM con la estructuraatagtafica de SaFtsZ, en la cual
el empaquetamiento del cristal corresponde a améhto funcional recto formado

por monomeros con el C-terminal rotado.

- Se caracterizara la morfologia y estabilidad defilamentos en presencia de los
nucleétidos GTP y GDP.

- Se analizaran los elementos estructurales respessdb la estabilidad de los
filamentos y en particular, se caracterizaran tdasrfaces de interaccion entre

monomeros dentro de filamentos de GTP y GDP.

v Estudio del interruptor molecular propuesto pasZFlocalizado entre el dominio C-

terminal y la hélice H7, y su rol en el ensambtigdos filamentos.

- Se estudiara mediante simulaciones de DM los mssiblcambios
conformacionales del interruptor.

- Mediante técnicas de “docking” y DM se colaboraméetdisefio racional de una
sonda fluorescente derivada del inhibidor PC.

- Se correlacionaran los cambios observados enradaiiones con los cambios
de anisotropia de la sonda fluorescente al unirda kendidura del interruptor de
FtsZ.

v' Estudio del efecto estabilizador del antibidtico. PC

- Se caracterizara la morfologia y estabilidad defilasnentos con GDP y PC
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unido.

- Se comparara las interacciones entre mondmerosagninterfaces de los
filamentos con GDP+PC con las interacciones erfilasmentos que carecen de
PC.

v' Caracterizacion estructural de los filamentos yggdos de orden superior de FtsZ

en solucion por SAXS y crio-EM.

- Se caracterizara la curvatura y organizacion ddilmmentos de BsFtsZ con los
nucleétidos GTP y GMPCPP.
- Con la construccion de BsFtsZ truncada (1-315vatuara el papel que juega la

cola C-terminal en la auto-organizacion de losmeltbs de FtsZ.

v' Busqueda de nuevos inhibidores especificos de FteZconstituyan cabezas de serie

para el desarrollo de nuevos antibiéticos.

- Se seleccionaran los mejores candidatos del cribdtioal de la libreria de
ligandos comerciales Zinc y de una pequefia bilgéotantética del grupo de la
profesora M. Luz Lépez Rodriguez (UCM) en el sd® unidon de nucledtido y
seran validados experimentalmente. Los compuesios i gsulten activos
experimentalmente seran optimizados con ayudaaikilg” y cribado virtual.

- Una vez comprobada la union de los nuevos ligagdesbado su efecto en el
ensamblaje de FtsZ, se estudiarailico su modo de unién.

- Se realizara un procedimiento similar en el sito whion de PC utilizando la

guimioteca Zinc.
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3. Materiales y Métodos

3.1. Simulaciones de DM

Los fundamentos generales de las simulaciones de haM sido detallados en la
Introduccion. En este trabajo se utilizé la DM pesaudiar la flexibilidad de los filamentos
de FtsZ en dependencia del nucleétido unido y cobsr la estabilidad de diferentes
ligandos en su sitio de unidn correspondiente. 3 das simulaciones han sido realizadas en
el superordenador MareNostrum del Centro de Supwgrotacion de Barcelona (BSC)
utilizando el paquete de programas GROMACS, verdién(Van Der Spoel et al., 2005a,
Hess et al., 2008a) y el campo de fuerzas Amber@¥9simak et al., 2006), con excepcién de
las simulaciones realizadas con los compue&dgsVS33 en el sitio de union de nucleotido.
En estos casos especificos, debido a la faltacles@s (no teniamos tiempo de simulacion
en un supercomputador) las simulaciones de DM skza@ con el programa Desmond
(Bowers et al., 2006) y el campo de fuerzas OPLEZ0orgensen et al., 1996, Kaminski et
al., 2001) (detalles en seccion 3.2.5). Como salldetn la Introduccion las simulaciones de

DM constan de diferentes etapas: preparacion dadtmmas, equilibrado y produccion.
Preparacion de los sistemas para su modelizacién

La configuracion inicial para las simulaciones dg filamentos de FtsZ se tomo de la
estructura cristalografica de SaFtsZ (PDB: 3vo8vgh3 que corresponde a un filamento
recto. Para la interaccion de los ligandos enta die union del nucleétido se partié de la
estructura del cristal de BsFtsZ (PDB: 2vxy) qudaesbtenida a mayor resolucion hasta la
fecha (1.7 A). Notese que los ensayos funcionalebién se realizan con la proteina BsFtsZ
(detalles en seccion 3.3). En el caso de las soies en el sitio de union de PC, se utiliza
la estructura de SaFtsZ (PDB: 4dxd) que es la parmestructura resuelta con la hendidura

entre el dominio C-terminal y la hélice H7 en lafmsmacion abierta con el PC unido.

Los pardmetros para la modelizacidn de los ligai@bB y GDP se toman de la base de
datos de parametros de Amber (Amber parameter atdablLos parametros para el resto de
los ligandos se determinan con ayuda de la herrdanidmberTool del paquete de
programas Amber (Salomon-Ferrer et al., 2013).damgas parciales se obtienen mediante la
optimizacion de las moléculas con calcubsinitio de mecanica cuantica, usando el nivel de
teoria HF/6-31+G*, y el método de Potencial Elestéitico Restringido (RES). Los otros

parametros se basan en el campo de fuerza geadmlde Amber (GAFF) (Wang et al.,
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2004).

En todos los casos el sistema fue minimizado atilito los métodosteepest descent

gradiente congugado.
Calentamiento y equilibrado

Un paso importante en las simulaciones de DM exjeilibrado de los sistemas hasta
alcanzar el estado estacionario. Nosotros hemdizaga el equilibrado en varias etapas; en
una primera etapa los sistemas son calentados Hast@mperatura de interés vy
posteriormente se continda equilibrando en las icamtes de simulacion. En todas las
etapas se aplican inicialmente restricciones asistemas y se van liberando lentamente
monitorizando en cada instante de tiempo, difeeemarametros como la energia y la
temperatura. Los tiempos de equilibracion, espmeaate para los filamentos de SaFtsZ, son

largos.
Produccion

Una vez superado el equilibrado pasamos a la faspraduccion. En esta fase es
importante el tiempo de simulacion, llegando a wmgromiso entre los recursos
computacionales y la capacidad de racionalizardssltados. En nuestras simulaciones de
los filamentos de FtsZ los tiempos de simulaci@aman los 300 ns y en algunos casos
llegan hasta los 500 ns. Otro aspecto a tener entaxues la reproducibilidad de los
resultados. Para cada uno de nuestros sistemasigedlizado al menos 2 simulaciones de
DM. El andlisis de los datos de las simulacione®Mley la visualizacion de las estructuras
se realizan con herramientas de programas GROMA@B Der Spoel et al., 2005a, Hess et
al., 2008a) y los programas de visualizacion VMDuithbhrey et al., 1996) y CHIMERA
(Pettersen et al., 2004). Ademas hemos realizagspara el analisis de las trayectorias de

los filamentos de SaFtsZ.
3.1.1. Simulaciones de DM de filamentos de SaFtsZ

Las propiedades dinamicas de los filamentos des2ab¢ estudian en tres estados
diferentes: a) con GTP unido en el sitio de nuaeotcon GDP en lugar de GTP y con GDP
mas PC. Filamentos formados por 7 mondmeros dedetonstruyen para cada uno de los
estados, y en cada caso dos simulaciones de 360 egcutan con el fin de confirmar la
reproducibilidad de los resultados. En el caso B® Glebido a la mayor flexibilidad de los
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filamentos, las simulaciones son extendidas ha3@ans. El tamafio de los filamentos vy el
tiempo de calculo empleado nos permiten observafoomaciones representativas de los

filamentos en presencia de los diferentes ligandos.
3.1.1.1. Preparacion de los filamentos de SaFtsZ

Las coordenadas iniciales para la construccion ade filamentos se toman de la
estructura tridimensional cristalografica de Sakiefla a GDP (PDB: 3vo8) y en complejo
con PC (PDB: 3vob). Estas estructuras son las simoade el empaquetamiento del cristal
muestra un filamento recto formado por mondmeraosladendidura entre los dominios N y
C-terminal en la conformacion abierta (Matsui et 2012). Debido a estas caracteristicas se
consideran funcionalmente relevantes ya que: ijliteat la formacién de una interfaz
compacta entre los mondémeros del filamento, ermegoramas al nucledtido que otras
estructuras como las de los dimeros de archadakamales la asociacion entre monomeros
es mas abierta (Oliva et al.,, 2004) y ii) permiéeunion del PC en la hendidura entre
dominios lo cual explica el efecto estabilizantdagepolimeros de FtsZ por el ligando. Para
el filamento con GTP, se reemplazan las coordendelaSDP por el GTP y Mg, adquirido
a partir de la estructura del cristal de MjFtsZ BPRRW5A) (Oliva et al., 2004). Mediante
operaciones de simetria del cristal se construy@méntos rectos de 7 monémeros en tres
condiciones diferentes: con GTP unido, con GDPry G®P+PC. Ademas para estudiar el
efecto del CH en la estabilizacion de los filamentos se realgiarulaciones adicionales con
GDP y GDP+PC incluyendo al ion de la misma forma& @arece en las estructuras

cristalograficas (Matsui et al., 2012).

Las estructuras de los filamentos se sumergenjas t&linicas con moléculas de agua
TIP3P (Jorgensen et al., 1983). La distancia minemizae los atomos de la proteina y la
superficie de la caja es de 1.5 A. Se utilizan P&C, donde la caja de simulacion es
considerada la celda primitiva de una red infinitgperiédica de celdas idénticas. Para
neutralizar el sistema se afiaden iones de Naa vez neutralizado se contintia afiadiendo
iones de Nay CI hasta obtener una concentracion de 50 mM. Ademasisionan iones de
Mg?* y CI' hasta obtener una concentracién de 10 mM. Estasentaciones se
corresponden con las condiciones experimentalesndamblaje de FtsZ. Como control se
realizan simulaciones en las que se sustituye élpNael K. En estas simulaciones no se

observaron diferencias respecto a las anteriores.
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3.1.1.2. Equilibracion y produccion de DM de los lamentos

El sistema inmerso en agua es minimizado, iniciatmausando el métodsteepest
descent seguido por el método de gradientes conjugadodofe precision. Para cada
sistema se realizan dos simulaciones independiexesdiferentes velocidades iniciales,
asignadas aleatoriamente a partir de la distrilbbugedMaxwell a 50 K.

Para equilibrar las moléculas de agua y los iomesiedor de los filamentos, se va
aumentando gradualmente la temperatura de cadasisturante 6 ns desde 50 hasta 298 K.
Para esta primera equilibracion se restringendagnes de todos los atomos de la proteina
y los ligandos. Posteriormente se fijan solo lasigiones de los atomos del esqueleto
peptidico y se continla equilibrando durante o&ass. Durante la equilibracibn usamos un
tiempo de integracion de 2 fs y la lista de atomesinos se actualiza cada 10 pasos de
integracion. Finalmente las estructuras equilibsasan el punto de partida para realizar

simulaciones de DM de 300 y 500 ns.

En todas las simulaciones se usa un tiempo deratiégp de 2 fs y los datos de las
trayectorias son guardados cada 40 ps para ssianfhs simulaciones se realizan usando el
colectivo NPT (nUmero de atomos, presion y tempegiatonstante). La presion de la caja de
simulacion se mantiene constante a 1 atm con efitdgp de Berendsen (Berendsen et al.,
1984) usando una constante de tiempo de 0.5 pa gampresibilidad de 4.5 x Y®ar’. El
solvente y el complejo (filamento-ligando) se aenpseparadamente a una temperatura de
298 K mediante el método velocity-rescaling (Betsal., 2007) con una constante de tiempo
de 0.1 ps. El algoritmo LINC (Hess et al., 1997 uskza para mantener fija la longitud de
equilibrio de los enlaces mientras la geometridagemoléculas de agua es fijada con el
algoritmo SETTLE (Miyamoto and Kollman, 1992). Liaweracciones electrostaticas y de
Van der Waals (Lennard-Jones) se calculan dentrandeadio de corte de 1.4 y 1.0 nm
respectivamente. Las interacciones electrostateasrgo alcance son tratadas mediante el
método Particle Mesh Ewald (PME) (Essmann et &95) y las interacciones de largo

alcance de Lennard-Jones son corregidas paracelaéle la presion y la energia.
3.1.1.3. Andlisis de las simulaciones de filamentde SaFtsZ
Calculo de los angulos de curvatura y torsién emti@némeros

El &ngulo de curvatura entre pares de monomerasoddel filamento es monitorizado

de forma similar a como se describe en (Hsin eR@ll2, Grafmuller and Voth, 2011). En la
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Figura 6 se representa esqueméaticamente el mémaadldulo. Inicialmente se define un
sistema de referencia fijo donde: el ejeed alineado a los largo de los centros de masa de
los mondmeros que forman la estructura inicialfi®inento recto, el eje Xes fijado en la
direccion de maxima curvatura del filamento de GTé? eje Y, es definido ortogonalmente.
Para las medidas de los angulos se alinean losramiermados entre mondmeros
consecutivos en el filamento, a la estructura éereacia recta, superponiendo el monémero
inferior. Los angulos son calculados a partir deotacion y alineamiento del monomero
superior a la estructura de referencia con ejgsY¥ Zo). Los angulos de curvatuéa y 0,

son definidos por rotaciones alrededor del gj€a¥ul) y eje X% (verde) respectivamente, y el
angulo de torsiondf) es definido por la rotacion alrededor del ejgrdjo). De esta forma
los angulo9, 6, y ® son determinados durante la simulacion. La estraale referencia en
la Figura 6 se representa en una vista equivagelat@¢ubulina observada desde el interior del

microtubulo.
Célculo de longitud de persistencia

La longitud de persistencia se determin6 de acueotioel método de (Chu and Voth,
2005). Cada monémero del filamento se representaip@unto que corresponde al centro
de masas. De esta forma el filamento se proyectamgolimero lineal unidimensional que
contiene 7 puntos discretos. Segun la teoria mépmscde polimeros lineales (Marko and
Siggia, 1995, Panyukov and Rabin, 2000) la longdedgersistencia de los filamentos puede

ser determinada usando la siguiente ecuacion:

S
(cos((8(s))) = exp <— L_>
P
dondes es la longitud del contorn@, es el angulo entre el vector tangente yael vector

tangente al punto de referencia en el polimeiq, \es la longitud de persistencia. En los

polimeros discretos para cada grupo de tres p(mosomeros) se estima el vector tangente

(ris1—Ti-1)

por la diferencia entre centras,= :
I7i41=Ti-1)l

donder; es el vector tangente unitario para el

mondmeroi. La longitud del contornogs;, es estimada pobs; = 1/2(|rjy; — 1 +

|y —7i—1]). El angulof, es entonces el angulo entre la tangente del mawndme el
monomero de referenciasyes la longitud del contorno desde el mondoniesb monomero
de referencia, y puede ser evaluado po(d,); 5, es la longitud promedio de los fragmentos

de contorno sobre los monémeros.
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Dimero alineado por Ejes de referencia en

Ejes de referencia la subunidad inferior la subunidad superior

Angulos medidos

Zo y4 ZO

Yo A
X 6 1 e2

Figura 6. Definicion de los angulos de curvatura yorsion. La orientacion relativa de cada par
de mondmeros es monitorizada durante la simulaignendo la metodologia descrita en (Hsin et
al., 2012, Grafmuller and Voth, 2011). Los ejegeferencia se definen de la siguiente manera: el
eje % se alinea a lo largo de los centros de masa dendagmeros consecutivos en el filamento
recto inicial, el eje Xse fija en la direccion de maxima curvatura dehfento de GTP y el ejegY
ortogonalmente a los otros dos ejes. Para las a®did los angulos se alinean los dimero de
mondémeros consecutivos en el filamento a la estractle referencia superponiendo solo el
mondémero inferior. Los angulos son calculados &rpie la rotacion y alineamiento al monémero
superior. Los &ngulos de curvatérgy 6, son definidos por rotaciones alrededor del ejéa¥ul) y

eje % (verde) respectivamente, y el angulo de torsines definido por la rotacion alrededor del
eje % (rojo). La estructura del filamento se represestauna vista equivalente a la tubulina
observada desde el interior del microtubulo.

Xo
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Primero el vector tangentg, promedio para cada punto a lo largo del filamesgo
calculado. Una matriz de rotacio®R;,, que alinear;, a la direccion Z (0, 0, 1) es
determinadaR;, es aplicada al vector tangente instantarygoenr; y el vector tangente
alineado es usado para calcular la longitud degtengial,,. Como nuestros filamentos son
de 7 monomeros, la mayor distancia entre dos morg@npara la cual la funcion correlacion

coseno es definida es entre los mondmergs + 3.
3.1.2. Simulaciones de DM del monomero de SaFtsZ

Para estudiar en mas detalle el interruptor modéedokalizado entre los dominios N y
C-terminal de SaFtsZ se realizan dos simulacioeeBM de 500 ns del mondémero aislado
de SaFtsZ unido a GTP y GDP. La preparacion desikiemas y la simulacion sigue el
mismo procedimiento descrito para la DM de losnigmtos pero utilizando un solo

mondomero.
3.2. Busqueda de nuevos inhibidores de FtsZ

Para la busqueda de nuevos compuestos con afipadasl sitio de unién de nucledétido
y el sitio de PC que puedan afectar la divisionleelbacteriana se sigui6 el protocolo que se
detalla a continuacion. En primer lugar se buscamaavos candidatos con estructuras
diferentes mediante el cribado virtual basado essteuctura del sitio de union a explorar. El
efecto de los compuestos elegidos del cribadoalida determina experimentalmente. Los
compuestos que resultan activos en los ensayogimgoeales son considerados para su
optimizacion. En este sentido se utilizan dos nagtod) el disefio racional basado en la
sintesis de nuevos candidatos elegidos con ayudalaiking” y cribados virtuales de
pequefias librerias accesibles sintéticamente yw ukqueda de nuevos compuestos con
estructuras similares a los ligandos activos, zaiido librerias de compuestos accesibles
comercialmente. EI modo de unién de los compuestos mayor actividad son

detalladamente estudiados por “docking” y extesgaslaciones de DM.
3.2.1. Cribado virtual basado en receptor

El cribado virtual basado en la estructura deb glé union nos permite explorar bases de
datos de estructuras quimicas y seleccionar pssdaledidatos con afinidad por el sitio de
union (detalles en la Introduccion). El cribaddwal se realiza con el programa ICM (Totrov

and Abagyan, 1997) en dos sitios de union de FkZitio de unidén de nucleotido y el sitio
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de unién de PC. Para el cribado basado en la astautel receptor el programa ICM utiliza

la metodologia de “docking” para cada uno de lgarndos de la base de datos.

La estructura de la proteina se toma de la baskatds PDB (http://www.rcsb.org) y se
prepara utilizando el protocolo de preparacionméginas implementado en ICM. Este es un
procedimiento automatico que asigna a los atomda geoteina tipos de atomos del campo
de fuerzas MMFF (Halgren, 1996). Durante este mocee adicionan los hidrogenos, se
asignan las cargas parciales y los estados denamém de los aminoacidos His, GIn y Asn

son optimizados.

Para todos los ligandos, las coordenadas atomibPasla® formas tautoméricas, la
estereoquimica, los atomos de hidrégeno y los estatk protonacién son asignados
siguiendo el protocolo estandar de ICM. Distintasformaciones del ligando se generan
mediante una busqueda rotacional y una minimizacatesiana usando el campo de fuerza
MMFF (Halgren, 1996) en ausencia del receptor.Estaléculas libres son optimizadas con
una energia global en el espacio de coordenadasast y las conformaciones de menor
energia son usadas en el “docking”. Ademas sertienecuenta los distintos rotameros del

ligando.

Inicialmente el Dr. Pablo Chacoén (2010) realizé ddbados en el sitio de union de
nucledtido: i) utilizando una pequefia libreria aenpuestos sintéticos del laboratorio de
Quimica Médica (Departamento de Quimica Orgéanida la Universidad Complutense de
Madrid, UCM) vy ii) utilizando la libreria de ligand comerciales Zinc (Irwin and Shoichet,
2005) formada por 4 millones de compuestos no @ahtes. En ambos casos el cribado
virtual se realiza usando los procedimientos y mpatéos por defecto del programa ICM

(version 3.6-1e) y se utiliza la estructura detB&Fen la forma apo (PDB: 2vxy).

Posteriormente realizamos el cribado de la librdddigandos comerciales Zinc en el
sitio de union de PC, usando el programa ICM (ver8i.7-2c) (Totrov and Abagyan, 1997).
La flexibilidad del sitio de union en este casccessiderada utilizando la aproximacién de
multiples receptores acoplados (Totrov and Abag&98), en particular el protocolo 4D
(Bottegoni et al., 2009). Para el cribado en éb gle union de PC, el interruptor molecular
localizado entre los dominios N y C-terminal dek&aeen la conformacion abierta, por lo
gue se utiliza la estructura 3vo8 de SaFtsZ (Matsuial., 2012). La variabilidad
conformacional del sitio se representa mediantestfu@uras extraidas de una de las

simulaciones de DM de los filamentos de SaFtsZ@DW®. Las dimensiones de la caja para
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el cribado se eligen de forma que cubra toda lalidara formada entre la hélice H7 y el

dominio C-terminal.

Para la eleccion de los compuestos a probar expetaimente se tiene en cuenta
ademas de la puntuacién obtenida para cada coropeiestl cribado virtual, otros factores
como la variabilidad conformacional, la prediccida la solubilidad de los compuestos y
prediccion de la “drugabilidad”. Estas uUltimas céeaisticas son estimadas por el programa
ICM. En primer lugar los compuestos con alto valer puntuacion se filtran teniendo en
cuenta la prediccion de la “drugabilidad” y losoraks de MolLogS y MolLogP que estan

relacionados con la solubilidad. El filtrado sdimaen base a:
“drugabilidad” > 0 MolLogS >-5  MolLogR4

En segundo lugar los compuestos son agrupados segestructura quimica (se conoce
comoclustering, permitiendo seleccionar compuestos con difeseastructuras. Finalmente
los compuestos seleccionados son comprados a tdevésasas comerciales (Enamine,
MolPort, Mcule y Asinex)

3.2.2. Busqueda de compuestos con estructuras sends a la de ligandos activos

En algunos casos la optimizacion de compuestovoactse realiza mediante una
busqueda basada en la estructura del ligando. Beaula base de datos MolPort
(https://www.molport.comen la busqueda de estructuras quimicamente sémilzasado en

la métrica de Tanimoto (Bajusz et al., 2015). MolRoantiene una base de datos y la
sincroniza con bases de datos de diferentes casasraales, por lo que los compuestos

cribados estan disponibles y pueden ser adquigda®rtos plazos de tiempo.
3.2.3. Ajuste Molecular “Docking”

El docking de los diferentes compuestos en losssidie unién de FtsZ se realiza con el
programa ICM, version 3.6-1e (Totrov and Abagya897). La preparacion de la proteina y
los ligandos se realiza de la misma forma que phcaibado virtual. En todos los casos la
metodologia del programa ICM utiliza coordenada®rivas para optimizar el ligando
flexible en el sitio de unidn elegido. Las energian calculadas usando las cargas parciales
asignadas con MMFF y el campo de fuerzas ECEPRIB@thy et al., 1992). El “docking”
de los ligandos se complementa con una minimizaméal usando el método de Monte
Carlo (Abagyan and Totrov, 1994).
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Para el “docking” de los compuestos en el siticmdeledtido se utiliza la estructura de
BsFtsZ en la forma apo (PDB: 2vxy). Al igual quearcribado virtual del sitio de PC se
considera la flexibilidad del sitio de unidn. Patfi® se utilizan 7 estructuras extraidas de una
simulacion de DM del monémero de BsFtsZ (PDB: 2wey)su forma libre y se normalizan
usando el protocolo estandar 4D de ICM. Las dinoeres de la caja para realizar el

“docking” se obtienen a partir de la estructura@BIP en su forma cristalizada (PDB: 2rhl).

Inicialmente, para validar el método se realiza'delcking” del GDP en el sitio de
nucleodtido de la estructura de BsFtsZ en la forpmyala simulacion de DM del complejo
con mayor puntuacion. Los resultados fueron congmsracon la estructura resuelta por
difraccion de rayos X del complejo BsFtsZ-GDP (PRBl).

Los “docking” de los ligandos fluorescentes enitb sle PC se realizan utilizando la

estructura de SaFtsZ (4dxd) con los parametrosigfecto del programa.
3.2.4. Simulaciones de DM de los ligandos en loias de union de FtsZ

Para estudiar la estabilidad de diferentes compsiast los sitios de unién de FtsZ se
realizan simulaciones de DM de los complejos pnaidigando obtenidos con mayor

puntuacion en experimentos de “docking”.
3.2.4.1. Preparacion y equilibracion de los sisteragroteina-ligando

Las estructuras de los complejos obtenidas en etkidg” son inmersas en cajas
dodecaédricas con moléculas de agua TIP3P (Jorgehst., 1983) y se le afladen iones de
NA" para neutralizar los sistemas. La distancia mirémtae los 4&tomos de la proteina y la
superficie de la caja es de 1.5 A. La energia da si&stema proteina-ligando es minimizada
por el método de gradientes conjugados en doblaspia. Las velocidades iniciales son
asignadas aleatoriamente a partir de la distrilbud® Maxwell a 50 K y los sistemas son
calentados hasta 298 K incrementando la temperatadualmente mientras todos los
atomos de la proteina y el ligando se mantienemingi&los. Posteriormente se realiza otra
equilibracion NPT de 5 ns con los &tomos de lasmasl laterales libres. La presion de la caja
de simulacién se mantiene constante a 1 atm calg@ilitmo de Berendsen (Berendsen et al.,
1984) usando una constante de tiempo de 0.5 pa gampresibilidad de 4.5 x P®ar’. El
solvente y el complejo (proteina-ligando) se aaogkparadamente a una temperatura de 298
K mediante el método velocity-rescaling (Bussilet2007) con una constante de tiempo de

0.1 ps. El algoritmo LINC (Hess et al.,, 1997) sdizat para mantener fija la longitud de
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equilibrio de los enlaces mientras la geometridlademoléculas de agua se fija con el
algoritmo SETTLE (Miyamoto and Kollman, 1992). Laseracciones electrostaticas y de
Van der Waals (Lennard-Jones) son calculadas deetin radio de corte de 1.4 y 1.0 nm
respectivamente. Las interacciones electrostatieasrgo alcance son tratadas mediante el
método Particle Mesh Ewald (PME) (Essmann et &95) y las interacciones de largo
alcance de Lennard-Jones son corregidas paracellacae la presion y la energia. En todos

los casos se usan las PBC.
3.2.4.2. Simulaciones de DM de los complejos prateiligando

Las estructuras equilibradas fueron los puntosadiéda de simulaciones de DM usando
el colectivo NPT sin ninguna restriccion. La presile la caja de simulacién en este caso se
mantiene constante a 1 atm con el algoritmo derfelo-Rahman (Parrinello and Rahman,
1981, Nose and Klein, 1983) usando una constantiem@o de 0.5 ps y una compresibilidad
de 4.5 x 10 bar™. El resto de los parametros de la simulacién esmiismos que los usados
durante la fase de equilibracién. Los datos ddréasctorias se almacenan cada 40 ps para

su analisis.
3.2.5. Modelado molecular usando Maestro de Schrddjer

En algunos casos muy especificos (con el comp@sioVS33), debido a que en el
momento del calculo no se tenia acceso a un sulegrador y no se disponia de tiempo
suficiente de simulacién, se realizaron simulacsomés cortas (40 - 50 ns) de los ligandos
en el sitio de unidn de nucledtido de BsFtsZ. Bossasos tanto el “docking”, como las
simulaciones de DM se realizan con el paquete dgramas Maestro de Schrédinger,
version 9.9.013. Para el “docking” se utiliza ebgnama Glide (verisén 6.3, Schrodinger,
LLC, New York, NY, 2014) (Friesner et al., 2006)jemiras que las simulaciones de DM
para evaluar la estabilidad del complejo y estudias interacciones se realizan con el
programa Desmond (versién 3.8, D. E. Shaw Resedlet, York, NY, 2014). En ambos
casos el campo de fuerzas usado es OPLS-2005 rjderget al., 1996, Kaminski et al.,
2001).

3.2.5.1. Preparacion de la proteina y los ligandos

La estructura inicial para la proteina se tomaadestructura cristalografica de BsFtsZ en
la forma apo (PDB: 2vxy) y preparada usando laameienta “Protein Preparation Wizard”
de Maestro (version 9.9.013, Schrodinger LLC, Newrky NY, 2014). Los atomos de
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hidrogenos son adicionados y la orientacion degtapos hidroxilos, y las cadenas laterales
de Asn y GIn son optimizadas para maximizar losnpsede hidrogenos. Finalmente una
minimizacion rapida se realiza para eliminar chegestéricos. Para los ligandos se generan
diferentes conférmeros con Maestro. EI modulo Legpr(version 3) se utiliza para la
optimizacién de las coordenadas, la asignaciéonsledtados de protonacion a pH neutro y la

minimizacion de las estructuras de los ligandos.
3.2.5.2. “Docking” con Maestro

El “docking” de los ligandos se realiza con Gligder(sén 6.3, Schrddinger, LLC, New
York, NY, 2014) (Friesner et al., 2006). Las dimenss de la caja para el sitio de nucle6tido
se determinan de las coordenadas de la estruatlireothplejo con GDP (PDB: 2rhl). El
algoritmo de puntuacion de mayor precision (XP) @esado para identificar las
conformaciones con mayor puntuacion. En el “dockings ligandos son tratados como
flexibles. Las estructuras del docking son minidaausando Macromodel (version 10.4)
con varios pasos del método de gradiente conjudad@olak-Ribiére (PRCG) hasta que el

gradiente de energia es inferior a 0.005 Rifol™.
3.2.5.3. Simulaciones de DM con Maestro

La conformacion mejor evaluada durante el “dockiag’posteriormente estudiada con
simulaciones de DM con el programa Desmond (ver8i@y D. E. Shaw Research, New
York, NY, 2014). El sistema se introduce en una @ajorrombica con moléculas de agua
SPC y se neutraliza con iones de sodio. La distatkeilos atomos de hidréogeno unidos a
atomos pesados y la geometria de las moléculaguwde s fijan con el algoritmo SHAKE
(Ryckaert et al., 1977). Se usan las PBC y lagdntéones electrostéticas son tratadas con el
método PME (Essmann et al., 1995) y un radio diecke 0.9 nm.

Antes de la produccion de DM, el protocolo de mimamion y equilibracion (relax
model system before sinulation) es usado con lagoes por defecto del programa. Esto
consiste en repetidas minimizaciones y pequefiadaiiones de equilibracién para relajar el
sistema. Inicialmente, la minimizacion se realipa cestricciones de movimiento para los
atomos del soluto y seguidamente se repite sirrigeishes. Posteriormente cuatro
simulaciones cortas se realizan para equilibrarsééma: 1) 12 ps de simulacion NVT a una
temperatura de 10 K con restricciones de las possi de los atomos del soluto, 2) se repite

el procedimiento pero con el conjunto NPT, 3) nuesate con NPT pero subiendo la
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temperatura hasta 300 K y 4) por ultimo 24 ps deukicion NPT sin restriccion de los
atomos. La restriccion de las posiciones de los@sose realiza con una fuerza constante de
50 kcal mott A, mientras la temperatura y presiéon se mantuvdlestan el termostato y

barostato de Berendsen respectivamente (Berentaenk084).

Después de la equilibracion, simulaciones de DMrsatizadas con el conjunto NPT a
300 K de temperatura y 1 atm de presion usandarreboistato de Nosé-Hoover y el bardstato
de Martyna-Tobias-Klein (Martyna et al., 1994, Mad et al., 1992). Para la dinamica, el
algoritmo de integracion RESPA es usado con tiendgositegracion variable de 2, 2 y 6 fs
para atomos enlazados, interacciones de corto cacde los atomos no enlazados e
interacciones de largo alcance de los atomos razadbs, respectivamente. Las energias y
las coordenadas de la trayectoria se almacenanlcagad.8 ps, respectivamente. El analisis
y visualizaciéon de las trayectorias se realiza D (Humphrey et al., 1996) y las

herramientas de andalisis de Desmond.

3.3. Validacién experimental de los compuestos predentes del

cribado virtual

3.3.1. Reactivos utilizados, medios de cultivos grhpones empleados
Reactivos utilizados

Los reactivos utilizados en la preparacion de tarapgy medios de cultivos como Nacl,
KCI, Tris, KOH, HCI y glicerol provienen de Merclkel extracto de levadura y la
bactotriptona de Becton Dickinson & Co, el EDTAp¢s, Mes y Hepes provienen de Sigma-
Aldrich; el PMSF y la leupeptina de Calbiochemyigra respectivamente.

En la preparacion y tinciéon de los geles PAGE-SB8saron acrilamida, bisacrilamida,
TEMED, APS y 2-mercaptoetanol que provienen de aihFacido acético de Merck, SDS y
azul de Coomasie de Sigma-Aldrich, el metanol deréze y el marcador de bajo peso
molecular (LMWM) de BioRad.

Para la expresion y purificacion de BsFtsZ seadtiliPTG de Merck y ampicilina de
Roche. Las columnas HiTrapQ HP (5 mL), Phenyl HPh(§, Desalting (5 mL) y la resina
Superdex-75 proceden de la casa comercial GE Heaadth Los filtros Centriprep y
Centricore (15 K) de Milipore. Para la determinacide la concentracion de proteina

purificada se us6 acido perclorico de Merck y dlorde guanidinio de Calbiochem.
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Los nucledtidos usados en los experimentos (GTPP,GBMPCPP) provienen de

Sigma. Distintos experimentos requirieron de DMSDMSO-D6 que proviene de Merck.
Medios de cultivos

Medio 2xYT (16 g/L triptona, 5 g/L NaCl, 10 g/L eatto de levadura, pH 7.0)

Medio SOC (SOB + 20 mM glucosa + 20 mM Mgl
Tampones usados

Tampon Hepes (50 mM Hepes-KOH, 50 mM KCI, 1 mM EDPAN 6.8)

Tampon TKM (50 mM Tris-HCI, 50 mM KCI, 5 mM MgglpH 8.0)

Tampdn Tris50 (50mM Tris-HCI, 50 mM KCI, 1 mM EDT@H 7.4)

Tampon A (50 mM Mes-KOH, 5 mM Mgégl10% glicerol, pH 6.5)

Tampon B (50 mM Mes-KOH, 5 mM Mgg;110% glicerol, 1 M KCI, pH 6.5)

Tampoén A3 (50 mM KHPO, / Ko;HPO, - KOH, 1 mM EDTA, 0.8 M (NH),SOs, pH 7.5)

Tamp6n B3 (50 mM KPO, / Ko;HPO, - KOH, 1 mM EDTA, pH 7.5)

Tampdn C (50 mM Tris-HCI, 50 mM KCI, 1 mM EDTA, 10@&licerol pH 7.5)

Tampon GAmHCI (50 mM Mes-KOH, 2.5 M GdmHCI, pH 6.5)

Todos los tampones son filtrados y desgasificadws fittros Milipore de 0.2 um de

diametro del poro.
3.3.2. Purificacion de FtsZ

La expresion y purificacion de la proteina BsFtedlstalla a continuacion. Todos estos
experimentos fueron realizados por mi para posteente realizar los ensayos funcionales

con los compuestos del cribado virtual en el sied”C.

En el caso de la proteina truncada BsA€Z-que carece de la cola desestructurada C-
terminal (67 residuos), la expresion y purificacfaa realizada por la Dra. Sonia Huecas del

Centro de investigaciones Biologicas empleandoroogaimiento similar al empleado para
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la proteina BsFtsZ en su forma nativa.
3.3.2.1. Expresion de BsFtsZ

En todos nuestros experimentos se emplea la paoRsktsZ Para la expresion de la
proteina se transforman células competentds. d®li de la cepa CD41 (DE8pn el vector
pHis17- A TCC23857D (Oliva et al., 2007, Lowe anah@ds, 1998) que contiene la version
completa del geRtsZ bajo el control del promotor T7. Este plasmidduge el gen de I§-

lactamasa que confiere resistencia a ampicilina.

La transformacion de las células competentes sa Becabo por electroporacion. Para
ello, inicialmente las células se descongelan efohy se les afiade 1 uL del DNA
plasmidico. Se transfieren a las celdas de elemtagn y se mantienen durante 10 minutos
en hielo. Posteriormente, se someten a un pulstrie® con el programa Ec2 (V = 2.5 kV)
del electroporador (MicroPulser) de BioRad. A conécion se afiaden 250 pL de medio
SOC en las mismas celdas de electroporacion y s#ieman una hora a temperatura
ambiente para que las células se recuperen. Segenda, se siembran en placas de Luria-

Bertani-agar (LB-agar) con el antibiotico (ampitd) y se incuban durante la noche a 37°C.

Al dia siguiente se seleccionan las colonias qurecdnacido y se prepara el preinoculo.
Para ello se toman algunas células con un pafitiériéy se pasan al medio 2xYT que mejora
la expresion de la proteina (20 ml de 2xYT con u@dmL Ampicilina). El preinéculo se

deja creciendo durante la noche a 37°C con unacagitde 200 rpm (bafio Innova 3000).

Para favorecer las condiciones 6ptimas de inducsgnealiza una dilucion 1:100 del
preinéculo en 1 L de medio con 100 pg/mL Ampicilnae deja crecer (37°C, 200 rpm)
hasta la fase exponencial (0.4 - 0.6 unidades dsidkd 6ptica medidas a una longitud de
onda de 600 nm). Entonces se lleva a cabo la in@lucon 1 mM de IPTG durante 3 horas

en agitacion a 37°C.

Después de 3 horas, el cultivo se centrifuga a 88010 minutos a 4°C (rotor SLA-
3000, centrifuga Sorvall RC-5C plus), con el obetde sedimentar las bacterias. Tras
descartar el sobrenadante, las células fueronpesdsias en el tampon TKM y guardadas a

-80°C hasta el momento de purificar la proteina.

Para comprobar la expresion de la proteina en caxade las etapas anteriores
(preinoculo, inéculo y cultivo inducido) se tomamiestras de 500 pL y se cargan en un gel
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de electroforesis PAGE-SDS. Todas las electrofenesilizadas para visualizar y cuantificar
la proteina son realizadas en geles con una coacent de 12% de poliacrilamida en
presencia de SDS (PAGE-SDS) aplicando un voltaje0deV.

3.3.2.2. Purificacién de BsFtsZ

La purificacion de la proteina BsFtsZ expresadaédnlas deE. colise realiza siguiendo
el protocolo descrito en (Schaffner-Barbero et aD10) con algunas modificaciones
incorporadas en el laboratorio del Prof. J.M. Andpmara mejorar el rendimiento y la
velocidad del método (Ruiz-Avila et al., 2013). jiibceso se divide en cuatro pasos: i)
precipitacion con sulfato amonico mediante el quacipita un rango de proteinas, entre
ellas la FtsZ, ii) cromatografia de intercambiodaito, iii) cromatografia de interaccion
hidrofobica y por ultimo iiii) el cambio de tampomodas las cromatografias se realizan
usando el AKTA purifier P900 (Ge Healthcare). Raacentrar la proteina se realizan ciclos
de centrifugacion de 15 minutos a 3200 rpm (camgefRotina 380 R Hettich) usando los
filtros Centriprep 10K (Amikon).

Precipitacion con sulfato amonico

Se descongelan las células resultantes de la éxprabnacenadas a -80°C y se les
afaden 20Qug/mL de PMSF y 2ig/mL de leupeptina (inhibidores de proteasas) paitar
la degradacion proteolitica. A continuacion seireala disrupcion celular por ultrasonidos
(sonicador Brandelin SonoplusHD200) introduciendo una sonda de un centimetro de
diametro en la muestra y efectuando 5-6 pulsoOdeegundos (con un minuto entre pulso y
pulso) al 20% de potencia. El lisado obtenido gserfaga a 100.000 x g durante 1 hora a
4°C (rotor 70.1 Ti) en el rotor 70.1 Ti de una ade&ntrifuga Beckman. El sobrenadante se
pasa a un vaso de cristal y en agitacion se affade@mente sulfato aménico ((WeEO,)
hasta alcanzar una saturacion del 40% (242 mg/Rdsteriormente se mantiene en agitacion
30 minutos. Pasado este tiempo, se centrifuga@@8pm durante 30 min a 4°C (rotor SS-
34) en las centrifuga RC-5C Plus (Sorvall). Se altacel sobrenadante y el sedimento que

contiene nuestra proteina de interés se resusgent@ mL del tampdn A.
Cromatografia de intercambio anionico

Para clarificar la mezcla proteica (eliminar possblcontaminantes), se vuelve a
centrifugar la muestra a 5000 rpm durante 10 mi#?@ Se recupera el sobrenadante, se

diluye con tampon A hasta alcanzar un volumen denROy con una bomba peristaltica

42



MATERIALES Y METODOS

(Gilson Minipuls 3) se carga la muestra en la columna de interaaarbdnico HiTrap Q-HP
de 5 mL (GE Healthcare), previamente equilibrada €omismo tampon A. La columna es
entonces conectada al sistema AKTA Prime y se dapeoteina con un gradiente lineal de
0-100% de tampodn B a un flujo de 1 mL/min. La abacse monitoriza y se recogen aquellas
fracciones en las que se detecta absorcibn a 280Pama localizar las fracciones que
contienen la proteina de interés muestras de cadeidn (10uL) se cargan en un gel PAGE-
SDS.

Cromatografia de interaccion hidrofébica

Las fracciones seleccionadas se concentran hasta Este volumen se diluye 5 veces
con tampén A3 y se carga en la columna de inteyackidrofobica fenil-agarosa HiTrap
Phenyl HP (GE Healthcare) de 5 mL, previamentelibgada en tampon A3. Nuevamente se
eluye la proteina en un gradiente 0-100% con tang3a un flujo de 1 mL/min. Como en el
paso anterior, se seleccionan las fracciones erapamcen picos de absorcion a 280 nm, y
se cargan en un gel SDS-PAGE para localizar leeprat(Figura 7) y ver la pureza de la
proteina. Para eliminar la alta concentracion deljpEO, residual las fracciones que

contienen la proteina se concentran hasta un volu@&0QuL.
MW
KDa

97.4
66.2

45.0 th.mum -

97.4

31.0

21.5 %

Figura 7. PAGE-SDS de purificacion de BsFtsZSe cargan las muestras de
las fracciones recogidas después de la cromatagrdé interaccion
hidrofdbica.

Cambio de tampdn

Por ultimo, es conveniente el cambio de tampdn ebwbjetivo de eliminar sales

presentes en el tampdn anterior y situar a la praten un medio mas favorable para su
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conservacion. Para ello se carga la proteina ctrackenen una columna HP Desalting (GE
Healthcare) de 5 mL equilibrada previamente corptanC. La proteina se eluye a un flujo
de 1 mL/min de ese mismo tampon y se colecta (fvaes de 50QL) al igual que en los
casos anteriores. Las fracciones con proteina@oreatradas hasta un volumen final de 500
puL. La concentracion de BsFtsZ obtenida se determyna continuacion se divide en

alicuotas de 2hL y se guardan a -80°C hasta su uso.
3.3.3. Determinacién de la concentracion de BsFtaabtenida en la purificacion

Para determinar la concentracion de la proteinanidd en la purificacion se usan dos
procedimientos distintos: el método de doble laryide onda, que considera la absorcion de
la proteina y del nucleétido en GAmHCI (6M) y eltaad de extraccion del nucleétido en el
cual se determina la concentracion del nucledtida@as a BsFtsZ extraido con éacido
perclérico. La concentracion final es la media\d@br obtenido por ambos procedimientos
cuyos valores resultan ser muy similares. Paraddiaa de la absorcion se usa en ambos
métodos el espectrofotdmetro UV-vis Evolution 308 abble haz, utilizando cubetas de

cuarzo con paso optico de 1 cm.
3.3.3.1. Método de doble longitud de onda

En este método se prepara una diluciéon 1:20 deotaipa purificada en 6M de GAmHCI
y se mide la absorcion a dos longitudes de ond&ngd (corresponde a la longitud de onda
de maxima absorcion del nucledtido) y 280 nm (spoade a la longitud de onda de
méxima absorcion de la proteina). Entonces segleylale Lambert-Beerd = ¢ x C x [ ]

podemos plantear las siguientes ecuaciones:
A254 = (Sproteina(254) * Cproteina) + (Snucleétido(zsz}) * Cnuclec')tido)

A280 = (Sproteina(ZSO) * Cproteina) + (Snucleétido(ZSO) * Cnuclec')tido)

dondee es el coeficiente de extincion molér,es la concentracion de la proteina y | es el

paso optico (en este caso 1 cm).

Los coeficientes de extincién molar para el nudteden GdmHCI somyss= 13620 M
cmy e50= 8100 M* cmit (Correia et al., 1987). Los coeficientes de ex@inainolar de la
proteina se determinan a partir del niumero de d@aminas, tirosinas y triptéfanos que

contiene conociendo que a 280 mpj.= 0 M'cm*, ,,,= 1280 M'cmi'y &,,= 5690 M
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‘em'y a 254 nmeyp= 140 Mem™, g,,= 2795 M'cm' y &,,= 309 M'cm™ (Fasman,
1992). Resolviendo el sistema de ecuaciones seepdeterminar la concentracion de

prOteina Cproteina)-
3.3.3.2. Método de extraccion del nucleétido

En este segundo método se prepara una dilucionde: 29 proteina en 0.5 N HCJQue
induce la precipitacion de la proteina y la libéadel nucledtido) y se incuba a 4°C durante
10 minutos. A continuacion se centrifuga la mueat2000 rpm durante 10 minutos a 4°C
(centrifuga Rotina 380 R Hettich) y se separa blamadante. Se registra la absorcion del
sobrenadante donde ahora se encuentra el nuclddir@oy teniendo en cuenta que el
coeficiente de extincién molar del nucleétido erdinécido essss= 12400 M cnit (Diaz

and Andreu, 1993), se calcula la concentracionudéentido con la siguiente ecuacion:

Cp

_ <A280 - (Enucl(ZSO) X Cnucl))
rot —

Eprot(280)

Para BsFtsZ, la relacion que existe entre el nirdenoucledtido unido por proteina total, es
de 0.02.

3.3.4. Polimerizacion de BsFtsZ por dispersion deiz

La técnica de dispersion de luz se utiliza paraprofvar la funcionalidad de BsFtsZ
obtenida en la purificacion y para estudiar el tefede diferentes compuestos sobre la
polimerizacién de la proteina. Para los ensayogpaéneros de BsFtsZ se prepararan
muestras de la proteina (10 uM) en tampon Hepéds fR) y se incuban durante 5 minutos
en cubetas de cuarzo en el espectrofluorimetro réllex-4 (Horiba Jobin Yvon).
Seguidamente se afiaden 10 mM de MgZR00 uM de GTP para iniciar la polimerizacion.
La longitud de onda de emisién y excitacion dedam FtsZ es de 350 nm con un ancho de
banda de 0.5 nm y un tiempo de integracion de €ghrglos. La dispersion de la luz se

registra durante 1 hora aproximadamente.

3.3.5. Compuestos sintetizados y analogos del conegto obtenido por cribado

virtual del sitio de nucle6tido VS18

La preparacién, control y ensayos de los compués@id (compuestos sintéticos) y de

los compuestos provenientes del cribado virtualekrsitio de union de nucleétido se
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realizaron en el grupo del Prof. José Manuel Anddell Centro de Investigaciones

Bioldgicas.

Los compuestos UCMs (incluye todos los compuesersvatlos de UCMO5 vy los
compuestos fluorescentes derivados de PC) seizamtet en el laboratorio de Quimica
Médica, Dpto. Quimica Orgéanica | de la FacultadGiencias Quimicas de la Universidad
Complutense de Madrid, como se describe en logjoalfRuiz-Avila et al., 2013, Artola et
al., 2014).

Los compuestos resultantes del cribado virtual lesit® de nucleétido (VS) y sus
derivados se adquieren a través de distintas aasasrciales (principalemte MolPort y
Mcule).

3.3.6. Preparacion y control de los compuestos delibado virtual en el sitio de
PC

3.3.6.1. Preparacioén de los compuestos

Los 45 compuestos elegidos del cribado virtualizadb en el sitio de union de
nucleodtido se adquirieron a través de distintaasaemerciales (Enamine, Life Chemicals y
Asinex). Una vez recibidos fueron etiquetados corta@digo que los identifica en todos los
ensayos posteriores. Una pequefia fraccion de aadpuesto (2 — £ 0.2 mg) se pesa en
una balanza AG135 (Mettler Toledo) y se disuelv®®&B50-D6 hasta una concentracién de
50 mM. El dimetilsulféxido (DMSO) es un disolverteganico aprotico y altamente polar,
que permite solubilizar los compuestos organicadnf@nte. Todas las preparaciones se
someten a una centrifugacion de 5 minutos a 13@0® e€n una centrifuga Mikroliter
(Hettich). Si en algun caso se observa precipitaciébido a que el compuesto no esta
soluble se diluye sucesivamente en DMSO hastaraetdracion en la que no se observe
precipitado. Para la utilizacion de los compuestoos diferentes ensayos, por la necesidad
de no superar el maximo de 2% de DMSO en la pregardinal, se preparan diluciones que
permiten un manejo mas preciso de los volumenesalpuesto. Todas las diluciones
originales de los compuestos y aquellas que noviesttn en uso fueron debidamente
almacenados a -80°C, mientras las diluciones de disono en los ensayos fueron
almacenadas a -20°C. Todas son tapadapa@iilm y depositadas en cajas que contienen

gel de silice desecante.
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3.3.6.2. Determinacion de la solubilidad de cada egpuesto

La solubilidad de los compuestos se determinarapda Hepes pH 6.8 en presencia de
2% DMSO. Estas condiciones son las mismas que sditeadas en los ensayos con
BsFtsZ. Inicialmente se determina el espectro dmraibn de distintas diluciones de los
compuestos entre 10 y 150 uM en tampdén Hepes pHv6l8men final 300 pL). Con el
espectrofotometro de doble haz Evolution 300 UV-W8betas con paso Optico de 1cm) se
barren longitudes de onda que van desde 200 h@8tarf para cubrir el posible rango de
absorcion del compuesto. EI maximo (o maximos) bsoiéon de cada compuesto se

registra y se compara su evolucién entre conceatres.

Posteriormente estas muestras se centrifugan @AM m durante 20 minutos a 25°C
en tubos de policarbonato usando el rotor TLA-180adultracentrifuga Beckman. Se repite
con estas muestras el barrido espectrofotométrgm gompara la evolucion de los espectros
con los medidos antes de centrifugar. La mayor emtnacion donde no varia el valor
maximo de absorbancia antes y después de centrifagauestra es designada como la
maxima concentracion soluble del compuesto enngbda experimental. Se ha determinado
gue para algunos compuestos el limite de solubilplzede incrementar en presencia de la
proteina o cuando son disueltos en distintos metBasultivo, debido a la presencia de otras
moléculas que favorecen que haya unas mejoresaiones de solubilidad en el ambiente.

3.3.7. Ensayos de competicion de los ligandos carnsbnda fluorescente DFMBA-
NBD en el sitio de union de PC

La union del ligando fluorescente DFMBA-NBD a lat@ina produce un aumento en la
anisotropia de fluorescencia debido a la reduad&su libertad rotacional (Lakowicz, 1999).
El desplazamiento de DFMBA-NBD por otros ligandage ccompitan por el sitio se ve

reflejado en la disminucion de la anisotropia.

En los ensayos de competicidbn se miden los canu@da anisotropia de fluorescencia
resultantes del desplazamiento de la sonda fluemgscpor los ligandos probados.
Inicialmente se prepara una mezcla de BsFtsZ (19 ¢ov la sonda DFMBA-NBD (3 uM)
en tampon Hepes, 10 mM de Mg@l 0.1 uM de GMPCPP hasta un volumen final de 500
uL. En estas condiciones la proteina polimerizhligando fluorescente se une al interruptor
molecular localizado entre los dominios N y C-tarahi Una vez que la proteina ensambla se

mide el valor de anisotropia)(a 25°C. Posteriormente se afladen concentractmdss
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compuestos y se registran los datos de anisotrdpasaccion de DFMBA-NBD unidal)

se determina por la ecuacion:

V. = (r _rfree)
b (rmax - rfree)

dondet,.x Y Trree SON la anisotropia de la sonda unida y la anig@rde la sonda libre
respectivamente. Mediante el ajuste de los datolg, den funcion de la concentracion del
compuesto afiadido, con el programa Equigra veti@iiDiaz and Buey, 2007) se obtiene la
constante de unién aparente (Kb).

Las medidas de anisotropias se realizan en untesfigarimetro FluoroMax-4 (Horiba
Jobin Yvon), cuya disposicion emisor/detector estdfigurada en forma de L, y se emplean
cubetas de cuarzo de 2 x 10 mm. El fluoroforo st@xon una longitud de onda de 474 nm,
con un ancho de banda de 5 nm (tamafio de apeglpasb de luz) y su emisidén se recoge a
543 nm, con un ancho de banda de 10 nm. En caddaszlobtienen datos de intensidad de
emision de fluorescencia de luz polarizada verfidabrizontalmente, y se registra también la

excitacion en ambos planos, asi como las medidasidetropias.
3.3.8. Experimentodn vivo con células bacterianas
3.3.8.1. Determinacion de la actividad antibacteriza

La concentracion minima inhibitoria (MIC) de cadampuesto frente a la cepa
bacteriana se determina siguiendo las directriags djcta el “Clinical and Laboratory
Standards Institute” (CLSI), organismo que promuelalesarrollo e implementacion de
pruebas estandar de sensibilidad a antimicrobigaos laboratorios clinicos (CLSI, 2006;
CLSI, 1999). La MIC se define como la concentraaid@s baja de compuesto a la que se
inhibe el crecimiento bacteriano, medida por almuocta a 600 nm tras 16-18 h de

incubacion.

La MIC frente a las cepas @ subtilis168 se determina mediante macrodiluciones en
medio liquido Mueller-Hinton 1l broth (CAMHB) (Beoh Dickinson) en agitacion y a 37°C.
Inicialemente se preparan cultivos inoculando [@acen 10mL de medio liquido CAMHB 1l
y se deja crecer durante la noche. Al dia siguieaterepara un cultivo fresco a partir del
inicial y se deja crecer hasta alcanzar una OD@DQ= 0.2. Entonces, el cultivo se diluye

150 veces con medio fresco y se preparan volumaé@es00 puL con las concentraciones
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deseadas de los compuestos. Los compuestos saaiiadebrepasar el umbral del 2% total
de DMSO en el cultivo ya que concentraciones a&gaBMSO pueden inhibir el crecimiento
bacteriano. En cualquier caso como control de lgem®mentos se preparan muestras en
presencia solo de un 2% de DMSO. Después de 16etBdgitacion a 37°C se realizan las
medidas de absorbancia a 600 nm. En todos los smea#e manipulacién de cultivos y

células se trabaja en condiciones de esterilidgd, b llama azul de un mechero Bunsen.
3.3.8.2. Efecto de los compuestos en el perfil feipaco de division bacteriana

Para estudiar el efecto de los compuestos en isid@ivcelular bacteriana se visualizan
células deB. subtilisincubadas con los compuestos en un microscopiocodge contraste de
fases. Si alguno de los compuestos afecta la divisélular se observa un alargamiento de
las células al no poder finalizar el proceso désiin (Erickson and Osawa, 2010). Para ello,
células deB. subtilis168 que han crecido hasta 0.1-0.2 unidades decasaptica a 600
nm son separadas en viales de 500 pL e incubasasawentraciones deseadas de los
compuestos a 37°C. Después de 3 h de incubacvisusdizan en un microscopio 6ptico de

contraste de fases, con el objetivo 40 x (Plan-Neof
3.3.8.3. Estudio del efecto de los compuestos erdealizacion del anillo Z

Para observar FtsZ en células vivas se utilizéefgaadeB. subtilisSU570 (168 rpcC2
ftsZ::FtsZ-gfp-Spec (Levin et al., 1999, Straussakt 2012)), cuya FtsZ nativa ha sido
reemplazada por una FtsZ fusionada a GFP. Esta (taphtada por la Dra. Elisabeth J.
Harry del Instituto de Biociencias Médicas y Moliecas de Australia) se crece en el medio
Penassay Antibiotic Broth (PAB, Becton Dickinsomncs0 pg/mL de espectinomicina, a
30°C hasta un valor de absorbancia de 0.2 (a 600 nm

En ese punto se toman alicuotas de 500 puL quecsban con los compuestos a las
concentraciones escogidas durante 2 h. Pasadbessp® se toman 10 pL de cada muestra y
se observan en el microscopio de fluorescencias$Z&kioplan), equipado con un objetivo
Plan Apochromatic (100X) y una cémara digital Oftash 4.0 CMOS (Hamamatsu
C11440).
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3.4. Determinacion de la morfologia de los polimesaode BsFtsZ por

dispersiéon de rayos-X a angulos bajo y crio-EM
3.4.1. Experimentos de dispersion de rayos-X a anigs bajos (SAXS)

En un experimento de dispersion de rayos-X a asgb@jo (SAXS) una muestra en
solucion es expuesta a un haz incidente de rayds-Xina longitud de onda especifica,
monocromatica y colimada (Boldon et al., 2015) radiacion dispersada como resultado de
la interaccion con la muestra produce maximos terfarencia que pueden ser detectados
(Pauw, 2013). La deteccién se realiza a valoresigiamp del angulo formado entre el haz
incidente y el dispersado, definido com®. En lugar de utilizar el angulo de dispersion
como variable de medida, es conveniente definir oregnitud denominada vector de
dispersion que se define corfie= S;/1 — S-/1 , dondel es la longitud de onda$ y S,

son los vectores unidad del haz incidente y dedmgzersado respectivamente.

incidente S

Figura 8. Vector de dispersién.A) Representacion del vector de dispersion. B) &i s
traslada el vector unidad de dispersﬁ@ra una distancia 4/ se puede ver como la longitud
deS esta relacionada con el angulo de disper8idd) Valores maximos y minimos ¢i§|
(Cantor y Schimmel, 1980).

En la Figura 8 se muestra el significado fisic® dea direccion del vector de dispersion es
la bisectriz del angulo que forman el haz incidgnét haz dispersado (panel A). De acuerdo
con el panel B:

5.5 (5,455 = 28,3) w2
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= 2(1 — c0s20)/2* = (4sen?6)/A*
|S| = 2|send|/2 0<|S|<2/2

comoS esta limitado entre 0 g/A (Panel C), los posibles valores del vector deet&pn

guedan restringidos en el espacio a una esferadie Ir/1. Esta esfera se denomina esfera

de reflexion, y el espacio definido por los valodes, espacio reciproco.

El vector de dispersién también es definido eitdadtura comolq| = 2n|§|, por lo que

obtenemos:
|g| = 4m|send|/A

A partir de la ley de Bragg, = 2dsenf, donded es la distancia entre planos de la red

cristalina, podemos obtener la siguiente relacera el vector de dispersi@m
d=1/S

lo que indica que a medida que disminl‘fye/ectores de dispersion mas proximos al centro
del detector) la distancia entre planos medidos eatsn Estos vectores describen los

primeros armonicos de la estructura y son los demdefinicion.
3.4.1.1. SAXS de polimeros de BsFtsZ y BsFtdXCt

Los patrones de dispersion de SAXS se recogen gmtmndiciones que promueven la
polimerizacién como en condiciones que la difiaulthkas medidas de SAXS para BsFtsZ y
la forma truncada BsFtsXCt se realizan en la estacion de difraccion naatns BL11-
NCD del Laboratorio de luz del sincrotron ALBA. Lasedidas de SAXS de BsFtsZ fueron
tomadas por mi y las de BsFtAZt fueron tomadas por Albert Vergofios. En estos
experimentos se emplea un haz de luz con una engeglOkeV X = 1.24 A). El detector,
situado a 2 m de la muestra, es un CCD ADSC Quagtlfn con un area activa de 210 x
210 mnf (4096 x 4096 pixeles). El detector es calibrado lmehenato de plata, que presenta

un espaciado de 58.38 A en su primer méaximo esrél ge dispersion (Wolf et al., 2001).

El ensamblaje de la proteina se realiza en tampiéd0ra 25°C y a una concentracion
de 2 g/l. La polimerizacion se inicia afiadiendandd de MgCt y 0.1 mM de GMPCPP o0 1

mM de GTP. La cubeta que contiene las muestrasreeta a un bafo de agua programado a
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la temperatura adecuada. La regién de incidentibadeen la cubeta es de aproximadamente
600 um (horizontal) x 138m (vertical). La solucion de FtsZ es escaneada3pusitos
diferentes igualmente distribuidos y separados em8horizontalmente y 7 mm en el eje
vertical. Cada punto es irradiando durante 0.5emtye un punto y otro hay un tiempo de
espera de 15 s para evitar los dafios por radiaEiGiiempo muerto entre el cargado de la

muestra y la medicién es de aproximadamente 2 min.

La integracion de los datos de dispersion se mealsando el programa informatico
FIT2D (http://www.esrf.eu/computing/scientific/FITdDy se procesan y analizan con los
programas informaticos PRIMUS (Konarev et al., 2093 GNOM (Svergun, 1992)
respectivamente. Para restar la contribucion dekste se tomaron datos de dispersion del

tampon.
3.4.2. Modelos para la dispersion de rayos-X de poieros de FtsZ

Para tratar de reproducir los perfiles de dispardi&los polimeros de FtsZ obtenidos en
los experimentos, se construyen modelos de polsngree calcula el perfil tedrico de
dispersién. Los modelos de polimeros se construygmdo el programa informatico
FilaSitus (Wriggers, 2012) a partir de la estruztaristalografica de SaFtsZ (PDB: 3vo8).
Con el programa CRYSOL (Svergun et al.,, 1995) seega los perfiles de dispersion
tedricos para cada uno de los modelos. Los parémesados son los que tiene el programa
por defecto con las siguientes excepciones: ordeimo de armonicos 30, orden de la grid
de Fibonacci 18, maximo valor de s 0.30 y nUmerputeos 256 excepto por los modelos de

anillos que fue de 1024.
3.4.3. Crio-EM de polimeros de BsFtsZ y BsFtsACt

La forma de los polimeros de BsFtsZ y BsH&Z-también se ha estudiado por crio-EM
por la Dra. Sonia Huecas (lab. del Prof. J. M. Aadiren el servicio de microscopia del CIB
(Rafael Nufiez-Ramirez). Para ello, las muestramrean durante la polimerizacion de la
proteina, monitorizandola por ensayos de disperd®huz y se incuban sobre una rejilla
cubierta con una pelicula de carbén con aguje@saftifoil), previamente tratada por
radiacion ionica con un equip@low-discharge.Las muestras son vitrificadas en etano

liquido a alta velocidad con un sistema de prepdmade crio-muestras de GATAN

(Cryoplungs.
Las micrografias se toman a una magnificacion de0@0 usando un microscopio
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electrénico de transmision JEOL JEM-1230, operad®@kV y equipado con un crio-brazo
y un sistema de anticontaminacion de GATAN. Lasgem&s se registran bajo condiciones
de minima dosis de electrones con una camara CCDAGABioscan 702. Para determinar
la distancia entre filamentos, las imagenes sedgnaen ficheros .PNG y se miden con el
programa Image-J. Las imagenes de crio-EM se pracesn EMAN, usando un filtro de

baja frecuencia para eliminar el ruido presenteeuencias altas.
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4. Resultados y Discusion

4.1. Dinamica de los filamentos de SaFtsZ

El ensamblaje de la proteina de division celulaZktepende de la union del nucleétido
y de su hidrdlisis; mientras el GTP favorece ebenslaje, el GDP favorece el desensamblaje
(véase Introduccion). Para estudiar el efecto deledtido en la flexibilidad y curvatura de
los filamentos de FtsZ utilizamos simulaciones dd Don las estructuras d8. aureus
(Matsui et al., 2012) que son las Unicas que cporeden a un filamento funcional. En estas
estructuras el empaquetamiento del cristal muastrdilamento recto donde la interfaz
formada entre monémeros es mucho mas compacta rq@steicturas de otras especies
(Oliva et al., 2004) y la hendidura entre los dansrN y C-terminal, esta en la conformacion
abierta. A partir de estas estructuras funcionaéegonstruyeron filamentos rectos en tres
condiciones diferentes de nucleétido (SaFtsZ-GTdFtsZ-GDP, SaFtsZ-GDP+PC) usando
la simetria del cristal. El tamafio de los filamenfd mondémeros) y el tiempo de simulacion
(300 o 500 ns) nos permite observar conformacioapeesentativas de los filamentos en

presencia de los diferentes ligandos (detalles atefidles y Métodos).
4.1.1. Flexibilidad y curvatura dependiente del nueétido

El estado inicial de los filamentos en todas layectorias de DM corresponde a los
filamentos rectos del cristal. El primer resultaglee se obtiene de todas las simulaciones
realizadas es que para los diferentes ligandos ngiciones los filamentos se curvan
rapidamente poniendo de manifiesto su flexibilidattinseca. Los filamentos con GDP
exhiben una mayor variabilidad conformacional, rireelos que tienen GTP y PC adoptan
conformaciones curvadas mas rigidas. Estas dif@®minamicas se ilustran en la Figura
9A, donde el estado final de cada filamento (amear$e superpone a la conformacion
alcanzada a los 100 ns de DM. Légicamente, lasetiféas en la dinamica y curvatura de los
filamentos estan relacionadas con las interaccienag® monomeros. El flamento de GDP
exhibe varios patrones curvados, adoptando inalnsoconformacion en forma de S (Figura
9A). En estos filamentos las interfaces formaddseanondmeros adyacentes se encuentran
en dos conformaciones distintas, encerrando akntidb (cerrada) o en una conformacion
abierta donde el nucleétido queda mas expuestu\adrge como se observa en la Figura 9B.
En esta figura se representan interfaces de dimgpossentativos con los diferentes ligandos

obtenidas del promedio de las estructuras de losad 100 ns de simulacion. En el
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GDP-interfaz-abierta GDP-interfaz-cerrada GTP-interfaz-cerrada

Figura 9. A) Estructuras correspondientes a las trayectdea®M de los filamentos de GDP, GTP y
GDP+PC, tomadas desde una vista perpendiculamaxama curvatura obtenida con los filamentos
de GTP y GDP. En cada caso, la estructura finghudss de 300 ns (amarillo) se superpone a la
alcanzada a los 100 ns de simulacion (gris). Bgbnas ilustrativas correspondientes a interfaces de
GDP abierta (verde), GDP cerrada (cian) y GTP JaEul este panel la orientacién corresponde a los
filamentos del panel A rotados 45° alrededor del dgl filamento. Se indican los elementos de
estructura secundaria mencionados en el texto.
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filamento con GTP, el fosfatp y el i6n Md¢* coordinado inducen una curvatura en una
orientacion preferencial (Figura 9A), en la cualilaterfaces definidas por la asociacion entre
mondmeros a lo largo del filamento estan cerradi@sifa 9B). En la Figura 9B se muestra la

A

GDP-abierta GDP-cerrada GTP-cerrada GDP+PC-cerrada

Figura 10. A) Estructuras de dimeros representativos obtsnifgola media de los ultimos
100 ns, correspondientes a interfaces de GDPtabiérerde), GDP-cerradas (cian), GTP
(azul) y PC (marrén). B) Alineamiento de los dingede GDP y PC con el dimero de GTP.
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interfaz abierta en presencia de GDP (verde), endhel nucleétido queda mas expuesto al
solvente que en las interfaces cerradas de GTP B Gihde el mondmero superior cubre
totalmente el sitio del nucledtido. La existencia dna interaccion mas fuerte en la
conformacién cerrada se refleja en el aumento el Ao accesible que pasa de 10f 2k

la interfaz abierta de GDP a 1107 y 1168 éh las interfaces cerradas de GDP y GTP
respectivamente. La interfaz abierta de GDP pdddegitar la disociacion del nucleétido en
el polimero de FtsZ (Huecas et al., 2007) y elrgambio por GTP. En la Figura 10 se
muestra las diferencias de las distintas conforomes alineando los dimeros representativos.
Se observa que la interfaz cerrada de GDP (en vestd curvada y con menos torsion
respecto a la de GTP de referencia (en azul).l&hénto con PC unido, que es mas rigido,
se curva obstruyendo el nucleétido, sugiriendo decte alostérico de este agente

estabilizante en la interfaz de asociacion entreémeros.

Para caracterizar la curvatura intrinseca de lasnéntos simulados se monitorizé la
orientacion relativa entre cada par de mondmergantel los dltimos 100 ns de cada
simulacién, como se describié previamente (Hsialet2012, Grafmuller and Voth, 2011)
(detalles en Materiales y Métodos). Se analizaahoanterfaces por caso teniendo en cuenta
las dos simulaciones realizadas y excluyendo losomeros de los extremos para evitar
efectos de borde. Notese que para facilitar la evagidn entre las diferentes interfaces,
hemos calculado los angulos de curvatura usandestnactura de referencia fija alineada en
la direccion de maxima curvatura del filamento €nP (Figura 11A). Sin embargo, la
direccién de curvatura maxima para los otros casosstra diferentes orientaciones. En
cualquier caso la distribucion angular de las fatars (Figura 11B) es ancha para los 3
estados, indicando que son sistemas muy flexibkesurvatura para la interfaz GDP-abierta
apunta aproximadamente hacia el C-terminal, misrqee las interfaces cerradas de GDP
apuntan en la direccion opuesta (Figura 11A). lizsnentos con PC se curvan con un
angulo entre monémeros de -“464.5 (Figura 11B, en azul) en la misma direccion que la
interfaces cerradas de GDP, y los filamentos coR,Gjue exhiben el mayor cierre de las
interfaces con un angulo de -9.0° £ 4.3° (FigurB,ldn rojo) se curvan en una direccion que
difiere con la de GDP-cerrado en un anguld B (Figura 11A, en azul). Mientras que con
GTP y PC unido aparece solo un pico a valores ivegafjue se corresponde con interfaces
cerradas, en el caso de los filamentos con GDPoyFidura 11B, verde), ademas del pico a
valores negativos (-6°6+ 4.0°), aparece una poblacién adicional a°6#6 4.4°, que

corresponde a las interfaces abiertas entre momémer
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Figura 11. Caracterizacion de las distintas conforraciones de las interfacesA) Estructura de
referencia usada para calcular la rotacion relaitee mondémeros consecutivos dentro del filamento.
La rotacion alrededor del eje Z, el cual se exeeados largo del filamento, describe el angulo de
torsion entre mondémeros consecutivd®, (el angulo de curvatura princip8 fue elegido en la
direccién de maxima curvatura del GTP y el Ange@aurvatura secundarip fue definido alrededor
del eje X (véase Figura 6 Materiales y Métodos patalles). Las direcciones de maxima curvatura
se representan en la estructura de referenciafdoés GDP-abierta (verde), GDP-cerrada (azul),
GTP-cerrada (rojo). El 4ngulo de maxima curvatuasaplas interfaces abiertas de GDP apunta
aproximadamente al C-terminal, mientras la intedazada de GDP apunta en la direccion opuesta.
Las direcciones entre el GTP y el GDP-cerrado rdifieen 35°. La vista de la estructura representada
es equivalente a la tubulina observada desdeeriantdel microtibulo. B) Los graficos representan
la distribucion angular para las interfaces con Gi#rde), GTP (rojo) y PC (azul) para los ultimos
100 ns de simulacion. C) Evolucion temporal deludmgrincipal de curvaturf; para las cuatro
interfaces centrales de un filamento de GDP. Eimiénto converge heterogéneamente en interfaces
abiertas (~ 9 y cerradas (~ %. Sin embargo la asociacién entre monémeros perceanerrada
durante toda la simulacion para los filamentos @@ @ GDP+PC (Figural2).
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En estudios anteriores de DM con dimerog\diaeal(MjFtsZ), también se observaron
diferentes configuraciones de interfaces, con weasicion de la interfaz abierta de GDP a
cerrada (Hsin et al., 2012). Nuestras simulaciawsoboran esta transicion pero ademas
muestran que diferentes conformaciones de intesfabeertas y cerradas pueden coexistir a
lo largo del tiempo, lo cual es indicativo de umigrio dindmico. La Figura 11C muestra
los cambios dinamicos del angulo de curvat@faobservados durante el tiempo de
simulacién, para cuatro interfaces en un filametgoGDP. Durante la primera parte de la
simulacién, se observan fluctuaciones entre cordigganes de interfaces abiertas y cerradas,
pero al final el filamento queda compuesto porrfataes heterogéneas que fluctian alrededor
de una configuracién dada. Por ejemplo la form& dm el filamento de GDP de la Figura
9A corresponde a interfaces con configuracionesreds abiertas y cerradas. Al contrario, en
los filamentos con GTP y GDP+PC las interfaceseemiondmeros permanecen cerradas

durante toda la simulacion (Figura 12).
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Figura 12. Evolucion temporal del angulo principalde curvatura 0, para las cuatro
interfaces centrales de un filamento de GTP y de GExPC.
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Las variaciones del angulo de curvat@sason pequefias con valores de°2:62.8° y
3.8 £ 4.2 para filamentos con GDP y GDP+PC respectivamemtientras que los
filamentos con GTP oscilan alrededor de la posididcial (-0.3 + 3.7°). Mayores
diferencias se encuentran en el angulo de torgidentre mondmeros consecutivos, con
valores de -10.2° + 4.8° en los filamentos con GBR2° + 3.5° para los filamentos con GDP
y -6.2° £ 6.1° en presencia del PC (Figura 11B).

Las curvaturas obtenidas son mucho mas reducidasagueportadas con el dimero de
MtFtsZ (Li et al., 2013) y MjFtsZ (Hsin et al., 28)1 que presentan angulos de curvatura de
49.5° y 26° respectivamente. Con el objetivo de mamar con la tubulina, homélogo
estructural de la FtsZ, en la Figura 11A se hanessgmtado las direcciones de curvatura de
los diferentes estados en una vista desde elantgdesde arriba del microtubulo. Como se
observa en la figura, la direccién de curvaturdadeterfaz abierta de GDP apunta hacia el
exterior del microtdbulo, y es similar a la direntien que se curvan los protofilamentos del

microtubulo en el momento del desensamblaje (Atushal., 2014).

Nuestras simulaciones no muestran grandes camlboformacionales entre las
subunidades con GTP y GDP. La desviacion cuadrétiedia (RMSD) de los monémeros
alineados independientemente dentro del flameat@ TP y GDP son similares (Figura 13).
En ambos casos las mayores fluctuaciones aparecés doucles T3, T7, H6-H7 y en el
dominio C-terminal, que fluctia manteniendo la heac con la hélice H7 similar a la
conformacion del cristal. El extremo de la hélicé $¢ curva mas en presencia de GTP, que
en los filamentos con GDP (Figura 13B). En el adados filamentos con PC, la rigidez se
refleja en menores valores de RMSD del monémenugi las fluctuaciones del bucle H6-
H7 y del C-terminal aun son evidentes. Aunque sea flexibilidad en el bucle T3, las
diferencias relativas en nuestras simulacionesresepcia de GTP o GDP no proporcionan
ninguna evidencia de un cambio conformacional qu&quue la apertura o cierre de las
interfaces como se ha propuesto en Hsin y col.n(ldsial., 2012). Sorprendentemente, los
cambios conformacionales de los monémeros dentdosdélamentos de GDP y GTP son
muy similares cuando los comparamos entre si (&i§)@8B), lo que indica que las diferencias
dindmicas observadas se deben fundamentalmentensoumiento de bisagra de cuerpos

rigidos entre monémeros.
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Figura 13. Conformaciones de mondmeros representatls dentro de los filamentos con GDP
(verde), GTP (azul) y PC (naranja), durante los uitnos 100 ns de simulacion, alienados usando
THESEUS (Theobald and Wuttke, 2008).A) RMSD por residuo (promedio) obtenido de la
superposicion. B) Conjunto de conformaciones dedmanos superpuestos.

Basado en las distribuciones angulares se estinp@i@metros macroscopicos como la
fuerza producida por la transicién entre estadad sadio de curvatura. La fuerza radial
producida por monémero en un filamento es propoati@ A8kzT/(2lc?) (Hsin et al.,
2012), dondé\@ es el angulo medio de curvatura entre dos estaddermacionalesyg es la
varianza dé& en la conformacion final, es la longitud de un monémero de Ft8Z.Q nm),

T es la temperatura (298 K)ky es la constante de Boltzmann. Partiendo de latdiston
angular déd; la transicion de la interfaz con GTP a la intediéierta con GDP debido a la
hidrélisis produce una fuerza radial de 23 pN etedaterfaz y la transicién hacia el estado
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cerrado con GDP produce una fuerza menor de 4 pNransicion entre el estado cerrado y
abierto de GDP produce una fuerza significatival@epN. Segun estas estimaciones, la
transicion entre las distintas conformaciones deiriéerfaces junto con los elementos que
anclan la membrana podrian proporcionar la fuegzeothstriccién para dividir la bacteria sin

la necesidad de alguna otra proteina (Erickson92@®ickson et al., 2010). Anteriores

trabajos de simulaciones de DM de MjFtsZ reportduenzas algo mayores de 30 pN para la
transicion de GTP a GDP-abierto y 20 pN por monanmeara la transicion GTP-GDP-

cerrado (Hsin et al., 2012). Sin embargo, todo®sestalculos son aproximaciones y
previsiblemente estan sobrestimados. Por ejemplduéaza de constriccibn medida

experimentalmente es de 5 pN para un protofilamel@omicrotibulo, estructuralmente

relacionado con los filamentos de FtsZ (Grishchtuikale, 2005). De cualquier modo,

filamentos homogéneos con interfaces GDP-abiert@®B-cerradas son una abstraccion y
como ocurre en nuestras simulaciones una variedawmformaciones pueden coexistir a lo
largo del filamento que permitirdn distintas cuwas y fuerzas de constriccion mas
pequefias. El marco real es bastante mas compéegue los filamentos de FtsZ contienen
una mezcla de subunidades con GDP y GTP que pusdanzar una proporcion 50:50

(Osawa and Erickson, 2011), y que ademas puedercambiar el nucleétido (Chen and

Erickson, 2009).

El radio de curvatura medio para filamentos homegénestimado comigé,, fue de 50
nm, 26 nm y 35 nm, para PC, GTP y GDP-cerrado otispenente, mientras la interfaz de
GDP-abierto tiene una curvatura opuesta de 35 nradie. La curvatura para los filamentos
con PC es compatible con los toroides @80 nm de diametro observados por microscopia
electrénica de polimeros de SaFtsZ ensamblado®Cofvéase Figura 8C en (Andreu et al.,
2010)).

En nuestras simulaciones los filamentos de Sakiszaparentemente bastante flexibles.
La longitud de persistencia de acuerdo con el neétiedGrafmuller y Voth (Grafmuller and
Voth, 2011) (véase Materiales y Métodos) fue de@Bpara los filamentos de GTP y 113
nm para los de GDP+PC, mucho mas pequefia que daiddtpara protofilamentos del
microtubulo (Grafmuller and Voth, 2011). La hetezngidad dinamica en los filamentos con
GDP nos dificulta el célculo fiable de la longitdd persistencia. La comparacion con datos
experimentales es compleja porque los valores wigitia de persistencia estan calculados
con filamentos mucho mas grandes que los heptarsamaados. Ademas, existe una gran
disparidad en los valores de persistencia encardrad la literatura. Por ejemplo, mediante
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crio-EM Turner y colaboradores (Turner et al., 20¥Bualizaron filamentos de EcFtsZ
relativamente rectos con una longitud de persigete 1.4um. Por el contrario, también
usando crio-EM se han obtenido longitudes de pgersims en el rango de 100 nm con
filamentos de EcFtsZ (Huecas et al., 2008). Par lainlo, estas medidas se basan solamente
en el angulo de curvatura, obviando la contribuai@h angulo de torsion. En nuestras
simulaciones de filamentos con GTP el componemsgotoal es significativo. La importancia
de la torsion también ha sido resaltada recienttamen estudios de filamentos de FtsZ

fijados en mica usando microscopia de fuerza awf@onzalez de Prado Salas et al., 2014).
4.1.2. Interacciones en las interfaces entre monones reguladas por nucleotido

Las diferencias en la dindmica y curvatura de ldsmEntos estan logicamente
relacionadas con las interacciones entre monomewsello, se calcularon los contactos
entre todos los pares de residuos de mondmerogadn®s dentro del flamento durante
los ultimos 100 ns de simulacion. En la Figura 14mmedio de los contactos entre
monomeros es proyectado en la superficie de laféatecorrespondiente siguiendo un
gradiente de colores rojo-blanco-azul; donde lggores azules son aquellas que estan en
contacto durante todo el tiempo de simulacionyégsones blancas un 50% del tiempo y en
color rojo estan aquellas regiones donde no hayactws. En los diferentes estados hay
zonas que comparten contactos comunes, pero clar@rmagisten diferencias dependiendo
del nucledtido unido. En las interfaces cerrada&D® y GTP los patrones de contactos son
bastante similares. Aun asi, en los flamentos@®R® hay mas contactos estables alrededor
del nucledtido y las interfaces cerradas de GDRetiemenos contactos estables entre las
regiones H1/H2/T3 y H8/T7 de los mondmeros inf&soly superiores respectivamente.
Finalmente, las interfaces abiertas de GDP |6gicéeneontienen menos regiones de
interaccion, con pocos contactos entre las hélitksy H2 y el bucle T7 sugiriendo una

asociacion mondmero—monémero mas débil.

Mediante el analisis de contactos se identificatos regiones principales (Figura 15).
La primera region incluye las interacciones comutegiominio N-terminal de la subunidad
de abajo con el dominio C-terminal (aminoacidos-260) de la subunidad superior. Las
interacciones en esta region son similares emtagfaces con GTP y GDP y se corresponde
con la zona azul cercana al centro de cada pankl EBigura 14. Esta region incluye los
contactos de la hélice H10 del monomero superini@® bucles T5 y H6-H7 del mondmero
inferior. Un puente de hidrogeno estable entragds&luos Arg-141 y Asp-289 une la hélice
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consideraron en contacto si al menos
un par de atomos esta a una distancia
inferior a 4 A. Las imagenes

corresponden a la superficie superior
del monémero de abajo (izquierda) y a
la superficie inferior del monémero de

arriba (derecha). La presencia de
contactos durante la simulacién se
proyecta en la interfaz correspondiente
mediante un gradiente de colores rojo-
blanco-azul. Las regiones en azul
corresponden con contactos estables
durante toda la simulacion, regiones en
blanco corresponden a contactos
presentes durante el 50% de la
simulacién y en rojo a regiones que no
presentan contactos. Los contactos se
han calculado solo para las cuatro
interfaces centrales de los filamentos
durante los dltimos 100 ns de

simulacién para evitar efectos de borde.

H5 y el bucle H10-S9 respectivamente. Ademas ssblesten otros puentes de hidrogenos
entre Met-179 (bucle H6-H7) y Leu-270 (H10), y entys-142 (H5) y Asp-213 (H8). Como

en esta region se obtiene casi el mismo patrénoddactos en todas las simulaciones
nosotros creemos que constituye el principal amotajtre mondmeros. Esta region debe
actuar como una bisagra en la apertura o ciertasdaterfaces. La flexibilidad del bucle H6-

H7 y del extremo superior de la hélice H7 facilla complementariedad entre las
subunidades lo que se ve reflejado en las regideesontactos. Esta complementariedad
puede ser importante en la transmisioén de los aasrdmnformacionales a través de la hélice

H7 a lo largo del filamento.
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Figura 15. Representacion de los contactos atémicen las interfaces monomero-
monoémero. Los ejes representan el nimero de residuos deingetfaz. Ver Figura 14
para detalles de cémo se han calculado los costacto

La segunda region muestra las diferencias entrildmsentos y contiene principalmente

todos los contactos del bucle T7 y la hélice H8rdehdémero superior (residuos 203-219)

con los elementos del dominio N-terminal del mond@miaferior. Estos contactos estan

representados por areas azules y blancas y esséntas en la configuracion abierta con
GDP (Figura 14). En las interfaces cerradas con @F P, el bucle T7 (Glu-206 y Asn-

208) mantiene contactos con las hélices H1 y H2{&& Arg-49 y Asp-46) del monémero
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de abajo, que desaparecen en la interfaz abient&bd. La hélice H8 se une al bucle T3 del
monomero inferior en los filamentos con GTP, m@sijue las interfaces con GDP muestran
una pérdida de estos contactos (Figura 15). Efiléwsentos con GTP, el primer residuo de
H8 (Asp-210) interacciona con los residuos Gly-A(x-71 y Gly-72. Sin embargo, este
residuo solo interactia con las glicinas en lasriates cerradas con GDP y Unicamente con
alanina en las interfaces abiertas. Las interfad®ertas ademas carecen del puente de
hidrogeno formado entre Phe-138 (T5) y GIn-283 (Hyt@e la interaccion electrostatica
entre Glu-206 (T7) y Lys-184 (H8), que estan pre=gean las interfaces cerradas.

En resumen, las simulaciones de filamentos reptapers de FtsZ demuestran
diferencias en los contactos entre mondmeros depdrd del nucledtido que modulan la

curvatura de los filamentos y su estabilidad.
4.1.3. El M¢* como elemento esencial en la estabilidad

El i6bn Mg®* presente en todas las estructuras cristalografied&sZ con GTP unido es
un elemento esencial para mantener las interfameadas durante las simulaciones de DM.
El Mg®* estabiliza al GTP y crea las condiciones adecugdaa que se produzca la
hidrolisis. EI GTP inicialmente esta unido al momedmde abajo, pero en el filamento el i6n
Mg** conecta los fosfatoB y y con el lazo T7 de la subunidad superior (Figurp E8ta
conexién adicional entre monémeros se mantienénpenacciones estables del catién con la
Asn-208 del bucle T7 e interacciones algo mas dgloibn las Asp-207 (T7) y Asp-213 (H8).
La caja de coordinacién del Kfgformada por los fosfatdd y y y la Asn-208 se completa
con dos moléculas de agua. Una de estas dos nadédalagua puede ser polarizada por
cualquiera de los residuos Asp-210 o Asp-213. Dieranestras simulaciones estos residuos
indistintamente y de forma alterna pueden locaear la distancia y angulo compatible con
la formacién de puente de hidrogeno necesario laatadroélisis del GTP. Ademas, los
puentes de hidrogeno entre la Asn-208 vy los fosfatpy también estabilizan los contactos

entre monémeros.

Curiosamente, la mutacion Asp208Ala provoca laipgérde polimerizacion, incluso en
presencia de Ga(ver Figura 8 en Matsui y col. (Matsui et al., 2))1 Nétese que el Ease
localiza en el interior del bucle T7 en la intertiez polimerizacion (ver Figura 1 en Matsui y
col. (Matsui et al., 2012)). Los autores justifidarpérdida de polimerizacion por la ausencia
de la interaccion del Asp-208 con el’C#or el contrario, nuestras simulaciones demuestra

la importancia de este residuo en el anclaje deldmero superior a través del fg
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PHE183 \

Figura 16. Vista detallada de la interfaz en un famento con GTP.El Mg* establece una
fuerte interaccion con Asn-208 y con los fosfgBog y (en color naranja) del GTP, lo cual
ayuda al cierre de la interfaz y a crear las coodés adecuadas para la hidrélisis. En este caso
el grupo carbonilo de Asp-210 esta localizado diséancia correcta para establecer puente de
hidrégeno y polarizar a la molécula de agua (vecde)dinada con el magnesio (rosa).

4.1.4. Efecto estabilizante de los iones de ¢a

En nuestras simulaciones inicialmente se omiti€C&" localizado en el interior del
bucle T7 en las estructuras cristalogréaficas demi#ntos de SaFtsZ, pero que no esta
presente en ninguna otra estructura de FtsZ. Adenpadimerizacion y actividad GTPasa de
FtsZ solo se ve afectada a concentraciones dé iBay altas (~1-10mM) (Matsui et al.,
2012), lo que apunta a una relativa baja afinidagesar de ello, realizamos simulaciones
idénticas con GDP y PC en presencia dél' @ara examinar su efecto. A diferencia de las
simulaciones sin G4 todas las interfaces GDPXae cierran, resultando en filamentos
curvos més estables. Al igual que en las estruetea cristal, el Cd se coordina con dos
moléculas de agua dentro del bucle T7, incrementaaparentemente los contactos
intermonémeros cerca de la H2 (Figura 17). En ltmmentos con PC, debido a su
estabilidad, no detectamos ninguna diferencia ciuspor la presencia de a
Curiosamente, los monémeros aislados de SaFts@epiel CA" durante las simulaciones de
DM, asi como el monémero del extremo (-) del filatbe Todos estos resultados sugieren
que los iones de Gajuegan un papel secundario en la estabilidad delebT7 en los

filamentos de FtsZ.
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Figura 17. Superficies de contactos y representacid@e los contactos entre pares de atomos
en las interffaces mondmero-monémero de los filames# simulados con CH. En
comparacion con las simulaciones sin’’CéFigura 15), hay un aparente incremento de los
contactos cerca de la hélice H2. En nuestras stiouml@s los grupos carbonilos de los residuos
Leu-200, Val-203, Ser-204, Asn-208 y Asp-210 estdty cercanos al idn, pero las interacciones
mas fuertes son con los dos ultimos. Otras int@aes importantes en la interfaz comprenden
los residuos Asp-46 y GIn-48 de la hélice H2 deulaunidad inferior.

4.2. El interruptor molecular entre los dominios Ny C-terminal

Para explicar el comportamiento cooperativo emsémblaje de los protofilamentos de
FtsZ, se propuso un modelo mediante el cual candmoformacionales entre subunidades
“inactivas” y asociaciones entre subunidades Vasti son capaces de transmitir variaciones
de un monoémero a otro a lo largo del filamento $eémtroduccion) (Huecas et al., 2008,
Dajkovic et al., 2008, Miraldi et al., 2008). Entedbajo de Martin-Galiano y col. (Martin-

Galiano et al., 2010) se propone que el ensambijetsZ puede estar relacionado con un
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movimiento entre dominios, que permite la apertucgerre de la hendidura entre el dominio
C-terminal y la hélice H7, modificando la asociacexial entre mondémeros de FtsZ. Este
cambio molecular ha sido ademas validado por canlbbservados mediante la
desactivacion de la fluorescencia inducida potdfgno en mutantes de EcFtsZ, después del
ensamblaje (Chen and Erickson, 2011). A pesar ths evidencias, todas las estructuras
cristalograficas de FtsZ de diferentes organismaestnan una conformaciéon cerrada de la
hendidura (Oliva et al., 2007), con excepcion deed&ructura de SaFtsZ, en la cual el
empaquetamiento del cristal exhibe filamentos sectin la hendidura del mondémero en la
conformacion abierta (Matsui et al., 2012, Elsenakt 2012, Tan et al.,, 2012). La
comparacion estructural de SaFtsZ con FtsZs des @species indican la apertura de la
hendidura para el ensamblaje de la proteina, sbaggo, es necesario alguna validacion del

cambio conformacional en una misma especie.

En las estructuras cristalinas de SaFtsZ, dondesddentificado al monémero con la
hendidura en la conformacion abierta, se formami#ntos rectos en los cuales la hélice H7
baja y el lazo T7 se inserta en la cavidad de aursidad inferior, creando una asociacion
axial entre mondmeros mas compacta que en otrasiespEn nuestras simulaciones de DM
de los filamentos en presencia de GTP y GDP lactordcion abierta de la hendidura se
mantiene en todas las subunidades, excepto enr@mewo del extremo (-) del filamento,
donde la hendidura se cierra. Para monitorizar gatesicion en las simulaciones hemos
medido la distancia entre los centros de masassdesiduos 196-202 de la hélice H7 y 295-
300 de la laming S9 del dominio C-terminal. Como se observa endarg 18A, durante la
simulacién la distancia fluctGa alrededor de latatisia inicial de 13 A en todos los
monémeros excepto en el Gltimo (en azul), que daces aproximadamente a 9 A. Este
comportamiento se observa en casi todas las sianésc de GTP y GDP, sugiriendo la
tendencia de FtsZ a cerrar la hendidura cuandoneeestra libre de interaccidon por su
extremo (-). Alentados por este resultado se @iz dos simulaciones de DM de la
proteina aislada unida a GTP y GDP con la hendidinarta. Como ocurrié para las
subunidades del extremos (-) de los filamentodpgmondmeros aislados la distancia H7-
S9 rapidamente decrece y ocurre una transicionnéspea hacia una conformacion cerrada
de la hendidura (Figura 18A, gris). El hecho de yedamente y durante todo el resto de la
trayectoria, tanto la proteina aislada y los mondsalel extremo (-) permanezcan en la
conformacion cerrada es un buen indicador de distadhi Nuestras simulaciones apuntan a
que la hendidura entre dominios esta cerrada eméo®meros de FtsZ y se abre durante el

ensamblaje actuando como un interruptor molecular.
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Figura 18. Relajacién del interruptor de ensamblajede FtsZ y estudio del cierre de la
hendidura entre dominios.A) La distancia entre los centros de masa deelsisluos 196-202 de la
hélice H7 y los residuos 295-300 de la lAmina Sesitorizada durante la trayectoria de DM (500
ns) para todos los monémeros de un filamento coR.&@ distancia fluctia en torno a la distancia
inicial de 13 A excepto para el monémero del extrgm) donde disminuye en 4 A (linea azul).
Resultados similares han sido observados en lagaiones de otros filamentos de GDP y GTP en
los que la hendidura del monémero del extremoagfbién se cierra. En linea gris se representa el
cierre de la hendidura durante la simulacion demamémero aislado. B) Superposicion de la
estructura inicial del monémero dentro del filaneeodn la hendidura abierta (rojo) y la estructura
final del monémero del extremo (-) de nuestra satidin del filamento (azul), C) superpuesto con el
monoémero aislado (gris). D) Conjunto de conformaegodel monémero para los ultimos 100 ns,
superpuestos usando THESEUS (Theobald and Wut@id)2E) Estructura final del monémero
aislado con la hendidura cerrada (gris) superpuestaestructura del cristal de BsFtsZ (amarillo,
PDB: 2vxy).
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El cierre de la hendidura se puede visualizar gugméendo la estructura inicial abierta
(roja) con la estructura final de la simulacion deindémero aislado (Figura 18C, gris) o del
monomero del extremo (-) (Figura 18B, azul); o camapdo conjuntos de conformaciones
del mondmero aislado (Figura 18D) con las confoiams abiertas en el flamento (Figura
13B). Colectivamente estos resultados revelanndetgcia natural del monémero de SaFtsZ
a adoptar una conformacion cerrada de la hendifehido a la alta homologia estructural
entre las diferentes FtsZs, es posible que FtsZstrds especies compartan esta tendencia.
De hecho, la estructura final de DM de SaFtsZ exotdormacion cerrada de la hendidura es
muy similar a estructuras monomeéricas de FtsZ lesuen otros organismos, como se
ilustra para BsFtsZ en la Figura 18E. Aunque hay gran semejanza entre las estructuras,
estas no superponen bien la parte superior dditz €7 y el bucle H6-H7 que son regiones
de gran movilidad en nuestras simulaciones. Adedehsmovimiento rotacional del sub-
dominio C-terminal, también observado previamenté@ mutantes de SaFtsZ que inhiben
su actividad GTPasa (Buey et al., 2006), nosotls®iwvamos una deformacion en la parte

superior de la hélice y alrededor del bucle.

Curiosamente, estructuras de SaFtsZ con sustiegi@m el bucle T7AT7cac Y
AT7san) en presencia de GDP tienen la hendidura ceriadiaisa las estructuras en estado
mondmerico de BsFtsZ, mientras que la sustitufibficay con GTP mantiene la hendidura
abierta como la proteina nativa (Matsui et al.,Z0MNosotros sugerimos que este cambio no
es consecuencia del nucledétido unido, sino quejeelh transicion entre asociaciones activas
y monOémeros inactivos. Aunque estas proteinas gigasno presentan actividad GTPasa
(probablemente debido a defectos en la polimedm@stos resultados ademas sugieren que
los contactos del bucle T7, particularmente losagtan relacionados con el fosfgto el ion
Mg®*, juegan un papel principal en el control del intptor de activacién. Los resultados de
nuestras simulaciones apoyan la importancia desteuatura cristalografica elegida y
confirman la existencia del interruptor de ensafeblor primera vez se ha monitorizado la
transicion abierto-cerrado del interruptor que hatido deducido anteriormente solo a través
de comparaciones de FtsZ de diferentes especies.

4.3. Moléculas que bloquean el interruptor molecula

4.3.1. Mecanismo de estabilizacion de los filamertpor PC

El antibiético PC se une al interruptor de actigaciocalizado entre el dominio C-
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terminal y la hélice H7 de FtsZ (Elsen et al., 20&tsui et al., 2012). Este compuesto
induce el ensamblaje de BsFtsZ disminuyendo suecdracion critica de ensamblaje (Cr =
0.65% 0.13 pM) respecto a un control en ausencia de compu€ste (4.95+ 0.43 uM),

formando filamentos y manojos estables (Andreu.e2@10).

En nuestras simulaciones de DM los filamentos deP&®C se curvan de forma
parecida a los filamentos con GTP, sin embargometanismo mediante el cual los
filamentos se mantienen mas rigidos es diferententvas el fosfaty del GTP y el M§" son
las claves de la unién entre mondmeros adyacentéssdilamentos de GTP, el PC induce
alostéricamente el cierre de la interfaz entre sidades al bloquear la hendidura entre los
dominios N y C-terminal y mantener al mondmero ea gonformaciéon activa. El grupo
benzamida del PC establece puentes de hidrogetaidesscon los residuos Val-207, Asn-
263, Gly-205 y Leu-209. La presencia del antibmtastabiliza los contactos entre el bucle
T7 del mondémero superior y las hélices H1 y H2 mieindmero inferior, e impide los
contactos observados en los filamentos con GTP i G la hélice H5 (comparar Figuras
15 y 19). La estabilizacion del bucle T7 promueleiere de la interfaz entre mondmeros,
haciendo posible que el flamento se curve de naasianilar al GTP, pero en una direcciéon
ligeramente diferente (Figuras 9 y 11). Las inmtade los filamentos de GDP+PC se
curvan en la misma direccion que las interfacesadas de los filamentos de GDP (Figura
11A), mientras los filamentos de GTP se curvan m direccion que difiere 3%haciendo
mas hermético el sitio de nucledtido. A diferertalos filamentos de GDP, los filamentos
con PC unido tienen torsion como los de GTP. Estmportamiento incrementa el
empaquetamiento en la interfaz en los filamentosR©0 reduciendo la flexibilidad intrinseca

del mondémero, como se observa en la Figura 13B.

Los resultados de nuestras simulaciones son censst con las observaciones
experimentales del efecto estabilizante del PG gmdteina homoéloga de BsFtsZ (Andreu et
al., 2010). La unién del PC en la hendidura entmaidios, desplaza el equilibrio hacia una
conformacion de alta afinidad requerida por la Rtara la elongacion de los polimeros. El
mecanismo estabilizante del PC esta parcialmenteioeado con el de los agentes
estabilizantes de microtubulos, aungque no hay goavaencia exacta para el sitio del PC en

tubulina.
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Interfaz GDP+PC-cerrada

Figura 19. Superficies de
contactos y representaciéon de
los contactos entre pares de
atomos en las interfaces
mondémero-monomero de los
filamentos de GDP+PC. Los
ejes de los mapas de contactos
[ H6-7L/H7-T7 representan el numero de los
H6-7 L/H7-S8/H10  T6-59 - residuos. Las interfaces con el
. 150 | H5-T7  Hs-H8 4 antibidtico PC son cerradas. El
T5-T7 PC estabiliza los contactos del
bucle T7 con las hélices H1 y
— T3-T7 T3-H8 H2, ademas en comparacién con
- — e - _ A .
T5-H10 = las simulaciones de GDP y GTP
120 | (Figura 15), hay una pérdida de
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4.3.2. Sonda fluorescente DFMBA-NBD

Con los conocimientos adquiridos sobre el efectb Ré en la dinAmica de los
filamentos de FtsZ y del interruptor molecular @&dc al ensamblaje colaboramos en el
disefio de una sonda fluorescente que se une emdadira entre dominios. En el grupo de
Quimica Médica de la Profa. Maria L. LOpez Rodrig(i2epartamento de Quimica Organica
| de la Universidad Complutense de Madrid, UCMBsgetizaron una serie de compuestos
fluorescentes derivados del PC, algunos de ellosngestran en la Figura 20. Nuestra
colaboracion estuvo centrada en la seleccion dedodidatos a ser sintetizados, mediante
estudios de “docking” y cribado virtual de diferemtpropuestas de disefio. Los compuestos
con mayores valores de puntuacion fueron evaluexiosrimentalmente en el laboratorio del
Prof. J.M. Andreu (Centro de Investigaciones Biatag) (Artola et al., 2016).

Estudios de fluorescencia revelan que algunos siledmpuestos (2-5) son inactivos en
intensidad de fluorescencia y anisotropia de flsmgacia en presencia de polimeros de FtsZ.
Otros compuestos (7-10, 12 y 13) no mostraron aremento significativo (+ 1.5 veces) de
la anisotropia en presencia de los polimeros désBsk el incremento fue no especifico, o
tienen valores muy altos de anisotropia en ausealei proteina lo que indica que estan
agregando. El compuesto 11 muestra un incrementa daisotropia en presencia de los
polimeros en 1.7 veces, sin embargo el valor atisdiianisotropia es muy bajo.
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Los experimentos demuestran que el compuesto 6 EXMBD) aumenta la anisotropia
3.3 veces en presencia de BsFtsZ, GMPCPP (analbd@dTé) y magnesio (Tabla 1). Los
ligandos 14, 15 y 16 en los cuales el espaciadie @h DFMBA y el fluor6foro NBD se
extiende en 3, 4 y 6 grupos metilos también aumentatablemente la anisotropia en
presencia de los polimeros. En todos estos casftadir el PC, la anisotropia disminuye a
niveles basales lo que indica que la sonda esté@dsiglesplazada del sitio de unién

quedandose en su forma libre (Tabla 1).

o NH2 o NH2

O NH2 O NH2

0 O
F O
o/\( \\
/ \ HN, O HN O /_
O

PC190723 O
Q

N-O N-Q
! f/ N f/ N
14 15 NO, 16 NO,

Figura 20. Sondas fluorescentes representativas desdas del compuesto PC que han sido
sintetizadas y validadas experimentalmente (Artol&l al., 2016).
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Tabla 1. Valores de anisotropia de fluorescencia des compuestos 6, 14, 15y 16.

Anisotropia de fluorescencia (r)

COMPUESTO 6 14 15 16
Compuesto 0.026 0.038 0.032 0.030
+ BsFtsz 0.034 0.042 0.035 0.042
+ GMPCPP 0.035 0.040 0.039 0.042
+ MgCl, 0.086 0.078 0.078 0.127
+ PC190723 0.036 0.057 0.046 0.067
Compuesto + GMPCPP 0.026 0.038 0.028 0.030
+ MgCl, 0.027 0.033 0.027 0.027
+ PC190723 0.026 0.035 0.028 0.029

Los valores de la primera fila corresponden al agesfo (10 uM) en tampdn hepes pH 6.8 a
25°C. BsFtsZz (10 pM, no ensamblada) y GMPCMM (0.M) ufueron afiadidos
consecutivamente. Posteriormente la polimerizadémsFtsZ fue inducida por la adicién
de MgCh (10 mM). Después de cada adicion se midio la &oigia de fluorescencia. El PC
fue afiadido para desplazar al compuesto fluoresceas tres ultimas filas corresponden a
controles hechos sin proteina para excluir intéoaes de los compuestos con GMPCPP,
MgCl, o PC. Los valores de r son los promedios para&stras y la desviacion estandar es
de 0.002. La longitud de onda maxima de excitaciérlos compuestos es 474 nm y la
longitud de onda maxima de emision es de 543 nmaulRelos tomados de Artola el al.,
2016.

DFMBA-NBD (compuesto 6) induce polimerizacion de FB&Z en presencia de
GMPCPP y magnesio. Los compuestos 14 y 15 tambdrcen el ensamblaje de la proteina
de forma similar al compuesto 6. Sin embargo, elmgesto 16 en el cual la longitud de la
cadena se incrementa en 6 carbonos da un camhioigteropia mayor en comparacién con
los otros compuestos y no muestra un incrementta grolimerizacion de BsFtsZ lo que
indica un modo diferente de union.

Con el fin de obtener una vision estructural emetlo de union de la sonda fluorescente
DFMBA-NBD y sus analogos 15 y 16 hemos realizadpeexentos de “docking” para
obtener una primera aproximacion de la union dehmejo en el sitio localizado en la
hendidura entre los dominios N y C-terminal (detakkn Materiales y Métodos). Ademas, se
llevé a cabo la simulacién de DM de los mejores @ejps de “docking” para estudiar su
estabilidad y sus interacciones en el equilibrias Isimulaciones de DM (500 ns) de los
diferentes compuestos muestran que después derimad@ele relajacion, la union de los
ligandos es estable (Figura 21). En la primeraepadetla simulacion (hasta 130 ns) el grupo

NBD se acomoda en la hendidura adoptando la positgéquilibrio.

78



RESULTADOS Y DISCUSION

compuesto 6

RVSD (&)
N

R MY 141 g IR s 0

(0] 100 200 300 400 500

(o]

compuesto 15

RMVSD (A)
N

o

[0} 100 200 300 400 500

compuesto 16 A

RVSD (&)
[ N

x

%

O T T T T T 1
[0} 100 200 300 400 500

compuesto 16 B

; MI[WWWMW»MM ey

RVSD (A)
N

(0] 100 200 300 400 500
Tiempo (ns)

Figura 21. Trayectorias de DM de los complejos Sa&Z-sonda.Se muestra el RMSD de

SaFtsZ (linea negra) con el correspondiente conpuesdo (linea roja) durante el tiempo de
simulacion. Se observa que las simulaciones alcask@stado de equilibrio sugiriendo la
estabilidad de los modos de union. Sin embargouhgyeriodo de relajacion (~130 ns) donde
el grupo NBD se acomoda hasta que adopta una wogstable.

Las estructuras finales de los complejos con lospr@stos 6, 15 y 16 después de 500 ns

se muestra en la Figura 22. El grupo benzamidaodecbmpuestos 6 y 15 comparten

interacciones con residuos del bucle T7 y las lamimeta S8 y S9 como las observadas en

nuestras simulaciones de filamentos con PC. Encpkat se forman puentes de hidrégenos

estables del grupo amino con los residuos Val-288ry-263 y el grupo carbonilo con Gly-

205 y Leu-209. La interaccion hidrofébica con elimmacido Val-297 también contribuye a

la estabilizacion de la benzamida. Estos contastms criticos en el interruptor de

ensamblaje/desensamblaje manteniendo la hendidura dominios en la conformacion

abierta e induciendo alostéricamente el cierreadeitterfaces en los filamentos de FtsZ

como se observa en nuestras simulaciones de fitashean PC. Sin embargo nosotros
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Figura 22. Modos de union de las sondas fluorescest en la hendidura entre dominiosSe
muestran las estructuras finales de los complegd¥sZ con los compuestos 6, 15 y 16 obtenidas
después de 500 ns de simulacién de DM. Los resichawmsados en negro corresponden a contactos
estables y en gris aquellos relativamente menaablest observados en los ultimos 100 ns de
simulacién. Para los compuestos 6 y 15 se obsguuantes de hidrégenos estables entre el grupo
amino y los residuos Val-207 (bucle T7) y Asn-2B8nina beta S8), y entre el grupo carbonilo y los
residuos Gly-205 y Leu-209 (bucle T7). Ademas exteiones hidrofdbicas con Val297 (lamina beta
S9) contribuyen a la union de la benzamida. Intsoaes con lle-228, Val-307 y Arg-191 también
ayudan a mantener al fluoréforo fluctuando en déamdidura. En el caso del compuesto 16 se
encuentran dos posibles modos de unién. Las imfieraes que contribuyen a la unién son lle-228 y
Leu-249 para el NBD (modo A) y Met-226, Ser-247gut249 para la benzamida (modo B).

observamos que el grupo fluorescente NBD de la sapeda parcialmente expuesto al
solvente (més en el compuesto 6 que en el 15gemplazando el heterociclo del antibidtico
PC. Sorprendentemente, para el compuesto 16 que B espaciador mas largo,
encontramos dos modos de union alternativos y amioows difieren del modo de union del

PC. En este caso el ligando se une en la parteisupge la hendidura y no se establece
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interaccion de la benzamida con T7 y S8-S9. Los dodos de union intercambian las
posiciones de la benzamida y el NBD en el sitiaudi®n. Estos modelos revelan un posible
modo de union diferente al de los otros compuestague puede explicar las diferencias
encontradas en la interaccion de 16 con FtsZ eaXpsrimentos. Por lo tanto, los resultados
experimentales y nuestros modelos sugieren unans@te del sitio de unién de PC que

puede estar disponible para la unién de inhibidarashendidura entre dominios de FtsZ.

4.3.3. Validacion experimental del interruptor de FsZ con la sonda fluorescente
DFMBA-NBD

En el grupo del Prof. Andreu se realizaron medid@sanisotropia frente al tiempo y
ensayos de dispersion de luz de BsFtsZ en presgéaddMBA-NBD (10uM) (Figura 23 A
y B) para monitorizar el ensamblaje de la proteioa la sonda fluorescente. Se realizaron
tres experimentos diferentes: 1) se polimeriza €HRt se afiade el PC después de la
despolimerizacion, tras la hidrolisis completa migtleotido (Figura 23 A y B linea roja); 2)
se aflade PC cuando FtsZ esta polimerizada (Figufay2B linea azul) y 3) no se adiciona
el nucleotido (Figura 23A) linea negra). Para tes experimentos se parte del compuesto en
tampdn hepes y se atempera la muestra®’@ gbrante 5 minutos en el espectrofluorimetro.
Posteriormente se afladen i de FtsZ y después de 15 minutos, 10 mM de Mlg€dra
comenzar la polimerizacion se afiaden después dmidtos de incubacién 0.1 mM de
GMPCPP.

Los experimentos muestran que existe un pequeficerdande la anisotropia del
fluoréforo al afadir la proteina debido a una uniéespecifica del ligando y dicha
anisotropia aumenta significativamente despuégiddimel magnesio y el nucledétido, lo que
indica la union del ligando fluorescente a los ipelios de FtsZ (Figura 23A linea roja). Una
vez hidrolizado todo el nucleétido la anisotropientdnuye, indicando que el ligando vuelve
a su forma libre y no se une a los monémeros dé. Ei3s resultados demuestran que la
variacion de la anisotropia esta ligada a la paliraeién/despolimerizacion de la proteina
(Figura 23 A y B). En el experimento 2 se obserma disminucién de la anisotropia al
afadir el PC (Figura 23A, linea azul) como reswaltattl desplazamiento del ligando
fluorescente del sitio de unién del antibioticoryincremento en el ensamblaje (Figura 23B,
linea azul) debido al efecto estabilizante del coespo (Andreu et al., 2010). El experimento
3 en el que no se afiade el nucledtido (Figura #BAa negra) y no se observa un cambio

significativo de la anisotropia de fluorescenciavesicomo control de que la sonda
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fluorescente se une solo a la proteina ensambRdaultados totalmente comparables

también se han obtenido con SaFtsZ en las misnmakcoones.
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Figura 23. Ensamblaje de FtsZ monitorizado con la anda fluorescente DFMBA-NBD. A)
Variacion de anisotropia frente al tiempo duramtensamblaje de BsFtsZ en presencia de DFMBA-
NBD. BsFtsZ (10 puM), MgGl (10 mM), GMPCPP (0.1mM) y PC (10 pM) son afadidos
sucesivamente a la sonda fluorescente (10 uM) dodican las flechas. En rojo se muestra el
ensamblaje y desensamblaje de la proteina pomslom de nucleétido. El PC es afiadido durante la
polimerizacion de la proteina (en azul) y en negranuestra el ensayo en ausencia de GMPCPP. B)
Ensamblaje monitorizado por dispersion de la luzvpcada por los polimeros de BsFtsZ en las
mismas condiciones que el panel, excepto el expation3 mostrado en linea negra que corresponde
a un control sin la sonda fluorescente A). C) Estuéle interpretacion de los resultados. La sonda
fluorescente se une a la hendidura entre dominiessq abre durante el ensamblaje de los polimeros
y no al monémero de FtsZ que tiene la hendidureadar EI mondémero con la hendidura cerrada
(sefialada en azul) se representa a la izquierdaadel por la estructura de BsFtsZ (PDB: 2vxy), en
la cual no entra el PC. A la derecha del panekpeesenta el filamento del cristal de SaFtsZ con la
hendidura abiera y el PC unido (coloreado en vefld®B: 2vob). Imagen tomada de Artola el al.,
2016.

La union y la disociacion de la sonda fluorescehente el ensamblaje/desensamblaje
de FtsZ nos permiten monitorizar la apertura deeladidura durante la polimerizacion de la
proteina. El andlisis de los cambios de anisotropia indica que la hendidura entre los

dominios N y C-terminal est4 en la conformaciérrada en los monémeros, impidiendo la
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unién del ligando fluorescente; y pasa a la conémign abierta cuando ensambla,
permitiendo la interaccion del ligando (Figura 23E}ptos estudios en solucién apoyan
firmemente el mecanismo estructural del interrug®mensamblaje ya observado en nuestras
simulaciones de DM de los filamentos de FtsZ.

La sonda fluorescente es ademas una herramierdadpéectar ligandos que se unan
especificamente al sitio de PC de FtsZ. La vanad® la anisotropia por el desplazamiento
de la sonda constituye un nuevo ensayo en la bdagde farmacos antibacterianos con
afinidad especifica por este sitio. Un método denpmticion similar ya habia sido
desarrollado con el nucleétido fluorescente manB@adr el grupo del Prof. J.M. Andreu que
permite la evaluacion de la afinidad de compuest@sse unen al sitio de nucleétido de FtsZ
(Schaffner-Barbero et al., 2010, Schaffner-Barlegral., 2012, Keffer et al., 2013).

4.4. Ciclo de ensamblaje/desensamblaje de FtsZ

Los resultados de nuestras simulaciones de DM prag@an nuevos conocimientos
acerca de las bases estructurales del procescsdmblaje/desensamblaje de FtsZ. Durante
este proceso dinamico se asocian dos movimientdssdgra que modulan la dinamica y
estabilidad de los filamentos, uno localizado erntarfaz entre monémeros y otro en la
hendidura entre dominios. EI movimiento en la iisteres dependiente del nucledtido unido;
mientras los filamentos con GTP se curvan enceorahditio de nucledtido, los filamentos
con GDP son mas inestables y las interfaces forsnadite monémeros adyacentes oscilan
entre conformaciones cerradas y abiertas que pusgtela causa del desensamblaje de los
polimeros. El segundo movimiento de bisagra esiéi@$o con el interruptor molecular. En
nuestras simulaciones se observa que la hendidira s dominios N y C-terminal se
mantiene abierta en los mondmeros dentro de |@ndihtos, pero se cierra en los
mondmeros aislados. Experimentos realizados cgorida fluorescente DFMBA-NBD que
se une en esta hendidura demuestra su comportandenhterruptor molecular asociado al

ensamblaje de la proteina.

La dinamica de los filamentos de FtsZ dependieelendcledtido y la dinamica del
interruptor de ensamblaje pueden ser integradasneciclo de ensamblaje/desensamblaje,
como se ilustra esquematicamente en la Figurar2dialmente, el filamento de FtsZ con
GTP se encuentra curvado con las interfaces entreémeros cerradas, creando las
condiciones para que pueda ocurrir la hidrélisisndeleétido. Los monomeros dentro del

filamento tienen la hendidura entre los dominiog G-terminal abierta. Durante la hidrdlisis
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del GTP, el fosfaty se libera junto con el M§ provocando una mayor flexibilidad en los
filamentos que puede promover la despolimerizadiés.interfaces entre los monémeros del
filamento de GDP fluctian entre estados abiertosryados, mientras la hendidura de cada
monomero permanece abierta. La transicion de fitose con interfaces cerradas en
presencia de GTP a filamentos con conformacionistab y cerradas de las interfaces con
GDP puede contribuir a la constriccion de los asikkn las células bacterianas (Erickson et
al., 2010, Erickson, 2009, Allard and Cytrynbaum)0%®). EI filamento de GDP
despolimeriza en mondmeros en los cuales la heradehtre sus dominios rapidamente se
cierra (de forma alternativa algunas interfacegpoesustituir nuevamente el GDP por GTP
dentro del filamento). Posteriormente, el GDP espmamente se intercambia por el GTP
(que esta presente en exceso en el medio), obtiEsénmondémeros con GTP, con la
hendidura entre dominios cerrada. Para la poliraeidn de la proteina, como indican
nuestras simulaciones y los ensayos con la sondeeficente DFMBA-NBD, debe activarse
el interruptor de ensamblaje pasando de una coafiém cerrada en el mondémero a una
conformacion abierta en el filamento. El ensambiigenonémeros con GTP en los nuevos
filamentos de FtsZ, asociado con la apertura deeladidura, esta fuera del alcance de
nuestras simulaciones de DM. Sin embargo, de acwend las propiedades del sistema, una
posibilidad es que los monémeros con GTP cuya derali estd cerrada se asocien
débilmente en forma de dimeros o trimeros con faxtes abiertas. Estos oligobmeros
inactivos pueden isomerizar en oligobmeros activos mterfaces cerradas y hendiduras
abiertas y constituir los nucleos de polimerizaciBliecas et al., 2008), que crecen hasta

formar los filamentos.

Integrar los cambios conformacionales observadosa paxplicar el ensamblaje
cooperativo aun resulta complejo, ya que tantmtieriaz superior e inferior del monémero
deben cambiar simultaneamente a la forma de ahaad (Miraldi et al., 2008). Nuestras
simulaciones identifican claramente el movimiento la hendidura como un cambio
conformacional necesario en la interfaz inferioor Btra parte, dada la flexibilidad de la
parte superior de la hélice H7 y del bucle H6-HSpesulamos que podria favorecer el

cambio conformacional en la interfaz superior.
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filamento GTP "'
hendidura abierta :
interface cerrada ;

dimero-GTP

hendidura abierta
Interface cerrada

dimero-GTP
hendidura cerrada
Interface abierta

Polimerizacion

monémero-GTP ———3» monomero-GDP «... monomero-GDP
hendidura cerrada ?T hendidura cerrada hendidura abierta

GDP GTP + Mg2+

Figura 24. Esquema del ciclo de ensamblaje/desendalaje que integra la dinAmica de los
filamentos dependiente del nucledtido y del interrptor de ensamblaje.

4.5. Auto-organizacion de los polimeros de FtsZ ahzados por SAXS

y crio-EM
4.5.1. Polimeros de BsFtsZ medidos por SAXS

Los monomeros de FtsZ en presencia de GTP y magaesamblan en filamentos que
se pueden asociar formando polimeros mas compmejaependencia de las condiciones de
polimerizacion (ver Introduccion). Con el objetivde determinar las caracteristicas
estructurales de los polimeros de BsFtsZ, se ezalizexperimentos de SAXS (detalles en
Materiales y Métodos) que nos permiten obtenemrinéeion estructural a baja resolucion de
estas macromoléculas en solucion (distancias, sadégiro (Rg), forma, etc.). Nuestros
ensayos se han centrado en tres condiciones disretondiciones de no polimerizacion,
polimerizacion en presencia de GTP y polimeriza@on GMPCPP que es un analogo de

GTP lentamente hidrolizable.

En la Figura 25A se representa el perfil de disperpara BsFtsZ en condiciones de no
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polimerizacion. BsFtsZ se comporta como una prateionomérica no isométrica con radio
de giro Ry = 32.1+ 1.0 A y dimensién méaxima Ry = 120 A. El andlisis de velocidad de
sedimentacion por ultracentrifugacion analiticdizado en las mismas condiciones que el
SAXS confirmé que la muestra estda formada por @des hidrodinamicamente

monodispersas con valor dgyg = 3.2 S correspondiente a monomeros de FtsZ (Rivak,

2000) (Figura 25B).
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Figura 25. Perfiles de SAXS para mondmeros de FtsZn la forma nativa y la forma truncada
en condiciones de no polimerizaciorA) Perfil de SAXS para BsFtsZ (en negro) y BsFsZ-que
carece de la cola desordenada C-terminal (en dgigrminados a una concentracion de 2 g/L de la
proteina en tampén tris50 con 1 mM de GDP a 25L%S. lineas corresponden a los respectivos
ajustes con GNOM (Svergun, 1992) . La figura irss#atmuestra la funcion de distribucién de pares
de BsFtsZ (liena negra) y BsFtazit (linea gris). B) Distribucion de los coeficiesitale
sedimentacion de BsFtsZ (linea negra) y BsA€Z {linea gris) determinados por ultracentrifugacio
analitica en las mismas condiciones empleadas snekperimentos de SAXS. Mediante el
procesamiento con SEDFIT obtenemos BsFtsgy$3.2 S, f/fmin = 1.4, Mr 44.600. BSFtsZ: S,
=3.1S, f/fyn = 1.3, Mr= 37.700. Los experimentos de BsF#8Zt han sido realizados por Albert
Vergofios (medidas de SAXS vy dispersion de luz) y Ponia Huecas y Patricia Castellen

(purificacion de BsFtsZACt y ultracentrifugacion analitica).

En el perfil de dispersion para la proteina ensaditon GTP (Figura 26A) se observa
una intensidad de dispersién a angulo bajo (q % @.©.02 A") caracteristica de grandes
polimeros. El perfil muestra ademas un maximo 0P8 A* que corresponde en el espacio
real a una distancia d = 70 A (d¥8) que podria estar relacionada con la distamteal
(espaciado) entre protofilamentos vecinos. El peldi dispersion es plano para valores
superiores a 0.10 A y no se observa un maximo adpex d= 0.14 A* correspondiente a la

distancia de 44 A entre los monémeros que formditagiento (Andreu et al., 2010, Elsen et
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al., 2012, Lowe and Amos, 1999).
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Figura 26. Perfiles de SAXS de la proteina BsFtszhecondiciones de polimerizaciénA) Perfil de
SAXS para polimeros ensamblados de BsFtsZ (2 @IuN8) en tampon tris50 con 10 mM de MgCl

y 1 mM de GTP (perfil negro) o 0.1 mM de GMPCPPrfjfes en colores) a 25 °C. El perfil rojo es
un promedio de las mediciones realizadas miendrasdteina esta polimerizada (véase panel B). El
perfil verde corresponde a las mediciones tomadeentke la despolimerizacion debido a la hidrdélisis
de GMPCPP vy el perfil azul después de la despaltmaedn de la proteina. Los perfiles con GTP y
GMPCPP son desplazados verticalmente para faclitaromparacién. B) Monitorizacién de la
polimerizacion de BsFtsZ. El grado de polimerizac&s medido por ldispersién a angulo bajo
durante el experimento.
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También se realizaron experimentos con polimerosBdBtsZ ensamblados con
GMPCPP, un analogo de GTP lentamente hidrolizdhtgia 26A). En este caso especifico
se monitorizé el desensamblaje de los polimeroslgpatisminucién de la intensidad de
dispersion a bajo angulo (Figura 26B). Para elleszned la solucion y se recogieron datos
cada 15 segundos como se describe en Materialegtgdbk. Los perfiles de dispersion
promediados para cada estado de polimerizacidéepsesentan en la Figura 26A. El perfil de
dispersién para la proteina ensamblada (en roj@straien este caso un maximo mas notable
a 0.09 A' que con GTP y un maximo adicional a &ngulos mgasbg = 0.05 A que se
corresponde con una distancia de 126 A (Figura 28Mtos rojos). La intensidad de
dispersién a angulo bajo (q = 0.01 a 0.09 As mayor, indicando la formacién de polimeros
mas grandes. El desensamblaje de BsFtsZ va acodmpabala desaparicion progresiva de
los méaximos a 0.05 y 0.09A No se encontré ninglin otro cambio en la dispersjée
indique la formacion de especies intermedias darait desensamblaje en cantidades
suficientes para ser detectadas.

4.5.2. Diferencias en la dispersion de rayos-X ded polimeros de BsFtsZ (1-315)

gue carecen de la cola C-terminal

De forma similar a la proteina nativa BsFtsZ, se$imdiado por SAXS los polimeros
formados por la proteina truncada BsFtsZ (1-315F{&ACt), la cual carece de la cola C-
terminal. Los experimentos con BsFAZt han sido realizados por Albert Vergofios, Sonia
Huecas y Patricia Castellen (lab. Prof. J.M. Anlirétxperimentos de dispersion de luz
muestran que aunque esta construccidn es capamgniglar tarda mas tiempo en
despolimerizar que la proteina nativa (Figura BYFtsZACt presenta menor valor de
concentracion critica (Cr) para el ensamblaje iigletd GTPasa reducida respecto a BsFtsZ.
Las velocidades de hidrdlisis de GTP (2 mM) par&t&8 y BsFtsZACt son 1.12+ 0.09
mint y 0.62+ 0.08 min® respectivamente y con GMPCPP (0.1 mM) 0£10.01 min® y
0.032+ 0.003 mift. La construccién BsFtsECt contiene una extension de 6 residuos
(GSHMAS) en el N-terminal afiadida en el procesopddficacion. Para comprobar que
estos residuos no afectan a la polimerizacion aezaeon experimentos de dispersion de luz
y de microscopia electronica de la proteina nativa la misma extension (GSHMAS-
BsFtsZ) y se encontr6 que tanto la proteina natiVa construccion ensamblan de forma

similar y tienen la misma Cr.
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Figura 27. Experimentos de dispersion de luz paraal proteina BsFtsZ (linea roja) y la
forma truncada BsFtsZ-ACt (linea negra) con GMPCPP Los experimentos son realizados
en las mismas condiciones empleadas en los expadmde SAXS.

El perfil de SAXS para BsFtsZCt en condiciones de no polimerizacion se reprasent
en la Figura 25A. El radio de girogR= 24.9+ 1.3 A y la dimension maxima, = 85 A
para el monémero de BsFt&&Ct se reducen considerablemente respecto al mondémer
nativo (Rs = 32.1+ 1.0 A y Dnax = 120 A respectivamente) debido a la ausencia dela C-
terminal. Por otra parte, el ensamblaje de BsBEGE-(Figura 28) muestra notables
diferencias respecto a BsFtsZ en las mismas camdisi (Figura 26). En presencia de
GMPCPP se observa un maximo a 0.143cArrespondiente al espaciamiento de 44 A entre
subunidades de FtsZ dentro de los protofilamentosvé¢ and Amos, 1999, Elsen et al.,
2012, Andreu et al., 2010). A diferencia de lodifeer de dispersion de BsFtsZ, no aparecen
los maximosa 0.05 y 0.09 A& atribuidos a distancias de 70 y 126 A entre priztofentos
adyacentes. Estas caracteristicas indican un motiblemente diferente de interaccion
lateral de los filamentos de BsFtsZ en ausenci@a d@ela C-terminal, lo cual sera analizado
mas adelante a través de perfiles de dispersi@olffaeros modelos (seccién 4.5.4).
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Figura 28. Perfiles de SAXS de la proteina truncaddsFtsZ-ACt. A) Se representan los
perfiles de SAXS para polimeros ensamblados dedteipa truncada BsFts¥Xct (2 g/L, 50
HM) en tampon tris50 con 10 mM de Mg@I1 mM de GTP o0 0.1 mM de GMPCPP a 25 °C. Los
perfiles con GTP y GMPCPP son desplazados vertaakepara facilitar la comparacion.

4.5.3. Deteccidn por SAXS del efecto estabilizandanhibitorio de moléculas
pequeias en el ensamblaje de BsFtsZ

Hemos estudiado por SAXS el efecto de dos moléctilasl antibiotico PC que es un
agente estabilizante que induce la polimerizaciénFtsZ (Andreu et al., 2010) y 2) el
compuesto UCM53 que es un inhibidor de ensamblagesg une en el sitio de nucledtido
(véase seccion 4.6.1.3.1). Para estudiar el efdet@stas dos moléculas pequefias en la
polimerizacion de BsFtsZ se realizaron experimed®$AXS afiadiendo los ligandos a las
soluciones de la proteina con GTP y GMPCPP. LoSlggeren presencia de los ligandos

fueron superpuestos a los perfiles de las solusibbees de compuesto (Figura 29).

El PC aumenta y desplaza ligeramente a 0.05 y A 1bs maximos presentes en el
perfil de BsFtsZ-GMPCPP. En el perfil de los poliosede BsFtsZ-GTP con el antibidtico
también se observa un aumento del méaximo a 0:69A8emas en presencia del ligando

aumenta la intensidad de dispersion a bajo an@istas observaciones son compatibles con
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la formacién de manojos inducidos por el PC engneis de ambos nucleétidos (Andreu et
al., 2010). Como era de esperar PC inhibe la despotacion en ambos casos al bloquear el
interruptor de ensamblaje. Cuando se afiade eliaintiba la solucion de BsFtsZ-GMPCPP
en ausencia de M§(Figura 29), aumenta la intensidad de dispersiéngailo bajo, lo cual es
compatible con la formacion de protofilamentos vidliales inducidos por PC (Andreu et
al., 2010).

Por otra parte, con la adicion de UCM53 a los petom de BsFtsZ-GTP (Figura 29)
desaparece el maximo a 0.09 % decrece la intensidad de dispersién en la zenangulo
bajo, indicando una reduccién en el grado de polzaeion. Estos resultados estan en
correspondencia con el efecto inhibitorio de ldarpetizacion del UCM53 (Ruiz-Avila et al.,
2013).

GMPCPP + PC190723

~— 0 B 7]
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° | |
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3t 4
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Figura 29. Efecto modulador de moléculas pequefia®lere polimeros de BsFtsZLlos
perfiles de dispersion de BsFtsZ ensamblada con GT3MPCPP, cuando se le afiade el
agente estabilizador PC190723 (60 pM) o el inhibldGM53 (60 uM) son representados en
negro. En linea gris se representa los perfilemueencia del ligando modulador.
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4.5.4. Modelos de filamentos de FtsZ para estudida dispersion de rayos-X

Para obtener una mayor comprension de la morfoldgidos polimeros de FtsZ en
solucion se modelaron distintas formas polimérigeera tratar de reproducir las
caracteristicas de los perfiles experimentalesASS En concreto, intentamos modelar los
maximos a 0.05 y 0.09 Ay la zona plana de los perfiles de BsFtsZ (Fig26a), y el
méximo a 0.14 A observadpara la proteina truncada (Figura 28). La consibucde los
modelos se realizd con el programa FilaSitus (Wnigg2012) y los perfiles tedricos de
dispersién se obtuvieron con el programa Crysole@wn et al., 1995) (detalles en
Materiales y Métodos) utilizando la estructuratatina de SaFtsZ (PDB: 3vo8). Aunque los
experimentos se realizaron con BsFtsZ, en nuestoakelos usamos la estructura de SaFtsZ
con la hendidura entre dominios abierta porque asirica estructura resuelta que
corresponde a filamentos funcionales. Ademas amtmdsinas son homaologas y como se ha
visto en nuestras simulaciones de DM, los monoémeposnsamblados de estas especies son
muy similares (véase seccion 4.2). El segmento rdesado C-terminal (contiene 75
aminoacidos en SaFtsZ) y los primeros 11 residebslderminal no fueron incluidos en los
modelos porque no estan presente en la estructl@istal. En la modelizacion estudiamos
el efecto de diferentes parametros en las carstitad de los perfiles de dispersion de los

filamentos: angulo, longitud y niumero de filamentos
Modelos de filamentos con angulo variable

En un primer paso se construyeron filamentos idd&ies compuestos por 140
mondmeros con angulo de curvatura entre subunidamesecutivas de 0 (recto, 616 nm de
longitud), 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 y 2.5 anillo cerrado de 196 nm de diametro) (Figura 30
modelos a-f). La direccibn de curvatura empleada es similala aqgue adoptaron los
filamentos de SaFtsZ-GTP en nuestras simulacioeeBM y el angulo de curvatura esta
dentro del rango observado (véase seccion 4.1l hoHelo rectca muestra un pico a q =
0.143 A, que corresponde a los 44 de espaciamiento entre las subunidades del
protofilamento. Como se puede ver en las Figurasy ZB, este pico apenas puede ser
apreciado en los perfiles experimentales de SAX8emo para BsFtsACt donde aparece
mas suave (Figura 28). El pico desaparece en Iddepede dispersion de los modelos de
filamentos curvos (modelds-€), donde aparecen ondulaciones a angulos altos@uen
sido detectadas en los experimentos. Las ondulkgiestan desfasadas entre perfiles de

filamentos con diferentes curvaturas por lo quedi® a suavizarse cuando se combinan,
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Figura 30. Perfiles de dispersion para modelos déldmentos individuales de FtsZ con
curvatura variable. Los modelos son construidos mediante la asociadé&nmondémeros
individuales de SaFtsZ (representados en formaima. cVéase Materiales y Métodos). El
modeloa corresponde a un protofilamento recto formadolg@ mondémeros y con un angulo de
0° entre monomeros, el moddbocon angulo de 0.5°, modetocon 1°, modelal con 1.5° y
modeloe con 2°. El perfil gris oscuro corresponde a unal@oacion lineal de los modelds
(30%), ¢ (40%) yd (30%). Los modelo$, g y h corresponden a anillos de 140, 120 y 100
mondmeros respectivamente. El perfil gris claroresponde a la combinacion lineal de los
perfiles de dispersion de los modelos f (30%),a9¢%y h (30%)

simulando de esta forma la flexibilidad de losrfientos (Figura 30, linea gris oscura).
Cuando los filamentos curvos sobrepasan el semigirc se aproximan a anillos cerrados
(modelose, f, g y h), una serie de pequefias ondas periodicas unifoemtenespaciadas cada
0.003 A' aparecen a lo largo de los perfiles de dispersi®érios modelos. Estas ondas
corresponden a los maximos de una funcion de Bé8seérivados de anillos con diametro
medio de aproximadamente 2000 A; donde la separad®las ondas es inversamente
proporcional al diametro del anillo (Diaz et alQ9%). Para tratar de suavizar las ondas

observadas se construyeron varios anillos de diomees cercanas (100, 120 y 140
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monomeros) (Figura 30 modelb$) y se combinaron los correspondientes perfileades

de dispersion (Figura 30, linea gris clara). Sirb@&mo, la combinacion de anillos apenas
suaviza las ondas de los modelos que no aparedes €atos experimentales (Figuras 26 y
28).

Modelos de filamentos de longitud variable

También se examind el efecto de la longitud ddilasientos incrementando el nUmero
de mondmeros con dos angulos de curvaturas diésrefiigura 31). Se construyeron
filamentos de 20, 40, 60, 80, 100, 120 y 140 momémeon angulo de 1°0Oentre
subunidades (Figura 31 modelas) y filamentos de 20, 40, 60, 80 y 100 mondémeras co
angulo de 3.5(Figura 31 modelok-1). Como se puede ver, el pico a 0.14 & mas notable
en aquellos modelos que cubren arcos de hasty 8@saparece en modelos mas grandes
donde se visualizan las ondulaciones. Sin embagias ondulaciones también se suavizan
mediante la combinacién de filamentos de dimensi@eecanas (100, 120 y 140 mondmeros
con un angulo de curvatura deentre mondmeros consecutivos, o flamentos dé@g, 80
monomeros con angulo de curvatura de®;3bigura 31, linea gris). Por lo tanto,
combinaciones de modelos de filamentos individualeslongitud y curvatura variable
(Figuras 30 y 31) son cualitativamente compatibt@sla zona plana observada a angulo alto
en los experimentos de SAXS de polimeros de BsHKtsZ.modelos de anillos de tamafios

cercanos parecen menos compatibles con esta zona.

Las soluciones de polimeros de FtsZ siempre caniena concentracion de proteina no
ensamblada debido a la concentracion critica @mierida para el ensamblaje que depende
de la especie de FtsZ y de las condiciones dell@ién (Andreu et al., 2010, Huecas et al.,
2008). Para tenerlo en cuenta calculamos la comidimdineal de las curvas de dispersion de
los filamentos modelos con una pequefia propor@én, Cr experimental = 0.088 g/L) de
monomeros de FtsZ no ensamblada. Este procedingaatdza los maximos a angulos altos;
tanto el pico a 0.14 A de los filamentos rectos como las ondulacionesodemodelos
curvados. Sin embargo, en el caso de la mezclaoslemlodelos de anillos las ondas
continuaron presente y son claramente mayoresidb rexperimental, indicando que los

modelos de anillos no son capaces de reproduguddges experimentales.

Estos analisis nos permiten concluir que modelddataentos individuales de curvatura
y longitud variable reproducen la zona plana a knglio de los datos experimentales para

los polimeros de BsFtsZ. Modelos de filamentososgbresentan un pico a 0.14 due no
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aparecen en los perfiles de BsFtsZ, pero si er BlstFtsZACt.

G5
o) -
o
— —
L W
a3
0 1 L L L L 1 L L L L
0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25

q A

Figura 31. Perfiles de dispersion para modelos dégmentos curvos de FtsZ con longitud
variable. Los modelos curvos fueron construidos con angdéod° y 3.5° entre monomeros
consecutivos. Los model@s b, ¢, d, e, f y g (angulo de 1°gstan formados respectivamente
por 20, 40, 60, 80, 100, 120 y 140 mondémeros. Lodatosh, i, j, k y | (Angulo de 3.5°) estan
formados respectivamente por 20, 40, 60, 80 y 166@ameros. Cada perfil de dispersion
calculado es representado en el mismo color quecslelo. Los perfiles para modelos de 1°
se representan en la parte superior y para model8s5° en la parte inferior de la figura. La
linea gris superior es la combinacion de los pexfide dispersion de los mode®§30%), f
(40%) yg (30%). La linea gris inferior es la combinacionloe perfiles de dispersion de los
modelos (30%),j (40%) yk (30%).

Modelos de varios filamentos rectos

Los modelos individuales analizados hasta ahoreepmducen los maximos a 0.05 y
0.09 A' observados en los perfiles de BsFtsZ (Figura 26Aya aproximarnos a los datos
experimentales es necesario considerar filamentdsphes. Centrandonos inicialmente en

modelos de filamentos rectos se construyeron: 3 £, 4 filamentos de 140 monomeros
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separados una distancia de 48 A entre los cerfiigar& 32, modelog-g)y ii) 2, 3y 4
filamentos de 140 monémeros separados 70 A engecdmtros de forma que no hay
contactos entre ellos (Figura 32, moddbes). En todos los modelos de varios filamentos,
estos estan desplazados axialmente una distancimedé® mondomero entre ellos, con
excepcion del modeld. El méaximo a 0.09 A se reproduce mediante dos filamentos
paralelos separados una distancia de 70 A entreesiios de masas (Figura 32, modéles

i), y se hace mas notable en modelos de tres yoclilamentos (Figura 32, modelpy k).
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Figura 32. Perfiles de dispersién para modelos dedtiples filamentos rectos de FtsZ.

El modeloa es un monémero de SaFtsZ. Los modélosy d son protofilamentos rectos
de 100, 120 y 140 mondmeros respectivamente. Eélneds formado por dos filamentos
rectos separados una distancia de 48 A entre lnsosede masa. En este modelo los
filamentos establecen contacto entre ellos. Losehosd y g corresponden a modelos de
tres y cuatro filamentos respectivamente separd8ds. En el modeld dos filamentos a
una distancia entre centros de masa de 70 A saesmpados. En este modelo los
filamentos no establecen contactos entre ellomdeeloi es similar al modelb pero uno
de los filamentos esta desplazado en una distateianedio mondémero ~22 A. Los
modelog y k son de tres y cuatro filamentos respectivamentarados 70 A.
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Resulta curioso que en estos modelos los filamerdase tocan entre ellos y en los modelos
donde los filamentos se tocan (distancia 48 A) parece este méaximo (Figura 32, modelos
e-g. Un pico agudo se observa a 0.14 debido a la repetici6n de monémeros en los
modelos recto$, ¢, d, h, que es modulado en los modelos mdultiples poespkzamiento
de uno de los filamentos en una distancia de mmadioomero (22 A) (compare modelds
yi). Es de destacar que la forma de este maximo4af0'ien los modelos mdltiples es muy
parecida a la de los datos experimentales pareotaipa truncada BsFtsXCt (Figura 28).
De forma general los perfiles de modelos de filawemectos separados 48 A tienen una
forma similar a los perfiles de SAXS generadoslp@roteina truncada. Sin embargo, estos
modelos rectos apenas reproducen el maximo a 0'@®espondiente a la distancia de 126
A observado para BsFtsZ, que como veremos a ceaiiin se puede aproximar mejor con

modelos de filamentos curvos.
Modelos de varios filamentos curvos

Para tratar de reproducir el maximo a 0.0% dbservado para BsFtsZ se analizaron
diferentes modelos de filamentos curvos. Estos toedm®nsisten en triples filamentos de 65,
60 y 55 monomeros radialmente espaciados 70 Aaogulos de curvatura de 3.238.437
y 3.800 (Figura 33 representado por los filamentos ene)etdn el perfil calculado para el
modelo de tres filamentos curvos separados erapbphdial (Figura 33, moded) se puede
apreciar tanto un méaximo a 0.09' 8omo a 0.05 &. Este modelo ademés nos da un minimo
notable a 0.15 Ay un pico a 0.18 A que no aparecen en nuestros datos experimentales.
Estas dos caracteristicas pueden ser eliminadatadasdo uno de los filamentos (modelos
b y ¢) o dos (modelal) de los tres filamentos en la direccion perpendical plano de
curvatura. Para ellos basta con desplazar losditdns 36 A y reajustar a 70 A la distancia
entre filamentos vecinos. El modetb o una combinacién de modelos refleja mejor los
maximos a 0.05 Ay 0.09 A’y reproduce la forma plana de los perfiles expentaies de
BsFtsZ en la region de angulo alto. Es de espemmagociaciones de mas de tres filamentos
curvos espaciados 70 A entre ellos también puedproducir las caracteristicas de los
perfiles de dispersién de SAXS. Sin embargo, losletas equivalentes de tres filamentos
circularmente cerrados (Figura 33, modeteg o0 una combinacion de ellos tienen ondas

periodicas tipicas moduladas por la interferencteeeanillos.
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Figura 33. Perfiles de dispersion para modelos de dttiples filamentos curvos de FtsZ.El
modeloa muestra una vista ortogonal de tres arcos coricésthechos de 65-60-55 monomeros
cada uno, espaciados radialmente 70 A y con unatwa de 3.138°, 3.444° y 3.800°. En los
modelosb y ¢ uno de los filamentos (b central, ¢ lateral) esptizado 36 A en la direccion
perpendicular al plano definido por los otros dosl@s. En el modelo d el filamento central es
desplazado 36 A y el lateral 72 A del plano. Lodiles de dispersion calculados se representan
con los mismos colores que los modelos. En la zlmnabajo se representan los perfiles para
modelos de triples anillos desplazados de iguahdogue los triples filamentos curvos. En gris se
representa la combinacion lineal de los model®&0Bof, ¢ (40%) y d (30%) arriba y abajo la curva
resultante de la combinacion lineal equivalenta p@s modelos de anillos.

De igual forma que para los filamentos individualesmbinamos los perfiles de los
filamentos curvos con un 5% del de los monémerssmEamblados (BsFtsZ Cr=0.076 g/L)
y encontramos que esta combinacidbn se suaviza degiemdo mejor los perfiles
experimentales de BsFtsZ-GMPCPP. Estos modelotistean en la Figura 34A con tres
filamentos curvos desplazados del plano radiala Rarcaso de los polimeros de BsFtsZ-
GTP, dos de los tres filamentos curvos son sufieepara reproducir las caracteristicas
experimentales de los perfiles de dispersion. Bridara 34A ademas se representa el perfil
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para tres anillos combinado con el 5% del de losdmeros desensamblados y se observan

las ondas tipicas.
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Figura 34. Perfiles de SAXS de los modelos de poknos de FtsZ que mejor reproducen los
perfiles experimentales.A) Se representa el modelo de tres filamentososuseparados 70 A y
desplazados del plano radial que corresponde aélmddde la Figura 33. En azul se representa el
perfil de dispersion calculado para el modelo ynegro la combinacion lineal de este perfil con un
5% del perfil de dispersion del monémero de BsF&EZperfil de dispersion del monémero es
representado en linea discontinua gris regularizeslo GNOM. A modo de comparacion se
representa en rojo el pefil de dispersion de Bs&MPCPP. En verde se representa el perfil para el
modelo de tres anillos. B) Se hace la misma reptasin que en A) para la proteina truncada. En
este caso el modelo elegido es formado por tr@sdihtos rectos espaciados 48 A.
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En resumen, los modelos de filamentos curvos simoiajor los datos experimentales
para BsFtsZ que los modelos de filamentos rectos ynodelos de anillos. Sin embargo, la
zona de bajo angulo de dispersion (q = 0.01 a A:B2en los perfiles obtenidos mediante
nuestros modelos no es tan pronunciada como lasdddtos experimentales para BsFtsZ-
GMPCPP lo que indica la formacion de polimerosdrdast mas grandes. A partir de estos
resultados se propone que en solucion BsFtsZ fagi@nerados o manojos de filamentos
curvos de forma similar a los modelos descritoss lpmlimeros de BsFtsZ-GMPCPP
observados mediante SAXS pueden ser explicadompoojos de 3 0 mas protofilamentos
curvados de longitud variable, espaciados lateralen@0 A, mas sus agregados (Figura
34A). La formacion de manojos de filamentos regaece ser menos probable y los grupos
de anillos son incompatibles con los datos experiales de BsFtsZ. Por el contrario la
dispersion de los polimeros truncados BsFA§Zpuede ser explicado mediante asociaciones
de 2 o mas filamentos rectos con interaccionesalate entre ellos, como se ejemplifica
mediante el modelo de tres filamentos rectos eRkidgara 34B. Todas estas evidencias
apuntan a que el espaciadol@® A entre filamentos curvos de BsFtsZ es propoado por
la cola C-terminal. Mientras que los filamentosBi#-tsZACt se unen generando manojos
rectos, la asociacion lateral flexible a través @edlerminal explica la curvatura de los
filamentos de BsFtsZ.

Como se abordo en la Introduccion, el extremo chrgbe la cola C-terminal de FtsZ es
esencial en las interacciones laterales entre ditaos de BsFtZ, y en la interaccion con
proteinas reguladoras y de anclaje a la membranskéBand Levin, 2012). Estos residuos
cargados estan conectados al nucleo de FtsZ peegmento desestructurado de longitud
variable que es necesario para la formacion débasiioquinético (Buske and Levin, 2013,
Gardner et al., 2013) y que ademas juega un rit@rén la union de los filamentos a las
proteinas de unibn a membrana ZipA y FtsA (Buskeakt 2015). El segmento
desestructurado también estd implicado en la reguade la pared celular durante la
division celular (Sundararajan et al., 2015). Leergion C-terminal puede abarcar distancias
comparables al tamafio del nucleo estructuradosie En Gardner et al., 2013 reportan una
distancia de 52 A para la cola C-terminal usand& FREste valor sumado al espesor de los
filamentos (48 A) da un espaciado entre los cendmdos filamentos de 10 A. Se puede
esperar que esta distancia se reduzca por lasdoienes electrostaticas del extremo C-

terminal con el filamento vecino (Buske and Lev@12).
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4.5.5. Crio-EM de polimeros de BsFtsZ y BsFtsACt

La Dra. Sonia Huecas (lab. Prof. J.M. Andreu) adapor crio-EM, en hielo vitreo sin
ningun soporte o tincion, polimeros de BsFtsZ ytB&RACt ensamblados en las mismas
condiciones (2 g/L FtsZ) que los estudios de SAK& imagenes obtenidas muestran que
BsFtsZ forma protofilamentos curvos que se uneespirales (Figura 35A) o toroides, que a
su vez forman grandes agregados (Figura 35B). Eféms y toroides de BsFtsZ similares ya
habian sido observados por tincion negativa (Andtal., 2010), pero los resultados en crio-
EM confirman que los toroides se forman en solugitmo son consecuencia de la superficie
de carbono. El hecho de que no se hayan encontradims periddicas en los perfiles de
SAXS sugiere que los toroides son relativamenterdesados, formados por la asociacion
de protofilamentos. A diferencia de la proteinavaata proteina truncada BsFt&ZGt forma
manojos de filamentos rectos y protofilamentos asirque con frecuencia salen de los

extremos de los manojos rectos (Figura 35C).

Las distancias entre pares de protofilamentos skeron en las zonas aparentemente
planas de los toroides (Figura 35D) y en los manaje BsFtsZACt (Figura 35E),
obteniéndose dos distribuciones claramente difese(ffigura 35F). La distancia entre los
filamentos en los toroides de BsFtsZ es de 65 +, Gmfentras que la distancia de los
filamentos de la proteina truncada es de 43 + Estos valores obtenidos en crio-EM son

similares a los estimados mediante SAXS de 70 8 % 4espectivamente.

En resumen, los resultados de crio-EM apoyan lafisiss de los modelos de SAXS de
los distintos tipos de polimeros formados por B&RtsBsFtsZACt (Figuras 26 y 28) y
permiten la observacion de toroides y manojos damewisiones bastante mayores que el
espaciado maximo detectable con nuestros ajusteSAK¥S (B0 nm). Ademas estos
resultados corroboran de nuevo nuestra propuestandeasociacion lateral a través del
segmento C-terminal para protofilamentos de BsBts@ontactos laterales directos entre
filamentos vecinos de la proteina truncada. Estdelexplicar la formacion de manojos de
filamentos curvos de la proteina nativa, mientmssfilamentos de la proteina truncada se

mantienen rectos debido a los contactos laterales.

La propiedad de los filamentos de FtsZ de asociarsavés de la cola C-terminal en
manojos sueltos tiene importantes implicacionefbicas. La division celular bacteriana se
inicia mediante el ensamblaje de FtsZ en el septeno la disposicion dindmica de los

filamentos en el anillo Z y los mecanismos de aEbdn ahora es que estan comenzando a
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Figura 35. Crio-EM de polimeros de BsFtsZ y BsFtsACt. Imagenes de polimeros
ensamblados de A) y B) BsFtsZ y C) BsFsZt en las mismas condiciones de los ensayos de
SAXS; 2 g/l de la proteina en 50 mM de tamp6n H@&; 10 mM MgC} y 0.1 mM de
GMPCPP. En D y E) se muestran dos imagenes repaéisan para BsFtsZ y BsFtad=t
extraidas de B) y C) respectivamente. F) Medidas ladedistancia entre filamentos
determinadas a partir de D) y E), las lineas stimdilamentos indican la forma empleada
para medir la distancia usando el programa ImageJ.

entenderse (Erickson et al., 2010, Meier and Gd6¢4, Hajduk et al., 2016, Haeusser and
Margolin, 2016). Estudios de microscopia de fluceesia de super-resolucion han descrito
un anillo Z discontinuo formado por agrupaciondatieamente cortas de protofilamentos de
FtsZ (Strauss et al., 2012, Buss et al., 2013, ¢fokt al., 2014, Rowlett and Margolin, 2014,
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Coltharp et al., 2016). Nosotros proponemos quauta-organizacion de los filamentos de
FtsZ en manojos sueltos es la razon de la formad@magrupaciones desordenadas en el
anillo Z. Analisis de las imagenes de super-resdtumdican que los polimeros de FtsZ se
localizan130 A por debajo de la cara interna de la membyaestan estabilizados por la
red de proteinas del divisoma extendidas en el @soma dekE. coli (Buss et al., 2015). A
diferencia de los estudios que proponen un anigothtinuo, resultados de crio-EM han
indicado una capa continua de filamentos de FtaAaadistancia de 150 + 20 A por debajo
de la membrana dh. coliy esta distancia puede variar por diferentes foamsciones de la
extension C-terminal. Curiosamente los filamentesFtsZ aparecen separados 78 A entre
ellos (centro a centro) en células @ecrescentuy 68 A en células d&. coli que sobre-
expresan FtsZ (Szwedziak et al., 2014). Nosotrpeasamos que la distancia 80 A
encontrada entre los filamentos de las célulagliegtas por crio-EM es debido a la cola C-
terminal, al igual que la observada en los mansjadtos formados por FtsZ en solucion.
Aceptando que la condensacion de los filamento&tdg, la rotacion y el deslizamiento
pueden participar en la constriccion del anillosagerimos que multiples interacciones
electrostaticas transitorias de las colas flexil@egrminal tienen la funciéon de agrupar los
protofilamentos de FtsZ en manojos sueltos. Esolveria el problema del deslizamiento,
permitiendo al protofilamento vecino deslizarsepeeso al otro sin llegar a ser liberado

durante la constriccion de anillo Z.
4.6. Busqueda de nuevos inhibidores especificoskisZ

De forma paralela a las simulaciones de DM deilaméntos de FtsZ nos propusimos el
descubrimiento de nuevos inhibidores de la divisélnlar bacteriana, utilizado la técnica de
cribado virtual en dos sitios diferentes de Ft9Zelisitio de unidon de nucledtido vy ii) la

hendidura entre los dominios N y C-terminal (Figbidatroduccion).

Como se ha abordado en la Introduccion, FtsZ espuntaina que une nucleotidos de
guanina en su dominio N-terminal (Mukherjee et 93, RayChaudhuri and Park, 1992) y
presenta un ensamblaje dindmico asociado a la lisidrdde GTP (Mukherjee and
Lutkenhaus, 1999). Este sitio de unidén de nucleatsta conservado en las distintas especies
de bacterias y constituye una diana clara parasgqueda de moléculas capaces de desplazar
al GTP e inhibir la division celular bacteriana. hamologia estructural de FtsZ con la
tubulina eucariota sugiere el inconveniente delgaeompuestos también puedan afectar a

los microtubulos. Sin embargo, analogos de GTPstwmtituciones en el C8 demostraron la
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posibilidad de inhibir de forma especifica la paimacion de FtsZ sin afectar el ensamblaje
de la tubulina eucariota (Lappchen et al.,, 2008)daado este sitio de union. Nuestras
simulaciones de DM refuerzan la importancia de siite de union ya que la dinamica del

filamento funcional depende del nucledtido unido.

El segundo sitio de inhibicion de FtsZ es el intptor molecular localizado entre los
dominios N y C-terminal caracterizado dinamicamestenuestras simulaciones de DM. El
PC se une a esta hendidura (Matsui et al., 201senEét al.,, 2012, Tan et al., 2012)
bloqueandola y estabilizando los polimeros (Andreal., 2010). Ensayos de anisotropia de
fluorescencia con el derivado fluorescente del BEMBA-NBD), muestran que este
ligando no se une al mondmero de FtsZ y si a Idémgoos, lo que demuestra que el
interruptor molecular se activa durante el ensaj@ble PC es activo frente a dosis letales de
cepas de&. aureugesistentes a meticilina en modelos de animadegué permitié validar a

FtsZ como una diana antibacteriana (Haydon e2@08).
4.6.1. Sitio de union de nucleétido

Para la busqueda de nuevos inhibidores de la divislular bacteriana con afinidad por
el sitio de nucledtido de FtsZ, primero estudiamad$exibilidad intrinseca del sitio. Con este
fin se realizaron simulaciones de DM con la estn#cte la proteina BsFtsZ en la forma apo
(PDB: 2vxy). En segundo lugar se realiz6 una valitta del protocolo de docking que es
usado en los programas de cribado virtual y queapimos en el estudio de los posibles
modos de unién de los compuestos seleccionadoa.eflaraplicamos el procedimiento de
“docking” con el GDP en el sitio de nucledtido @eéstructura apo. También se estudiaron
las principales interacciones del complejo BsFt€2PQbtenido con mayor puntuaciéon con
simulaciones de DM. Como el complejo BsFtsZ-GDP ha sido determinado por
cristalografia de rayos-X (PDB: 2rhl), este proo@dnto nos proporciona un estado de
referencia y nos permite validar la metodologia geea aplicada en la blsqueda y
modelizacion de nuevos compuestos. Por ultimo akzéeel cribado virtual de librerias de
ligandos sintéticos y comerciales y se estudiéspoulaciones de DM el modo de union de

aquellos compuestos que resultaron activos expetaimente.
4.6.1.1. Flexibilidad del sitio de union

El estudio de la flexibilidad intrinseca del sitle unién de nucledétido se realizé con la

estructura del cristal de BsFtsZ en la forma apoB(P2vxy) que es la que tiene mayor
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resolucion hasta la fecha (1.7 A). Se realizé nauacion de DM de BsFtsZ durante 100 ns
con el paquete de programas GROMACS (Hess et@8& Van Der Spoel et al., 2005a)
siguiendo el protocolo detallado en Materiales yddés. El calculo del RMSD durante la

simulacion (Figura 36A) muestra que la proteinatfla alcanzando su conformacion de
equilibrio aproximadamente después de 60 ns. La®masa fluctuaciones corresponden a los
bucles T3, T4 y T5, el extremo de la hélice H7betle H6/H7 y la region del C-terminal

(Figura 36B). Precisamente los bucles T3, T4 y T yhélice H7 son elementos que

componen el sitio de unién a nucleotido, lo quécadjue es un sitio muy dinamico.

RMSF (A)
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1
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Figura 36. Dindmica de la proteina BsFtsZ en la fona apo (PDB: 2vxy).A) RMSD de
la proteina respecto a la estructura inicial, drdos 100 ns de simulacion de DM. B)
Fluctuacion cuadréatica media por residuo (RMSFgmibia usando el programa Theseus.

4.6.1.2. Union con GDP. Validacion del protocolo d&locking”

Para la validacion del protocolo usado en el “dogkly cribado virtual de los diferentes
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compuestos, inicialmente se realizé el “docking’@BP en el sitio de nucleétido de BsFtsZ
en la forma apo (PDB: 2vxy), con el programa ICMo{pcolo 4D) (Totrov and Abagyan,
1997) (detalles en Materiales y Métodos). Es ingrag mencionar que la conformacion de
GDP con mayor puntuacién que se obtuvo a travésldeking” es practicamente idéntica a
la conformacion del GDP en la estructura cristatieda misma especie (PDB: 2rhl).

Para estudiar las interacciones dinamicas del atidte con la proteina realizamos la
simulacién de DM del complejo BsFtsZ-GDP. Los remios de la simulacion de DM estan
en correspondencia con la estructura del complegptd&Z-GDP (2rhl) y con estudios
computacionales previos (Schaffner-Barbero et aD10). Se observa una relativa
flexibilidad del sitio de union y una fluctuaciomomedio de 1 A del GDP dentro del sitio
(Figura 37). Las interacciones del GDP estabilizanos elementos del sitio de union
respecto a la proteina apo (comparar Figura 36B/B),3pero los bucles T3 y H6/H7
mantienen su alta flexibilidad.

A pesar de la flexibilidad observada, la mayorialaie interacciones cristalogréaficas
observadas en la estructura del GDP con FtsZ dables a lo largo de los 100 ns de la
simulacién de DM (Tabla 2). El anillo de guanina@IeP se posiciona entre las hélices H7 y
H1 formando puentes de hidrogenos estables cors@il87, mientras la ribosa establece
interacciones con el bucle T5. Tanto la ribosa cdemguanina comparten una fuerte
interaccion electrostatica con el anillo aromatileola Phe-183. Los fosfatos por su parte,
interactian con los bucles T1 y T4 de la protefis en glicinas. A diferencia de la
estructura del cristal, en la simulacion el GDRilglsice puentes de hidrégenos estables con
la Arg-143 (bucle T5) y el nitrégeno (N2) de la gima interacciona con Thr-133 en lugar de
la interaccion del oxigeno (O6) con Asn-25. Esiérehcias podrian deberse a la relajacion

de la estructura en nuestras simulaciones respectistal (Tabla 2).

También se han realizado simulaciones de DM con @mido en lugar de GDP
(resultados no mostrados). Recordar que hastalea fieo se ha determinado por difraccion
de rayos-X ninguna estructura de BsFtsZ con GTR;osi GTP-ganma-S. En nuestras
simulaciones el GTP se coloca practicamente idéndt GDP. La mayoria de las
interacciones de los fosfatos con las glicinasodéblicles T1 y T4 se mantienen, l6gicamente
aparecen nuevas interacciones del fosfaton el bucle T3. Por simplicidad y como no hay
ninguna estructura cristalografica con GTP, en ¢tasnparaciones que se realizan

posteriormente con nuevos ligandos utilizaremasteuctura y la simulacion con GDP.

106



RESULTADOS Y DISCUSION
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Figura 37. Dindmica de BsFtsZ con GDP unidoA) RMSD de la proteina (negro) y GDP
(rojo) respecto a la estructura inicial durante166 ns de simulacion de DM. B) RMSF de la
proteina obtenido usando el programa Theseus.

GUANINA

RIBOSA

FOSFATOS

2VXY
Asn-25
Thr-133
Asp-187

Glu-139

Arg-143

Gly-22

Gly-21

Gly-108
Thr-109
Gly-110

GDP
2rhl

06

N1
N2

o3

O1A-02A
O3B

01B

0O1B
02B

?A%P Tabla 2. Comparacién de los Puentes de
Hidrogenos del complejo BsFtsZ-GDP.

; Se comparan los puentes de hidrogenos
REYE observados durante la simulacion de DM de
“; ggi; BsFtsZ-GDP con los puentes de hidrogenos

- formados en la estructura del cristal del
83, ggég complejo (PDB: 2rhl). En ambos casos la
03 (75) guanin:a' forma puentes de hidrégen.os con
03A (71) !_a heIJce H7 (Asp-187). La ribosa
O1B (98) interactla con el bucle T5 y forma puentes
02B (20) de hidrogenos estables con Glu-139 y Arg-
O1A (78) 143, mientras los fosfatos se insertan entre
O1A (11) los bucles T1 y T4 estableciendo puentes de

hidrogenos con las glicinas.
02B (96.35)
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4.6.1.3. Ligandos sintéticos validados experimentabnte: Compuestos
polifendlicos (UCMO05)

En un primer paso en la busqueda de ligandos capcdesplazar al GTP y afectar la
polimerizacion de FtsZ el Dr. Pablo Chacon (afio02Q#alizé el cribado virtual de una
pequefia biblioteca sintética del laboratorio den@yta Médica (Departamento de Quimica
Organica | de la Universidad Complutense de Madl#stdM). El cribado virtual se realizé en
el bolsillo de unién de nucledtido en la estruc2wvay con el programa ICM, version 3.6-1e
(Totrov and Abagyan, 1997).

Del cribado virtual se eligieron los 18 compuestos mejor puntuacion. La principal
caracteristica es que varios son polifenoles connidicleo central constituido por una
molécula de naftaleno. La validacion experimentgatemlizé por Laura Ruiz (lab. Prof. J.M.
Andreu) (Ruiz-Avila et al., 2013). La afinidad dei@n por el sitio de nucleotido de FtsZ se
determind por ensayos de desplazamiento con laasoaat-GTP unida (Schaffner-Barbero
et al., 2010), que permite la medida indirecta pdrante) de la union de compuestos que se
unen al sitio de GTP de FtsZ aunque estos tengaucesa diferente a los nucleétidos. De
los 18 compuestos, cuatro resultaron activos. s €l UCMO5 es el que mayor afinidad
aparente presenta (Kdwos = (4.30+ 0.04) x 16 M%), aunque lejos de la del ligando natural
GTP (Khste = (3.1% 0.5) x 16 M™) (Figura 38A) (Ruiz-Avila et al., 2013). Ensayas e
células mostraron que UCMO5 ademas inhibe el cieobm bacteriano con una
concentracion minima inhibitoria (MIC) de 1QMM. El efecto de UCMO5 en la division
celular se determind por experimentos de microscdpi contraste de fases de la cBpa
subtilis 168 incubada con el compuesto. El fenotipo tipie@fictacion especifico a FtsZ en
células bacilares consiste en la elongacion dedhsgas al no poder finalizar el proceso de
division (Erickson and Osawa, 2010). La Figura 3Biestra la filamentacion de las células

deB. subtilis168 en presencia de UCMO5 respecto a un contraasinpuesto.
4.6.1.3.1. Optimizacion de los compuestos basadadisefio racional

Una vez comprobado que el UCMO5 se une al sitimudeotido de FtsZ y afecta la
division bacteriana se realizaron una serie de ficadiones iniciales con el fin de mejorar la
afinidad al sitio de nucleétido y la actividad &aitteriana. La sintesis de los nuevos
compuestos se realizé en el laboratorio de Quirkiédica de la UCM. En este proceso
nosotros colaboramos con experimentos de cribatiealy “docking” para seleccionar los
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Figura 38. Validacion experimental de UCMO5A) Curvas de desplazamiento de mant-GTP por el
compuesto UCMO5 (en azul). Como control se reptesiencurva de desplazamiento del GTP (en

gris). Insertado en la figura se representa laiestra de UCMO05. B) Células de la cdpasubtilis

168 después de incubarlas durante 2 h a 37 °C &@M083 (50uM) observadas por microscopia de

contraste de fases. El control mostrado equivamistho experimento en ausencia de compuesto. La
barra de escala equivale a 10 um. Imagen tomaBaideAvila et al., 2013.

disefios de los compuestos desde el punto de wstgutacional. De esta optimizacion
inicial resultaron dos compuestos que desplazanaait-GTP y mejoran la afinidad por el
sitio, UCM44 (donde se redujo el nimero de hidaxille la molécula) y UCM53 (donde se
sustituyeron dos hidroxilos del anterior por clogBijgura 39A). Ambos ligandos presentan
una afinidad que se ve incrementada hasta 3.5 vespecto al UCMO5 (Klzmas = (1.5%
0.3) x 16 M*y Kbucwss = (1.3+ 0.2) x 16 M™Y. Ademas la actividad antibacteriana se
incrementa respecto al compuesto parental coneslde MIC de 2uM y 13 uM para
UCM44 y UCM53 respectivamente. Mediante microscajdacontraste de fases se observd
gue estos compuestos afectan la division de laslasélde B. subtilis 168 induciendo
filamentacion incluso a concentraciones inferi@esis MIC (Figura 39B). Experimentos de
dispersion de luz de la proteina BsFtsZ ensamldadad TP y un sistema de regeneracion de
GTP mostraron que tanto UCMO5 como los dos dervdtiiCM44 y UCM53) afectan la
polimerizacion de la proteina (Ruiz-Avila et alQ13). Al afadir los ligandos disminuye
considerablemente la dispersion de luz respectorgtol en ausencia de los compuestos lo

gue sugiere que actian como inhibidores del ensgentbd BsFtsZ.

La union de estos compuestos con BsFtsZ fue edmdia detalle tanto desde el punto
de vista experimental como computacional y los con@ntos adquiridos fueron empleados
en una optimizacion sistematica de los compuettxs nuevas modificaciones sintéticas se

realizaron en el laboratorio UCM: cambiando el rdaclnaftaleno, cambiando los
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espaciadores entre el naftaleno y los anillos feasly variando el nimero de hidroxilos de
los anillos (Tabla 3). También se realizaron esisidie modelado molecular para predecir los
posibles modos de unién de las distintas propuestaintesis, los mas representativos seran

mostrados en el siguiente apartado.

Tabla 3. Afinidad y actividad antibacteriana de & serie de compuestos sintetizados.

) MIC? (M)
Comps| R R R R R R Kd(uf\jfsz -
Subtilis | MRSA
1.0 | OH OH OH OH OH| oH | 23+01] 114 50
246 | OH H OH OH OH H | 07:02| 25 50
3 | ocr | och | och | och | och | och | =286 | >200 | >100
4 | och | oc | ocH |  oH OH | oH | 15+02]| 100 100
5 OH OH OH ocH | och | och | 16+03 | 100 100
6 OH OH OH OH OH H |14:003| 50 100
7 OH OH OH OH H OH | 13:01| 50 100
o ¥ 8 OH OH H OH oH| oH | 12x01] 25 100
9 OH H OH OH OH| oH | 14%02| 100 100
o 10 OH OH OH OH H H | 20:01] 50 100
o ° .|l n OH OH OH H OH H | 15:01] 50 100
)k@Rs 12 OH H H OH OH| oH | 13x01] 50 100
i 13 H OH H OH OH | oH | 20x01] 550 100
14 OH OH H OH OH H [20:004| 50| >10
15 OH OH H OH H OH | 09+01| >50 50
16 OH H OH OH H OH | 16+01] 25| 10
17 OH H OH OH H H | 15:01| 20| 10
18 OH H OH H OH H | 22+01| >s0]| s
19 OH H H OH OH H | 07:02| 20| 10
20 OH H H OH H H | 15:01] 10 | 10
21 OH H H H OH H | 08:02| 5 5
22 OH H OH H H | 15:01] 10| 5
23 H OH H H OH H |17:002] 5
R 24 OH OH OH OH oH| oH | osx01| 40 50
RH?RS 25 OH OH H OH H OH | 04:01| 15 | 1050
e 26 OH OH H OH H H | o4:01| 15 | 1050
A L OH H OH OH H H | 05:01| =5 5
® OJ\QRS 28 OH H H OH H H | 05:01] 5 7
i 29 OH H H H OH H | 06:02] 10| 5
30 H OH H H OH H | 04+01| 25 5
e 31 OH OH H - - - | 53:10| 75 | 105
? 32 OH H OH - - - | 53:10| 50 | 105
33 OH H H - - - | 38:08| 50 | 1050
o 34 H OH H - , - | 33:06| 50 | 1050
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Kd? (uM) MIC (mg/L)
Comps X
Ho FtsZ B
) subtilis | MIRSA
35 - 05%0.1 5 3
X
O @ 36 NHCO 43+1.0 25 10-5Q
OH

37 NHSG, 48+0.5 50 10-50
38 CONH 8314 50 10-5Q

2 Nétese que se representa la constante de disati&e6(Kd=Kb?). ® Datos para el compuesto UCMOS5.
° Datos para el compuesto UCM44Minima concentracion a la que se inhibe completaenel crecimiento
bacteriano. Datos tomados de Artola et al., 2014.
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Figura 39. Validacion experimental de UCM44 y UCM53A) Curvas de desplazamiento de mant-
GTP por los compuestos UCM44 y UCM53. Como corgeotepresenta la curva de desplazamiento
del GTP (gris) y del compuesto UCMO05 (azul). Adersdgepresentan las estructuras de UCM44 y
UCMb53. B) Células de la ceda. subtilis 168 después de incubarlas durante 2 h a 37°Ca=on |
compuesto UCM44 (12uM) y UCM53 (12uM) observadasrpimroscopia de contraste de fases. El
control mostrado equivale al mismo experimento esencia de compuesto. La barra de escala
equivale a 10 um. Imagen tomada de Ruiz-Avila.et8ll 3.

111



RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados de constante de disociacion y @fect bacterias de los nuevos
compuestos determinados experimentalmente, sesesyiam en la Tabla 3. Todas las
modificaciones quimicas mostradas tienen afinidadep sitio de nucledétido de BsFtsZ y se
ha conseguido mejorar en varios compuestos el cefantibacteriano. ElI cambio del
naftaleno por el grupo bifenilo aportd los mejoresultados de afinidad por FtsZ (con
valores de constante de disociacion (Kd) entreyO8 uM) y en 6 casos, marcados en
negrita en la Tabla 3, (variando el nimero de kidlve y el espaciador) se alcanzaron
valores de MIC en BsFtsZ inferiores @M. Ademas 12 compuestos (sefialados en rojo en la
Tabla 3) presentan MIC inferior a M frente a la cepa d8. aureugesistente a meticilina
(MRSA). Los experimentos de microscopia de cordrdstfases mostraron que de todos, el
compuest@8 es el que produce mayor filamentacion de las agldé la cepB. subtilis168,
las cuales alcanzan longitudes hasta 10 veces noaygoel control sin compuesto (Figura
40).

Control Compuesto 28

S - o A
{\\ N\ \_/j

C 28

Figura 40. Validacion experimental del compuesto 28Células de la cepB.
subtilis 168 después de incubarlas durante 3 h a 37 °@lammpuest@8 (4 uM)
observadas por microscopia de contraste de fasesntol mostrado equivale al
mismo experimento en ausencia de compuesto. La barrescala equivale a 10
pm. Imagen tomada de Artola et al., 2014.

En resumen, a partir del cribado virtual de compmsesintéticos se identificd al
inhibidor de FtsZ, UCMO5, sintetizado a partir degpigalocatechina-3-galato (EGCG) que
es la principal catequina polifendlica presenteleié verde (Puig et al., 2008, Turrado et al.,
2012). Durante los ultimos afios los compuestoggudilicos han sido objeto de estudios por
sus propiedades antimicrobianas sobre algunasiespi génerd\chillea (Benedec et al.,
2013, Kotan et al., 2010, Kundakovic et al., 20@5pacterias Gram-positivas como
Enterococcus faecali8acillus cereug Listeria monocytogenggobim et al., 2014). Varios
fenoles y polifenoles ademas han sido descritosocmmbidores de FtsZ, como el totarol,
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curcumina, la viriditoxina, zantrinas 1 y 4, acidaféico y acido clorogénico (Schaffner-
Barbero et al., 2012), aunque ensayos realizadoslpgrupo del Prof. J.M. Andreu no
muestran afinidad especifica de estos compuestasd gdio de nucledtido de BsFtsZ (Ruiz-
Avila, 2013).

Por ultimo, del disefio racional de UCMO5 resultak@mios compuestos con mayor
afinidad por el sitio de unién y un aumento consitiee de la actividad antibacteriana. El
mas prometedor es el compueg®) que presenta el mayor efecto en la filamentadién
células deB. subtiliscomo consecuencia directa de su interaccion cod. Bdemas se
realizaron estudios de modelado molecular paraepietbs posibles modos de union de las
distintas propuestas de sintesis, los mas repegs@st son mostrados en el siguiente

apartado.
4.6.1.3.2. Modelos estructurales de los complejosBsZ-UCM44 y BsFtsZ-28
BsFtsZ-UCM44

Para estudiar el modo de unién del ligando UCM4 (tlicleo naftaleno) se realizé el
“docking” del compuesto en el sitio de union deleatdo de BsFtsZ con el programa ICM
(version 3.6-1e), siguiendo el mismo protocolo exagb anteriormente para el GDP. Con las
soluciones de mejor puntuacion se realizaron siciuia@s de DM de 200 ns con el programa
GROMACS 4 (Van Der Spoel et al., 2005a, Hess ¢kaD8a) para confirmar la estabilidad

del ligando en el sitio (detalles en Materiales gtdios).

La dinamica de los complejos mostré que al igua guGDP, el ligando fluctia en el
sitio de nucleétido y se identificaron dos posibtesdos de unién de los ligandos (Figura
41A). En el modo 1 (Figura 41 B y C), el anillo oaftaleno se une al bolsillo hidrofébico
entre las hélices H7, H5 y el bucle T5 y establ@ta interaccion de tiptet con el anillo
aromatico de Phe-183. El brazo 1-poli-hidroxibehzoieracciona con H7 formando un
puente de hidrogeno estable con el Asp-187, meelratro brazo (3-poli-hidroxibenzoil) se
inserta entre los bucles T4 y T1 estableciendougnig de hidrogeno con Gly-110. Las dos
zonas de union de los extremos de UCM44 correspoade union de la base del GDP vy el
sitio de unién de los fosfatos respectivamente ufi@igd1C). La estructura del complejo
superpuesta a la estructura del cristal de la ip@teon GDP muestra que ambos ligandos
comparten un importante numero de interaccioneslagmroteina. En el modo 2 de union

Figura 41B, el ligando se coloca en el sentidorisweAhora el naftaleno se introduce mas en
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MODO 1 MODO 2

RMSD (&)
RMSD (&)

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
Tiempo (ns) Tiempo (ns)

B MODO 1 MODO 2

Figura 41: Modos de unién de UCM44 identificados popDM. A) RMSD durante los 200 ns de
simulacién de DM respecto a la estructura inidgl.Estructuras representativas de los modos de
union extraidas de la simulacién de DM de BsFts2v4€ superpuestas a la estructura del cristal de
BsFtsZ (en gris). C) Estructura representativapdi@her modo de unién superpuesta a la estructura
del cristal de BsFtsZ con GDP unido (gris). D) D&aga de interaccidon del ligando en el que se
muestran los residuos del sitio de union (residudsistancias < 5 A del ligando). Los aminoacidos
estan diferenciados en diferentes colores; hidioésb (verde), glicinas (gris), polares (azul),
cargados positivos (fucsia), cargados negativgegyoLas flechas representan puentes de hidrégenos
y las lineas verdes corresponden a una interadeidiporn- .
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el bolsillo formado entre H7, H5 y el bucle T5, rremendo la interaccion con Phe-183, el 3-
poli-hidroxibenzoil establece un puente de hidrageon Asp-187 y el 1-poli-hidroxibenzoll
gueda mas expuesto estableciendo interaccionebsdicles T1, T4 y T3. Los hidroxilos
del brazo 1-poli-hidroxibenzoil forman puentes ddrdgenos menos estables con Arg-143 y
Gly-72, mientras el oxigeno del grupo éster, establin puente de hidrogeno estable con la
Gly-22.

BsFtsZ28

La consecuente optimizacion de la primera serieapuestos UCMs (05, 44 y 53)
condujo a ligandos con mayor afinidad por el sjtiactividad antibacteriana. Para continuar
profundizando en la union de estos nuevos compsiesto un nucleo bifenilo se seleccioné
el 28 para realizar estudios de DM en el sitio de nuiled En este caso, a diferencia de
UCM44, los experimentos de “docking” y DM se realiazn con el paquete de programas
Maestro de Schrddinger, versiéon 9.9.013. Esta ratima fue utilizada ya que en este

momento del trabajo no contabamos con superordezsgara realizar los calculos.

El “docking” del compuest@8 con BsFtsZ (PDB: 2vxy) se realiz6 con el programa
Glide (verison 6.3, Schrodinger, LLC, New York, 20Friesner et al., 2006). La solucion
con mayor puntuacién se emple6 para simulacione®Mede 40 ns usando Desmond
(versién 3.8, D. E. Shaw Research, New York, NY180y el campo de fuerzas OPLS-2005
(Jorgensen et al., 1996, Kaminski et al., 2001 panfirmar la estabilidad del ligando.

El compuest®8 se mantiene estable en el sitio de unidn durdnitenepo de simulacion
(Figura 42A). En nuestro modelo el bifenilo se aodmen el bolsillo hidrofébico localizado
entre las hélices H5 y H7 de forma similar al grapftaleno de UCM44. Uno de los anillos
hidroxibenzoil interacciona con los bucles T1 y fi@s en glicinas y el otro anillo se
posiciona entre las hélices H1 y H7 (Figura 42B3s ldiferentes regiones de interaccion
coinciden con la localizacién del azlcar, fosfatpsel anillo de guanina del GDP
respectivamente (Figura 42C), observadas tanta estfuctura del cristal como en nuestras

simulaciones con GDP.

El modo de union obtenido para el compu&gen general esta en correspondencia con
los posibles modos de unién de UCM44, aunque lalacion de DM en este caso es de solo
40 ns (por 200 ns las de UCM44). En cualquier casopmpuest@8 estd mas expuesto al

solvente, debido al mayor volumen estérico del giifenilo en lugar del naftaleno. Al igual
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gue el naftaleno de UCM44, el bifenilo del compa&& establece una interaccidrrt con

el anillo aromético de Phe-183 y el grupo hidroxi®uno de los brazos forma un puente de
hidrogeno estable con Asp-187 (Figura 42D). Ambdsracciones son cruciales para la
unién del nucleétido. El otro brazo que interacaiagon los bucles T1 y T3 esta mas
expuesto al solvente. Recordar que en nuestragagiimoes con la proteina en la forma apo
y con GDP hemos observado que el bucle T3 por sinmies muy flexible, esto podria

afectar la interaccion estable con el ligando.

A

RMSD (A)

T T T 1
0 10 20 30 40

C Tiempo (ns)

Figura 42. Modelo molecular del reconocimiento detompuesto 28 por el sitio de union de
nucleétido. A) RMSD durante los 40 ns de simulacion de DM pgasZ (linea negra) 28 (linea
roja) respecto a la estructura inicial. B) Estrigtiepresentativa del modo de unién del compuzsto
extraida de la simulacién de DM del complejo mejaaluado durante el “docking”. C) La estructura
representativa del complejo superpuesta a la ¢steudel cristal de BsFtsZ con GDP unido (gris). D)
Diagrama de interaccion del ligando en el que sestnan los residuos del sitio de union (véase pie
de la Figura 41 para mas informacion).

Es importante resaltar que aunque se han utilizédoicas de simulacion diferentes

(Glide vs ICM, Desmond vs GROMACS) los resultados $astante compatibles entre
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UCM44 y el compuest@8. Las diferencias observadas se deben principagmanmayor
volumen del grupo bifenilo. En cualquier caso, asmbompuestos comparten interacciones
con el GDP que nos proporcionan una explicaciogik@rmdel mecanismo de inhibicion de
los UCMs por competicion. Ademas nos brinda infarida sobre las principales
interacciones y caracteristicas del bolsillo dengralor para la busqueda de nuevos

inhibidores de la division bacteriana en el sigondicle6tido de FtsZ.
4.6.1.4. Ligandos procedentes del cribado virtuaVS18

Al igual que en el caso de los UCMs, se parti6 mienbado virtual anterior en el sitio
de nucleétido de 4 millones de compuestos procedetd la libreria de ligandos comerciales
Zinc (Irwin and Shoichet, 2005) (Dr. P. Chac6n 20H) protocolo usado con el programa
ICM version 3.6-1e (Totrov and Abagyan, 1997) fuemésmo que para el cribado de la
libreria de compuestos sintéticos. Teniendo entauanpuntuacion del cribado, las mejores
predicciones de “drugabilidad” y solubilidad y lariabilidad de la estructura, se eligieron 42
compuestos que fueron probados experimentalmentargas rondas en el grupo del Prof.
J.M. Andreu realizadas por Claudia Schaffner Barlf2010), Laura Ruiz y Albert Vergofios
(2013). De todas estas rondas uno de los compuesta$d positivo (Ruiz-Avila, 2013). Los
ensayos de desplazamientos de la sonda fluoresocamieGTP unida a BsFtsZ demuestran
gue el compuesto VS18 tiene afinidad por el sigoudion (Kd = 90.9uM) (Figura 43).
Aunque el compuesto es capaz de uritsatro a BsFtsZ, los experimentos en célulaB3de

subtilis 168 indican que carece de actividad antibacte(iBo&-Avila et al., 2013).

0.40

Figura 43. Curva de
desplazamiento del mant-GTP
por el compuesto VS18.Como
control se representa la curva de
desplazamiento del compuesto
UCMOS5. Insertado en la figura se
representa la estructura de VS18.
Datos tomados de la tesis de Laura
Ruiz, comunicacién personal.

[mantGTP],,i4d [MantGTP] 4

& Vvs18
® UCMO5

Log [Ligando] (M)
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4.6.1.4.1. Busqueda de nuevos ligandos basada eed&ructura de VS18

A pesar de la baja afinidad de unién de VS18 psZ Bt la carencia de actividad
antibacteriana, el compuesto constituye un buertopde partida para la busqueda de
candidatos con mayor afinidad y actividad antib@mt@. En este sentido se realizé una
busqueda basada en la estructura del ligando V@18ampuestos comerciales accesibles en
MolPort (https://www.molport.com) y Mcule (httpsri¢ule.com). Los compuestos
resultantes de la busqueda ademas fueron cribadioalmente en el sitio del receptor y los
10 con mayor puntuacion fueron comprados (Tabld.d3.ensayos de afinidad de unién y
efecto en células bacterianas de estos ligandossidanrealizados por Albert Vergofios
(Tesis doctoral, comunicacion personal) en eldahbProf. J.M. Andreu. En estos estudios se
ha encontrado que varios compuestos mejoran lasegle afinidad por el sitio de GTP
respecto a VS18, en particular VS25 (sombreado &n) gpresenta Kd= 12.5 pM.
Experimentos de dispersion de luz de la proteifddisEsensamblada con GTP y un sistema
de regeneracion de GTP indican que el ligando \é8@&ta la polimerizacion de la proteina.
Ademas en experimentos en células se observa g ¥8uce filamentacion de la ceBa
subtilis 168 e inhibe el crecimiento bacteriano a concemng&s significativamente bajas
(~100 pM). La principal diferencia entre el compuesto @im VS18 y VS25 es la
sustitucion en uno de los anillos de benceno eatdei grupo carbonilo por un hidroxilo,

ademas pierde uno de los dos hidroxilos en el otro.

Tabla 4. Nuevos compuestos derivados de VS18.

Compuesto Estructura Compuesto Estructura

vs21 @—@’@k VS26 @>—@\E,©/l

VS22 O W@)L Vs27 ~O-r @1(

CH

a,

VS23 q ©/\L VS28 & p
O~ s
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VS24 G, Q\( VS29 Q_@/ d

VS25 ) VS30 Y@fL
55 O~ -O-¢ Q.

4.6.1.4.2. Busqueda de derivados basada en la estira de VS25

Dada la mejora de la afinidad y la actividad amibaana presentada por VS25, se
consider0 este compuesto para una nueva ronda ib@de@rbasada en su estructura.
Inicialmente identificamos en la base de datos aleedmpafia comercial MolPort, 90
compuestos con un valor mayor de 0.6 (maximo 1éXxidhilitud con VS25. Con estos
compuestos se realiz6 el cribado virtual y “dockiag el sitio de nucleétido y se eligieron
los 21 compuestos con mayor puntuacion (Tabla SjosEligandos presentan variaciones
respecto a VS25 pero mantienen la estructura ¢ebés pruebas experimentales realizadas
por Albert Vergofios mostraron que excepto el V3ddos los compuestos se unen al sitio
de nucledtido de FtsZ, incluso algunos de ellosoragj significativamente la afinidad de
union de VS18 y VS25. Ademas varios de estos nuewoguestos mejoran la actividad
antibacterianas frente a la cepasubtilis168 respecto a VS25, como es el caso de VS32,
VS33, VS34, VS35, VS36, VS39, VS40, VS47 y VS48 valores de MIC entre 20-50M
(sombreados en gris en la Tabla 5). Curiosamegignas compuestos presentan un efecto
significativo frente a la cepa multirresistente Sleaureuspara concentraciones de g
como son: VS33, VS36, VS48 y VS51. Para ver slitndos de la serie afectan la division
celular se realizaron experimentos de microscopieothitraste de fases de la c&vaubtilis
168 incubada con los compuestos. De todos ello83\¢8n valores de Kd = 6jM y MIC
[50 uM en B. subtilisy 20 uM en MRSA] (sombreado en azul en la Tabla 5) fueued
mostré un efecto mas significativo en la filamermiacde B. subtilis 168, produciendo una

elongacion de las bacterias cuatro veces mayolacpigservada en el control.

En resumen, los resultados experimentales de dasidos seleccionados del cribado
virtual de la libreria Zinc (Irwin and Shoichet, G8) permitié identificar un compuesto
(VS18) que se une al sitio de nucledtido de BsHwfo que carece de actividad
antibacteriana. La estructura de VS18 nos sirvidacpunto de partida para la busqueda de

derivados en librerias comerciales, de los cud@an@oran su afinidad por el sitio de union,
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validando el protocolo seguido. De ellos el compuesas prometedor es el VS33, que

reemplaza al nucledtido afectando la division eglbblcteriana.

Tabla 5. Nuevos compuestos derivados de VS25.

Compuesto

Compuesto Estructura Estructura

HO,

Vs31 @ 3Q Vs42 ) @
A S

o

H ) HO.
N N N H
VS32 O ) Vs43 \Q\ﬂﬁ’" s

OH
—

HO.
F N H
VS33 LQ vs44 D\V\_YD
| T

OH HO

VS34 VS45 73

HO

VS35 %@_Cr§‘© VS46 - oy

5 . H
VS36 >+ VS47 \Q\@Yé

HO.
NN
VS37 @ 3 VS48 o L

HO.
: A\ PN s i
VS38 er=¢© VS49 L
\ OH

VS39 2 ” VS50 Cr \Q\

VS40 Q 5 VS51 /@\

\ .
vsa1 ©\sz

HO.
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4.6.1.4.3 Simulaciones de DM de VS33

El modo de unién del compuesto VS33 se estudido mpadelado molecular.
Experimentos de “docking” y DM de VS33 en el sifi® nucleétido de BsFtsZ (PDB: 2vxy)
se realizaron con el paquete de programas Maestr8ctirédinger, versién 9.9.013. El
“docking” se ejecuté con el programa Glide (verssd®, Schrodinger, LLC, New York, NY,
2014) (Friesner et al.,, 2006) y la solucion con omapuntuacion fue empleada para
simulaciones de DM de 50 ns usando Desmond (vez@®nD. E. Shaw Research, New
York, NY, 2014) y el campo de fuerzas OPLS-200%gdnsen et al., 1996, Kaminski et al.,
2001), para confirmar la estabilidad del ligandetétles en Materiales y Métodos).

A

RMSD (&)

Figura 44: Modelo molecular del reconocimiento detompuesto VS33 por el sitio de unién de
nucleoétido. A) RMSD durante los 50 ns de simulacién de DM patsZ (linea negra) y VS33
(linea roja) respecto a la estructura inicial. Byrictura representativa del modo de unién de VS33
extraida de la simulacion de DM del complejo megorluado durante el “docking”. C) La
estructura representativa del complejo superpuwesiaestructura del cristal de BsFtsZ con GDP
unido (gris). D) Diagrama de interaccion del ligarah el que se muestran los residuos del sitio de
union (véase pie de la Figura 41 para mas infordnci
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La DM del complejo con mayor puntuacién muestra gjJuegando se mantiene unido al
sitio de nucleotido durante los 50 ns de simulagiopresenta una fluctuacion promedio
menor de 1 A (Figura 44A). En el modo de unién iieado el anillo fendlico de VS33 se
inserta entre la hélice H7 y el bucle T5, y elubflobenceno establece interacciones con el
bucle T4 (Figura 44B). El aminotiazol queda masueso al solvente y no se han detectado
interacciones estables con la proteina. El VS33peot®a regiones de interaccién con el
nucleodtido, observadas por la superposicion delpbejm simulado con la estructura del
cristal de BsFtsZ-GDP (PDB: 2rhl). El anillo feraaise coloca en la posicion de la base de
guanina del GDP, mientras que el difluorobencemeone con los fosfatos (Figura 44C).
Las principales interacciones que le confierenbéglad al complejo son los puentes de
hidrogenos formados entre el hidroxilo y los amoidads Thr-133 y Met-105 (Figura 44D).
Una fuerte interacciom-n con el anillo aromatico de Phe-136 también estabil anillo
fendlico, mientras que en el difluorobenceno, uadod fldor interacciona con las Gly-107 y
Gly-108 del bucle T4.

4.6.2. Cribado virtual en el sitio de PC

La busqueda de nuevos inhibidores no solo fueidaigl sitio de union de nucledtido,
sino que se expandio a la hendidura entre el dorfiisterminal y la hélice H7. En este caso
se realizd un nuevo cribado virtual de los commseptocedentes de la libreria Zinc (Irwin
and Shoichet, 2005) en el sitio de PC. Al igual gaea el sitio de nucleotido se utilizé el
programa ICM, version 3.7-2c (Totrov and Abagyaf97). Dado que para realizar el
cribado el interruptor molecular asociado a lamelizacion debe estar en la conformacion
abierta, se utiliz6 la estructura 3vo8 de SaFtsztéMi et al., 2012). Se empled el protocolo
4D para simular la flexibilidad del sitio de uni@ztoplando 7 conformaciones del monémero
extraidas de una de las simulaciones de los filameede SaFtsZ con GDP, donde la
hendidura fluctia en la conformacion abierta (véslsgeriales y Métodos). Posterior al
cribado de 4 millones de compuestos se realizltmado teniendo en cuenta la prediccion
de diferentes caracteristicas quimicas (drugabilidaolubilidad) y un agrupamiento por la
similitud estructural de los compuestatuétering. Aunque todos los ligandos con mayor
puntuacion del cribado tenian estructuras pareabBE (base benzamida) nos centramos en
la seleccidn de estructuras distintas al inhibidam menor puntuacién. De esta forma se
eligieron 45 compuestos (solo 7 contienen el gro@oezamida) (Tabla 6) para determinar

experimentalmente si alguno presenta afinidad psitie de union.
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Tabla 6. Compuestos procedentes del cribado virtualel sitio de PC.

Comps. Estructura Punt? | Drug.” | molLogP® | molLogS® | Sold (uM)
VSE1 %Q -45.33| 0.33 2.07 423 | >150
VSE2 6?*“@ -39.52| 1.47 3.33 -4.49 15
VSE3 Y@» i -46.14| 0.47 2.31 -3.90| >150
VSE4 {NH :\§ N -40.60| 0.30 1.44 -3.33 60
VSES5 M :% - |-38.72] 012 0.89 3.15| >150
/ ’
A
VSE6 éu -39.23| 1.06 1.00 -3.53| >150
S a
VSE7 ngjY -44.15| 0.09 2.21 452 | >150
VSES o Y@/Eb -32.57| 0.02 1.98 -4.86| >150
VSE9 A I% -41.15| 0.27 2.73 459 | >150
4(/1 o
o RO\
VSE10 Y_J ' -35.78| 1.50 1.06 489 | >150
(L
VSE11 |. = /\H/Q -37.04| 1.57 2.04 469 | >150
=
VSE12 éj 40.89| 001| 201 | -390 =150
/C_©_/ °
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VSE13 :)kﬁjv | -44.22) 0.78 3.26 -5.39| >150
b

|
VSE14 | k@y | -3805| 144| 0091 -3.25| >150
A

: >—N
VSE15 @?“ -39.40| 0.95 1.54 -4.25 140
ot
VSE16 _<_ N ¢ -35.99| 1.17 1.47 -3.55 140
N \

VSE17 Jf)/g Y | 3151 065 158 427| >150

VSELS | ] 34.88) 148| 006 | -2.26| >150

VSE19 N \/;3 -39.90| 0.36| 0.64 -3.65| >150
//

VSE20 ] -33.10| 0.65 2.14 -4.41 ;

VSE21 7 Zk@\ -40.75| 0.60 2.06 -4.32 40

VSE22 ZJ\@ ) -32.63 0.70 2.16 -3.66 > 150
o/ﬁr

VSE23 N/\Q ) -41.35| 0.34 1.95 -3.48 100

VSE24 _Q -44.16| 0.48 0.51 -293| =120
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VSE25 @AA@ 2398 089| 293 | 547 100

VSE26 [j@Ak@ 3314 020| 152 4.36| >150
© /A

S
VSE27 Cf( -35.05| 1.01| 361 -4.94 20
\N_’ 0
VSE28 L. -33.90| 0.67 | 2.62 -3.39 140

VSE29 : e -32.57| 0.04 2.18 -3.30 140

VSE30 ¥ -32.83| -0.23 3.31 -5.04 140
o

VSE31 _<N_<_N -32.12| -0.79 2.39 -4.60 20

-33.24| 0.79 3.22 -411| >150

VSE32 C;

VSE33 @*/\/Y\@ -32.59| 1.07 2.49 -3.11| >150

VSE34 -31.80| -0.20 2.86 -3.91| >150
Tl
VSE35 T -30.89| -0.24 2.53 -4.49 140
VSE36 rg -35.54| 1.11 1.55 -3.19 | >150
o
O~
VSE37 PN © -38.73| 1.13 2.10 -4.18 70
)\\2)\/”‘\5
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T

VSE38 Y -32.87| 051 1.44 -2.99| >150

\_ 7/
VSE39 Q}N N -33.28| 0.49 2.73 -3.63| =>150
&

VSE40 Q&_\( -34.15| 0.47 3.36 -4.36 140
>
e

VSE41 @g/, -32.92| 0.29 1.73 -3.57 | >150

< > (/ o = o
VSEA42 N’J\NJK,N'/Y -39.71| 0.91 1.87 -4.81 20

VSE43 o N -33.07| 0.02 1.20 -4.37 40

VSE44 Q ) -32.62| 0.36 2.39 -3.99 100
9

VSE45 > -34.43| -0.31| 276 -5.19 60

2 Valores de puntuacion obtenidos con ICM (detadiesMateriales y Métodos}.Prediccion de la
“drugabilidad” con ICM.° Valores de prediccion de molLogP y molLogS relaaios con la
solubilidad.? Solubilidad experimental en tampén hepes.

Previamente a los ensayos de afinidad medimoslldiBdad en el tampdn hepes de
cada compuesto, cuyos valores son representadts Eabla 6 (detalles en Materiales y
Métodos). En este caso todos los ensayos funceifizdeon realizados por mi. Los ensayos
de union, a través de los cambios de anisotropiargdos por el desplazamiento de la sonda
fluorescente DFMBA-NBD (ensayo puesto a punto etalel del Prof. J.M. Andreu) nos
indica que los compuestos VSE1, VSES, VSE15, VSEYSE40 presentan una afinidad de
unién muy baja por la hendidura (Kb ~31®1™) (Figura 45). Sorprendentemente los
compuestos VSE2, VSE4, VSE5, VSE6 y VSE7, que tdmpresentan el grupo benzamida

no desplazaron al compuesto fluorescente.
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Para comprobar si alguno de los 5 compuestos debajayafinidad afecta la division
celular de las bacterias a través de su union A dgsncubaron diferentes concentraciones
durante 3 horas en célulasBlesubtilis168 y se observaron por microscopia de contraste d
fases. Unicamente el derivado de 3-metoxibenzam®B3 parece tener un pequefio efecto
en la division de las bacterias a concentraciong®riores a 1.5 mM, produciendo el
alargamiento de las células respecto al controcempuesto (Figura 46A). Aunque no se
observa una gran filamentacion, mas del 85% deéadas presentan filamentos mayores
gue los observados en el control. Ademas se reatizznsayos con la cepa subtilisSu570
(Strauss et al., 2012), que contiene como Unica latguimera fluorescente FtsZ::GFP, para
visualizar el anillo Z (detalles en Materiales ythl#os) y determinar cualquier efecto de los
compuestos en la formacion y localizacion del anlin estos experimentos se observo que
concentraciones de 1.5 mM de VSE3 induce ciertbbc#izacion de FtsZ y una formacion
incompleta de los anillos respecto al control simpuesto (Figura 46B), evitando la correcta
division celular de las bacterias.

En resumen, de los 45 compuestos seleccionadogritbeldo virtual solamente el
derivado de 3-metoxibenzamida VSE3 causa filaméntaen la cepaB. subtilis 168 a
concentraciones relativamente altas (1.5 mM). Nmogde los compuestos con estructura
totalmente diferente al PC mostré efecto en célaléss concentraciones probadas que era
nuestro objetivo inicial. En un futuro, podriama@nitarnos en la busqueda de compuestos
diferentes modificando el protocolo, o bien, renado a nuestro objetivo inicial, centrarnos
en los compuestos derivados del PC que habiamoarthedo en el cribado. En este contexto
la utilizacion de técnicas de cribado virtual basadn la estructuras de ligandos conocidos

(farmacoforo) podria ser una alternativa interesant
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Figura 45. Curvas de desplazamientos de los compted/SE1, VSE3, VSE15, VSE22 y VSEA40.
En la parte superior del panel se representandsglazamientos del PC y el VSE36 como controles
positivos y negativos respectivamente.
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Figura 46. Efectoin vivo de VSE3.A) Imagenes de microscopia de contraste de fases d
célulasB. subtilis 168 incubadas durante 3 horas a 37°C con VSE3niM3 EI control
mostrado equivale al mismo experimento en ausedeiacompuesto. B) Imagenes de
microscopia de fluorescencia de célulaBdsubtilisSU570 incubadas durante 2 hora a 30°C
con VSE3 (1.5 mM) donde se observa la localizadénFtsZ-GFP. Las barras de escala
equivalen a 10 pm.
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5. Conclusiones

Los resultados obtenidos en este trabajo nos hamitmo llegar a las siguientes

conclusiones:

1. Dinamica de los filamentos de SaFtsZ dependiente decledtido.

1.1

Los contactos entre mondmeros son los principadeponsables de la curvatura

intrinseca y estabilidad de los filamentos y depandkl nucledtido.

1.1.1. Los filamentos con GDP unido fluctdan entre vadasformaciones curvadas,

formando una distribucion heterogénea de interfad@ertas y cerradas. La
pérdida de contactos del bucle T7 con el mondmderior en los filamentos
con GDP lleva a interfaces abiertas mas inestafles,en principio deben ser

mas propensas a la despolimerizacion.

1.1.2. Los filamentos con GTP unido son menos flexiblesey curvan en una

1.2.

1.3.

orientacién preferencial, encerrando al nucleétidd. Mg?* contribuye

significativamente a la union entre mondmeros sitdd de conexion entre el
bucle T7 de la subunidad de arriba con la subunii@adbajo y estabilizando el
GTP en una conformacion idonea para la hidroligis. estos filamentos el

componente torsional es significativo.

Los cambios conformacionales en los mondmeros aeetios filamentos de GTP y
GDP son muy similares. Las diferencias dinamicaentadas entre los filamentos
se deben fundamentalmente a un movimiento de bisagrcuerpos rigidos entre

mondémeros.

Independientemente de la union de GTP o GDP losnpobs de FtsZ tienen una
zona de anclaje comun que incluye los contactok detlice H10 del monémero
superior con los bucles T5 y H6-H7 del mondmereriof. La flexibilidad intrinseca
del bucle H6-H7 y del extremo superior de la hélie& facilita la

complementariedad entre subunidades contiguas depagudar a transmitir el

cambio conformacional a través de H7 a lo largditéehento.
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1.4. El antibidtico PC induce alostéricamente el cigledas interfaces entre monomeros
de forma similar a los filamentos con GTP, perousra direccion ligeramente
diferente. La presencia del antibiotico estabil@s contactos entre el bucle T7 del
mondmero superior y las hélices H1 y H2 del monamiaferior e impide los

contactos observados en los filamentos de GTP y GDRa hélice H5.

1.5. Los iones de Ca presentes en la estructura del cristal de Safsgap un papel
secundario en la estabilidad. Aunque estabilizanfilamentos con GDP no son

estables en las simulaciones con monémeros.

2. Estudio del interruptor molecular.

2.1. Nuestras simulaciones de DM corroboran la existem&l interruptor molecular
monitorizandose por primera vez su transicion derba cerrado. La hendidura
entre H7 y el dominio C-terminal, que se encueetraina conformacion abierta en
la estructura cristalografica de SaFtsZ se ciemrdoe monomeros aislados y en el

monomero del extremo (-) del filamento,

2.2. Se ha colaborado en el disefio de la sonda fluares©&-MBA-NBD cuya variacion

de anisotropia estéa ligada a la polimerizaciontdg.F

2.2.1. El grupo benzamida de la sonda fluorescente compaestmismas interacciones
con el bucle T7 y la lamin@ S8 observadas en la estructura atébmica del
complejo SaFtsZ-PC y en las simulaciones de DMpaude fluorescente queda

parcialmente expuesta, no reemplazando el hetévatat PC.

2.2.2. Esta sonda ha permitido el desarrollo de un enflagcescente para detectar y
caracterizar la union de compuestos que se unatifispamente en el sitio de
PC.

2.3. La union de la sonda Unicamente a la forma ensalalla FtsZ (hendidura abierta)
corrobora experimentalmente el mecanismo estrdgiopuesto para el interruptor
de ensamblaje de FtsZ.

2.4.Se propone un modelo que integra el interruptoreméar con la dinamica de los
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flamentos dependiente de nucledtido para explical ciclo de
ensamblaje/desensamblaje de FtsZ. Durante estegmratnamico se asocian dos
movimientos de bisagra que modulan la dinamicatgbdslad de los filamentos,

uno localizado en la interfaz entre mondmeros g etr la hendidura entre dominios.

3. Estudio de polimeros de FtsZ mediante SAXS y crio-itroscopia electrénica.

3.1.Los polimeros de la proteina nativa BsFtsZ en s@uforman agrupaciones de 3 o
mas protofilamentos de longitud y de curvaturaalde, con un espaciado lateral de
~70 A; mientras los polimeros de la proteina trdacaBsFtsZACt forman
agrupaciones de 2 o mas protofilamentos rectosegté en contacto directo entre
ellos. El espaciado de 7 nm es compatible coniatexraccion entre protofilamentos

a través de la cola flexible C-terminal.

4. Busqueda de nuevos inhibidores

4.1.Se han identificado distintas cabezas de serie glas@io de union del nucledtido
pero ninguno de los compuestos probados en eldsgtimnion del PC con estructuras

diferentes a este mostraron efecto en célulasl &tieede unién del nucleétido:

4.1.1. El cribado virtual de la libreria de ligandos coanigles Zinc permitié identificar
un compuesto (VS18) que se une especificamentectaah polimerizacion (Kd
= 90.9uM) pero no presenta actividad antibacteriana. Lsgbéada de derivados
en librerias comerciales partiendo de este compuestmitié encontrar 29
ligandos que mejoran su afinidad por el sitio dédmnEl compuesto mas
prometedor es el VS33, con valores de Kd =1 @8Wy MIC [50 uM en B.
subtilisy 20 uM en MRSA.

4.1.2. El cribado virtual y “docking” de ligandos procedes de una pequefia libreria
sintética nos permitio identificar al compuesto UBVicomo cabeza de serie
(Kd = 2.3uM y MIC = 100 uM en B. subtilig. A través de la optimizacion de
este compuesto se identificaron nuevos inhibidofg€M44, UCMS53,
compuest®8) que tienen mayor afinidad de union por el sigongicleétido de

FtsZ y mejor actividad antibacteriana. EI compu&8gresenta una Kd = 0.5
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UM y MIC [5 uM enB. subtilisy 7 uM en MRSA].

4.2.Mediante “docking” y DM se han caracterizado losdo® de union de estos

ligandos.

4.2.1.

4.2.2.

VS33: Este compuesto es estable en el sitio deedtidd y comparte regiones
de interaccion con el GDP; el anillo fendlico seeirta entre la hélice H7 y el
bucle T5 coincidiendo con la base de guanina, maeneél difluorobenceno
establece interacciones con el bucle T4, superpdaie€on la region de los

fosfatos.

UCMs: Los compuestos UCM44 38 interaccionan con el sitio de GTP. El
nuacleo central de estos inhibidores se acomodalepolsillo hidrofobico

localizado entre las hélices H5 y H7, estableciemda interacciomert con el

anillo aromatico de Phe-183. Uno de los brazos &oum puente de hidrogeno
estable con Asp-187 mientras el otro brazo intévaeccon las glicinas de los
bucles T1, T3 y T4. Estas interacciones son cregiglara la unién del
nucleodtido. Los resultados obtenidos nos propoariamna explicacion sencilla

del mecanismo de inhibicion de los UCMs por congéti.
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