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Es verdad, no es un cuento;

hay un Angel Guardian

que te toma y te lleva como el viento
y con los nifios va por donde van.

Tiene cabellos suaves

que van en la venteada,

ojos dulces y graves

que te sosiegan con una mirada
y matan miedos dando claridad.
(No es un cuento, es verdad.)

El tiene cuerpo, manos y pies de alas
y las seis alas vuelan o resbalan,

las seis te llevan de su aire batido

y lo mismo te llevan de dormido.

Hace mas dulce la pulpa madura
que entre tus labios golosos estrujas;
rompe a la nuez su taimada envoltura

y es quien te libra de gnomos y brujas.

Es quien te ayuda a que cortes las rosas,
que estan sentadas en trampas de espinas,
el que te pasa las aguas mafiosas

y el que te sube las cuestas mas pinas.

Y aunque camine contigo apareado,
como la guinda y la guinda bermeja,
cuando su sefia te pone el pecado
recoge tu alma y el cuerpo te deja.

Es verdad, no es un cuento:

hay un Angel Guardian

que te toma y te lleva como el viento
y con los nifios va por donde van.

Gabriela Mistral
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RESUMEN

FisZ de E. coli (EcFisZ) es una proteina de la divisidn celular bacteriana,
polimeriza para formar el anillo Z en el sitio de septacion y es capaz de unir e hidrolizar
GTP. Su polimerizacion in vitro da origen a protofilamentos que interactian y forman
dobles filamentos, que se piensa son la unidad basica para la induccién de hojas por
Ca™y otros policationes. Existe abundante informacién experimental que aborda los
aspectos funcionales de EcFisZ, sin embargo, debido a la ausencia de una esfructura
tridimensional de EcFisZ de alta resolucidn, no es posible hacer la correlacion directa
estructura-funcidén que ayudaria a comprender a nivel molecular el mecanismo de
divisién bacteriana. Las interacciones de EcFtsZ en el protofilamento solo se han
analizado desde estructuras a baja resolucién, es por esto que se desconocen las
superficies involucradas y sus caracteristicas fisicoquimicas. Como objetivo de este
trabajo se generé mediante herramientas bicinforméticas un modelo de alta resolucion
que permitié conocer las caracteristicas de los aminodacides que participan en las
interacciones longitudinales de EcFtsZ, predecir las superficies de interaccién lateral en
el polimero y evaluar el efecto de la presencia del fosfato gamma en el sitio de unién
del nucledtido en las interacciones establecidas en el proceso de polimerizacion.,

Por modelado molecular se construyé modelos para las diferentes
conformaciones tridimensionales que el monémero de EcFtsZ adopta dependiendo del
estado de fosforilacién del GTP. Se usd como estructuras modelo las determinadas por
difraccion de rayos X de cristales de-FtsZ de M. jannaschii (MjFisZ) y dé P. aureginosa
(PaFitsZ) y la determinada por difraccion electrénica de o-tubulina. El modelo 3D de

EcFtsZ mostré un dominio amino y otro carboxilo que se encuentran relacionados por




una superficie inter-dominio de caracteristicas similares a las encontradas en
complejos de tipo permanente. Andlisis de flexibilidad intrinseca (B-factor) y de
movimientos correlacionados sobre el mondmero de EcFisZ mostraron que ambos
dominios se relacionan estrechamente, permitiendo la transmisién de cambios
conformacionales asociados a la actividad GTPasica de EcFtsZ entre el sitio de union
de GTP {dominio amino) y regiones alejadas en el dominio carboxilo.

La superficie de interaccién longitudinal de los mondmeros de EcFisZ en las
diferentes conformaciones se determiné mediante modelado comparativo a partir de la
estructura del heterodimero de af-tubulina, La caracterizacion de estas interfases
indicé que el dimero de EcFtsZ pertenece a un tipo de complejo intermedio entre los
clasificados como permanentes y no permanentes, es decir, la conformacion dimérica
se favorece respecto de su estado monomérico. Sin embargo, la conformacién
dimérica en que ambos monémeros estan unidos a GTP mostré una menor estabilidad
relativa al resto de las conformaciones analizadas.

La prediccion de las superficies de interaccién lateral entre protofilamentos de
EcFtsZ se hizo mediante acoplamiento proteina-proteina con los dimeros modelados.
Se generaron filiros biolégicos basados en la conservacién de secuencias para
proponer una regién de interaccién y discriminar entre los complejos construidos por el
programa de acoplamiento, asi, se hizo un analisis de mutaciones correlacionadas a
partir de un alineamiento multiple de 470 secuencias de FisZ y se encontrd que pares
de residuos distantes mutaban simultaneamente. Se seleccionaron residuos contiguos
y conservados en un 50% con “evolutionary tracing” y se encontré una muy buena
correlacion entre el efecto de las mutaciones puntuales en EcFtsZ y las interfases
predichas por bioinformatica. El caracter no permanente de la interaccién lateral de

FtsZ se establecié por la participacion de dos grupos de residuos, en su mayoria




cargados, relacionados evolutivamente y ubicados uno en el dominio amino (N) y ofro
en el dominio carboxilo (C). Los tetrameros en conformacion GTP mostraron
interacciones laterales preferentes del tipo paralela N-N (AAG e = 8,2 kcal/mol) y anti-
paralela N-C (AAGynen = 6,7 kcal/mol) y en conformacién GDP interacciones del tipo
paralela N-C (AAGyyen =15,7 kcal/mol). Se identificé los aminocacidos que més
contribuyen a la energia de unién de los complejos mediante una exploracién por
mutagénesis computacio.nal de alaninas, asi, la H156 y E152 aportan a la interaccién
paralela N-N con 2,46 kcal/mol y 5,29 kcalimol, respectivamente, la $245 contribuye
con 4,13 keal/mol a la interaccion paralela N-C y la K167 contribuye con 3,79 keal/mol
a la interaccién anti-paralela N-C. Estos aminodcidos son posibles sitios de mutacion
puntual para determinar la importancia de las interacciones laterales y entender a nivel

molecular el mecanismo de polimerizacion de EcFtsZ y su rol en la division celular.




Abstract

The E. coli cell division protein FtsZ (EcFtsZ) polymerizes to form the Z ring at
the septation site and is able to bind and hydrolyze GTP. In the in vifro polymerization
process, proto-filaments interact to form double-filaments. These structures are thought
to be the basic unit required for Ca™- and other polycations -induced sheet formation.
Although a vast amount of experimental data related to FtsZ function can be found in
the literature, the lack of an elucidated high resolution 3D structure makes very difficult
to stablish a correlation between structure and function which would help to understand
the bacterial cell division mechanism at the molecular level. In this regard, the
interactions of FisZ monomers within the protofilament have been analyzed by using
low resolution structures which imposes a limit for the understanding of physical-
chemical properties of the process and the specific surfaces involved. As an aim in this
work, a high resolution model was generated by applying bioinformatics tools. With this
model it was possible to know first the properties of the residues forming part of
longitudinal interactions of EcFisZ, predict lateral interaction surfaces within the polymer
and finally evaluate the effect of the gamma phosphate on the interactions involved in
the polymerization process at the nucleotide binding site.

The different three-dimensional conformations adopted by the monomeric FisZ
depending upon the phosphorylation state of GTP were obtained by comparative
modeling using the crystal structures of FisZ from M. jannaschii (MjFtsZ), P. aureginosa
(PaFtsZ) and the electronic diffraction of a~tubulin. The EcFtsZ 3D model showed two
domains: amino and carboxyl. Each domain is connected to each other by an inter-

domain surface which shares similar features to those found in permanent complexes.




Intrinsic flexibility (B-facfor) and correlated motions analysis on the EcFisZ monomer
showed a highly close relationship between both domains that allows the GTP-
associated conformational changes in EcFisZ between the nuclectide binding site
(amine domain) and far regions in the carboxyl domain to be transmitted.

The longitudinal interaction surface of EcFtsZ monomers in different
conformations was determined through cocmparative modeling using the structure of the
op-tubulin heterodimer. The characterization of these surfaces indicated that EcFisZ
classified into a mid-way category between permanent and non-permanent complexes,
e.g., the dimeric conformation is favored respect to the monomeric form. However,
when GTP is bound to both monomers in the dimeric conformation the stability of the
dimer is lower than those of other conformations analyzed.

The prediction of lateral interaction surfaces among EcFtsZ protofilaments was
performed through protein-protein docking using the previously generated models. It
was necessary to create reliable biologicai filters in order to propose an interacting
region and at the same time to discriminate among the complexes generated by the
docking software. To do so, a correlated mutation analysis was conducted from a
multiple alignment among 470 FisZ sequences, evidencing that distant residue pairs
indeed mutate simultaneously. By evolutionary tracing, adjacent and related residues
which are 50% conserved were selected. A high correlation was found among the effect
of point mutations in EcFisZ on the computationally predicted interfaces. The non-
permanent aspect of FisZ lateral interaction was determined to be caused by two
groups of residues, most of which are charged, evolutionary related and located in the
amino domain (cluster N) and the carboxyl domain (cluster C). The tetramers in the
GTP conformation showed preferably N-N parallel lateral interactions (AAGsn = 8,2

kcal/mol), N-C anti-parallel lateral interactions (AAGynsn = 6,7 keal/mol) and N-C parallel




interactions in the GDP conformation (AAGyqsq = 15,7 keal/mol). Those residues that
contributed most fo the interaction energy were identified through a computational
alanine scanning. H156 and E152 were found to contribute to the N-N parallel
interaction with 2,46 kcal/mol and 5,29 kcal/mol, respectively; $245 contribute with 4,13
kcal/mol to the N-C parallel interaction and K167 with 3,79 kcal/imol to the N-C anti-
parallel interaction. These amino acids might be therefore a target for point mutations in
order to determine the relevance of lateral interactions and understand the

polymerization mechanism of EcFtsZ along with its role in cell division.




INTRODUCCION

La divisién celular bacteriana es controlada por una compleja maquinaria de
proteinas que interactian desencadenando los eventos necesarios para originar las
células hijas, ya sea inhibiendo o promoviendo la formacién del divisoma. Existen al
menos 15'proteinas involucradas, cada una de las cuales ha desarrollado un cierto
grado de especializacion funcional dentro de ias diferentes etapas que, hasta hoy, se
conocen en este proceso (Errington y col., 2003; Vicente y col., 2006).

La mas abundante es FisZ, una GTPasa que posee un rol clave en el proceso
de divisién celular, pues es responsable de la formacién de! aniilo Z, que se ancla a la
membrana interna por medio de ZipA y FisA, y recluta al resto de las proteinas
responsables de la sintesis de mureina y finalmente de la citoquinesis. Sin embargo,
poco se sabe sobre el proceso de ensamblaje de este anillo, de su regulacién y de su
participacién en la constriccién de las membranas para la divisién celuiar (Nogales y
Wang 2006). Ensayos in vitro han demostrado que FtsZ de Escherichia coli (EcFisZ) a
través de interacciones longitudinales polimeriza para formar protofilamentos, similares
a los descritos en los microtubulos de tubulina en eucariontes y estos se asocian para
formar dobles filamentos que se piensa serian polimeros estables (Oliva y col., 2003). El
calcio y DEAE-dextrano inducen la formacién laminas y manojos por la asociacion
lateral de dobles filamentos y este tipo de polimerizacién operaria in vivo en la
formacion del anillo Z (Bramhill y Thompson 1994; Lowe y Amos 1999; Lu y col., 2000).
Las mutaciones puntuales D86K, D96A, S245F, D158A, D187A, D299A, E250A, E238A,
R174D, L68W vy la doble mutante D166K/F268V afectaron la formacion de [aminas y

manojos de EcFtsZ, pues por microscopia electronica mostraron mayormente




protofilamentos simples (Lu y col., 2001). Se sabe que la estabilidad del polimero
depende de la presencia del fosfato gamma de GTP en el sitio de unién del nucledtido,
Una vez liberado el fosfato después de la hidrolisis de GTP se produce la
despolimerizacién y se ha postulado que [a EcFtsZ pasa de una conformacién recta en
el polimero a una conformacion curva, en estado GDP propia de los mondmeros en
solucién. Sin embargo, las formas rectas y curvas de EcFtsZ no se han encontrado
(Huecas y Andreu 2004; Buey y col., 2006). Es por esta razdn es que muchos trabajos
recientes abordan este problema desde un punto de vista estructural y con mutagénesis
sitio-dirigida. Ambas estrategias tienen limitaciones, pues la cristalizacion de una
proteina fija una conformacion y la mutagénesis sitio-dirigida puede afectar la estructura
tridimensional de la proieina lejos del punto de la mutacién. Por este motivo, es
complementaria una aproximacién global bioinformatica que incorpore toda la
informacion disponible y la haga compatible con la funcién de EcFtsZ.

Es indudable que el conocimiento de la estructura cristalografica de una proteina
o un modelo de su estructura tridimensional, ayuda a entender los mecanismos
moleculares que Ia hacen funcional. La estructura de FtsZ del organismo hiperterméfilo
Methanococcus jannaschii (MjFtsZ) ingresada al PDB (Profein Data Bank) como
1fsz.pdb, se obtuvo en presencia de GDP por difraccion de rayos X a 2,8 A de
resolucion (Lowe 1998). A partir de esta estructura sé observa que MjFtsZ posee dos
dominios, uno amino con un motivo de plegamiento tipo Rossmann propio del sitio de
unién del GTP y el dominio carboxilo con plegamiento similar al de la corismato mutasa,
que interactla con el dominio amino de oftro mondmero induciendo la actividad
GTPasica y con otras proteinas como ZipA y SulA involucradas en la divisidén celular
(Romberg y Levin 2003). Posterior a la cristalizacion de MjFtsZ, se obtuvo la estructura

de FtsZ de P. aeruginosa (PaFtsZ) en presencia de GDP y acomplejada con SulA, un




inhibidor de la divisién celular, la interfase entre ellos esta dada por el lazo T7 de FtsZ
opuesto al sitio de unién del nucledtido, por lo que se postula que es este el mecanismo
de blogqueo de la polimerizacian, el complejo se obtuvo por difraccién de rayos X a 2,1 A
de resolucién y se ingresé al PDB como 16fu.pdb (Cordell y col., 2003).

Con el fin de visualizar el cambio estructural entre la conformacién GDP y GTP
de MjFtsZ el cristal del dimero sin nucledtido se embebié en una solucion con GTP y se
determinaron sus coordenadas (1wBa.pdb) y FisZ de Mycobacterium tuberculosis
(MtbFtsZ) se cristalizé en las conformaciones GTP y GDP (irlu.pdb, 1rq7.pdb) (Leung y
col., 2004). El analisis de estas estructuras reveld que los cambios estructurales se
restringlan a pequefias zonas (Buey y col., 2006). El plegamiento de FtsZ no requiere
de chaperonas (Andreu y col., 2002), por lo tanto para definir la relacidn entre el dominio
amino y el carboxilo con la actividad GTPasica, ambos dominios de FisZ de Thermotoga
maritima (TmFtsZ) se expresaron por separado. Al agregar GTP al dominio amino, no
se detectd actividad GTPasica y solo se recuperé al juntar ambos dominios (Cliva y col.,
2004). Este antecedente sugiere que la interaccidn de ambos dominios a través de su
interfase favorece la estructura funcional de la proteina.

La estructura de los polimeros de MjFtsZ ha sido resuelta a baja resolucién y se
encontré que los dobles filamentos interactuaban lateralmente a través de los dominios
amino (Oliva y col., 2003).:La interaccién lateral entre dobles filamentos se hizo
ajustando la estructura tridimensional de MjFtsZ al patrén de difraccion electrénica a
baja resolucién de una lamina (Lowe y Amos 1999). Se concluyd que las interacciones
laterales entre los dobles filamentos era anti-paralela y a través de los dominios
carboxilos. Este lltimo resultado no permite afirmar en forma concluyente que la
interaccién lateral entre dobles protofilamentos se produce a través del extremo

carhoxilo.




La estructura tridimensional de EcFtsZ no se ha obtenido por métodos
experimentales, por estas razones se construy6 un modelo a partir de [as estructuras
conocidas. Para su prediccion se utilizé el modelado comparative que usa como molde
(templado) las estructuras de proteinas homdlogas determinadas experimentalmente
para generar un modelo tridimensional de la proteina de interés. Sus mayores
limitaciones son errores en el alineamiento entre el molde y la secuencia a modelar y en
la prediccion de regiones correspondientes a lazos. Por ofro lado, el contar con
informacién estructural de mas de un homologo hace posible obtener un mejor
alineamiento de secuencias y complementar regiones de la proteina que gueremos
modelar que no estuvieran presentes en alguno de los moldes (Sali y col., 1995; Fiser y
col.,, 2000). Para modelar [a estructura de EcFisZ, disponemos de una serie de
estructuras determinadas experimentalmente y gracias a las cuales se construyd
modelos tridimensionales de EcFtsZ en sus diferentes conformaciones, unida a GTP,
GDP y como filamento simple y doble. Con los modelos estructurales de EcFtsZ es
posible hacer acoplamiento proteina-proteina para predecir la interfase de interaccion
lateral entre protofilamentos de FtsZ y estudiar el efecto del estado de fosforilacion del
nucledtido en la interaccion. 5

En esta memoria se utilizara una estrategia bioinformatica para correlacionar la
estructura tridimensional de 'jEthsZ con las interacciones longitudinales y laterales
responsables de la formacidon de sus polimeros. Por este motivo se hara una breve
introduccién de las herramientas bioinformaticas, evolutionary tracing (ET), mutaciones
correlacionadas y exploracién por mutagénesis computacional de alaninas.

Evolutionary tracing (ET). Es aconsejable antes de hacer una mutacidn tener en
consideracion los efectos que esta producira sobre la estructura y la funcion de la

proteina. Es habitual comparar la actividad de la proteina siivestre con la mutada para




identificar un residuo o region esencial para su funcién. Esta estrategia utilizada para
determinar superficies de interaccién proteiha-proteina, se puede enriquecer
reconociendo que la mayor conservacion de los residuos de una interfase respecto del
resto de la superficie de la proteina, permite hacer una prediccién del sitio de interaccion
proteina-proteina con un 80% de certeza (Halperin y col., 2004). El métoda de
“evolutionary tracing", investiga las mutaciones y cambios funcionales que han ocurrido
producto de la evolucién, tanto a la proteina como a la familia a la que pertenece, de
manera que se le coloca en un contexto mas amplio. El analisis ET sostiene que los
residuos que definen la arquitectura de una proteina son, en su mayoria, invariantes, a
diferencia de los residuos que participan directamente en la funcién especifica de la
protelna, que al ser sustituidos producen variaciones funcionales. ET clasifica los
aminoacidos de una secuencia segtin su importancia evolutiva, y demuestra que los
residuos mejor evaluados forman grupos estructurales que coinciden con los sitios
funcionales (Lichtarge y col., 2003).

Anélisis de Mutaciones Correlacionadas. lLas proteinas implicadas en la
formacion de complejos macromoleculares presentan especificidad de interaccién, de
manera que existen redes de contactos inter-residuos responsables de mantener esta
especificidad y consecuentemente, la funcién de la proteina. Durante un proceso de
adaptacién evolutiva la secu?ncia de aminoacidos que participa en la interfase de
interaccion proteina-proteina del complejo -debe reflejar estos cambios, es decir,
mutaciones en una proteina deben ser compensadas con mutaciones en la ofra
proteina, sin afectar la funcién del complejo (Olmea y Valencia 1997; Pazos y col,,
1997). Por ejemplo, si existe cierta complementacién en los volimenes de un par de
residuos que se encuentran interactuando, la sustitucion del residuc de menor volumen

por otro de mayor volumen, podria provocar una desestabilizacion estructural que




afectaria la complementariedad de la superficie de interaccion, sin embargo, si a la vez,
es sustituido el residuo hasta ahora intacto, por ofro de menor tamafio, el impedimento
estérico generado por la primera mutacién desapareceria recuperando la funcionalidad
de la proteina.

Un buen ejemplo de la aplicacion del analisis de mutaciones correlacionadas es
la determinacién de la interfase de interaccion en el homodimero FtsA-FtsA. Esta
superficie de interaccién se determind al comparar la capacidad de unién de FtsA con
una biblioteca de péptidos, provenientes de su estructura., El segmento identificado
como importante en la interaccion FtsA-FtsA coincidié con el resultado de mutaciones
correlacionadas, y sirvié para la construccion de un modelo 3D del homodimero de FtsA
(Carettoni y col., 2003).

Exploracién computacional de alaninas. Esta estrategia se basa en una
exploracion de alaninas en la que se mutan uno a uno los residuos por alanina de
manera experimental, se utiliza como una herramienta efectiva para analizar las
interacciones en las interfases proteina-proteina (Huo y col., 2002). Sin embargo, el
método experimental es demoroso, pues requiere de la construccién de mutantes por
cada residuo analizado y esta dificultad no se presenta en el método computacional. En
ambos métodos, las sustituciones individuales de los aminoacidos involucrados en la
interfase de interaccién permitieron distinguir los aminoacidos esenciales. Asi, se
denomind residuos clave a los residuos energéticamente mas imporiantes (AAGign>1
kcal/mol) en la union de la hormona del crecimiento y su receptor, donde solo una
pequefia parte de los residuos pertenecientes a la interfase contribuyen mayormente a
la energia de unién de las proteinas del complejo (Clackson y Wells 1995). Trabajos
posteriores sugirieron que la presencia de residuos clave en una fraccion de la

superficie de interaccidén es una propiedad de la mayoria de los complejos proteina-
e




proteina (Bogan y Thorn 1998), de manera que se han creado bases de datos de
mutaciones por exploracion de alanina de complejos conocidos y su efecto sobre la
constante de afinidad (Thorn y Bogan 2001) y a la vez, se han disefiado modelos
computacionales que simulan estas sustituciones y son capaces de predecir los
cambios de energia libre de unidn determinados experimentalmente (Kortemme y col.,
2004).

Para determinar las caracteristicas de las superficies de las interacciones
dominio-dominio, longitudinales en un protofilamento y laterales en una sabana se
analizaron sus propiedades estructurales en los cristales y en los modelos construidos
en esta memoria. Con este proposito, se siguid la estrategia empleada para caracterizar
la interacciéon proteina-proteina a partir de complejos cristalizados. A partir de los
aminoacidos responsables de la interaccidon entre las proteinas se definié la formacién
de puentes de hidrégeno inter-proteina, porcentaje de aminoacidos hidréfobos,
complementariedad geométrica y el area involucrada en la interaccién. Dependiendo de
los valores enconfrados se clasificaron los complejos en permanentes (donde las
proteinas solo se pueden separar por desnaturacion) y no permanentes (Jones y
Thornton 1996; Henrick y Thornton 1998; Nooren y Thornton 2003). )

A partir de la estructura de los polimeros de EcFtsZ, se distinguen 3 tipos de
interaccion fundamentales gara su funcionalidad. Estas interacciones se pueden
ordenar de acuerdo a su afinidad relativa, asi, en orden jerarquico tenemos la
interaccidn inter-dominio, la interaccién longitudinal entre monémeros de FitsZ y la
interaccion lateral entre protofilamentos. La estrategia para caracterizar las superficies
de las dos primeras interacciones y para predecir las regiones de interaccion laterales

en FtsZ, consistidé en la generacion de modelos estructurales a través de modelado




comparativo en los distintos estados de polimerizacidn y en las diferentes
conformaciones inducidas por el estado de hidrdlisis de GTP.

Para abordar desde un punto de vista estructural [a importancia de la actividad
GTPasica en el mecanismo de polimerizacion de FtsZ, se determiné las regiones de la
estructura de FisZ que participan en esta actividad. En general, al considerar el
pardmetro de flexibilidad estructural es posible identificar como regiones rigidas a
aquellas zonas que estan mas bien relacionadas con su estabilidad estructural y como
regiones flexibles a aquellas relacionadas con la funcionalidad, de manera que una
mutacién en zonas flexibles de una proteina no afectaria su estabilidad estructural,
pero si afectarfa su funcion (Hilser y col., 1998; Freire 1999). Un factor estructural
considerado en esta memoria para evaluar |a flexibilidad intrinseca de FisZ en estado
cristalino es el factor termal o B-factor, el cual se relaciona linealmente con el
movimiento térmico de cada dtomo y es obtenido a partir de los datos experimentales
de la cristalizacion (Yuan y col., 2003). In sifico, una simulacién de dinamica molecular
sobre la estructura de FisZ permitird establecer la existencia de movimientos
correlacionados entre el lazo T3, directamente implicado en la hidrélisis del GTP (Diaz
y col, 2001), y elementos estructurales distantes entre si, localizados tanto en el
dominio amino, el cual posee el bolsillo de unién del nucledtido y en el dominio

carboxilo de la misma molécula,




Objetivo General

Predecir y caracterizar las interfases inter-dominio, de interaccién longitudinal y lateral

de FtsZ y determinar el efecto de la hidrolisis del GTP sobre estas interacciones.

Hipdtesis

“Las propiedades de las superficies de interaccion longitudinal y lateral de EcFtsZ

permitiran predecir que la interaccion lateral es entre los dominios amino y depende de

la presencia del fosfato gamma de GTP en el sitio del nucledtido”.

Objetivos Especificos

1.

Construir los modelos tridimensionales de EcFisZ, como monomero y dimero
mediante modelado comparativo.

Acoplamiento proteina-proteina para la construccion de tetrameros de FtsZ y
aplicacion de filtros bioldgicos para su seleccion,

Caracterizar las superficies de interaccion de las interfases inter-dominio, y de
las interacciones longitudinales y laterales de FisZ.

Analisis de la flexibilidad intrinseca de FisZ y de los movimientos

correlacionados de su estructura asociados a la actividad GTPasica.
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MATERIALES Y METODOS

Construccion del modelo 3D del mondmero de EcFtsZ unido a GDP y GTP
medianfe modelado comparativo de proteinas. Las estructuras cristalizadas de
MjFtsZ (1fsz.pdb) y de PaFtsZ (1ofu.pdb) (Lowe 1998; Cordell y col., 2003), disponibles
desde el Protein Data Bank, se utilizaron como moldes para la construccion del modelo
tridimensional de la estructura de EcFisZ unida a GDP. Estas proteinas presentan un
40 y un 58% de identidad de secuencias con EcFtsZ, respectivamente. Se alined
estructuralmente la cadena A de 1ofupdb con 1fsz.pdb usando el algoritmo CE
(Shindyalov y Bourne 2001). A este alineamiento se agregé la secuencia de EcFisZ
usando la subrutina de alineamientos en bloque (align_block.top) disponible en
Modeller v6.2 (Sali y col., 1995). El alineamiento final se usd para construir el modelo
del monémero de EcFtsZ-GDP con el programa Modeller v6.2. En la figura 1 se

esquematiza el alineamiento generado.

Amincdcides  Nucledtido

—r——

Estruc. MjFisZ S/ - *
Estruc. RaFtsZ / GDP *
Sec. EcFisZ / v *

Figura 1. Esquema resumen de los alineamientos utilizados para la construccién
de EcFtsZ monomérica unida a GDP. Se representa el alineamiento utilizado para la
construccidon del modelo 3D de EcFtsZ en estado monomérico unido a GDP a partir de
las estructuras de MjFtsZ (1fsz.pdb) y PaFtsZ (1ofu_A.pdb) unidas a GDP. Simbologia:
(/) indica el final de la secuencia aminoacidica, (-) indica un gap en el alineamiento, (.)
indica heteroatomo y (*) el final del modelo.
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Para la construccién del modelo 3D de EcFtsZ unida a GTP se hizo un
alineamiento estructural con el algoritmo CE entre 1fsz.pdb y la subunidad « de la
estructura de tubulina que se encuentra unida a GTP (1jff.pdb) (Nogales y col., 1988),
asi, este alineamiento se utilizé para construir el modelo 3D de MjFtsZ unida a GTP.
De la misma forma se disefi¢ el monémero de PaFtsZ unida a GTP. Luego, ambas
estructuras se usaron como moldes para generar el modelo 3D de EcFisZ en estado

monomérico y unida a GTP (EcFtsZ-GTP) con Modeller v6.2 (figura 2).

Aminodcidos  MNucledtide Amincacidos  Nucledlido
- ———
Estruc. o.-Tub /G6TP* | Esfruc, a-Tub /GTP*
Sec. MjFtsZ / - + | Sec.PaFtsZ VAR
Estruc. MjFtsZ / - *
Estruc. PaFisZ / GTP «
Sec. EcFisZ /

Figura 2. Esquema resumen de los alineamientos utilizados para la construccioén
de EcFtsZ monomérica unida a GTP. En la parte superior se observan los
alineamientos utilizados para la construccion de las estructuras de MjFtsZ y PaFtsZ
unidas a GTP a partir de la estructura de o-tubulina. En la parte inferior, la
representacién del alineamiento usado para la construccion del modelo 3D de EcFtsZ-
GTP en estado monomérico a partir de las estructuras de MjFtsZ y PaFtsZ unidas a
GTP. Simbologia: (/) indica el final de la secuencia aminoacidica, (-) indica un gap en el

alineamiento, (.) indica heteroatomo y (*) el final del modelo.
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Los 30 modelos generados en cada caso se construyé con el nivel de
refinamiento dado por la subrutina refine_4 de Modeller v6.2, que utiliza el campo de
fuerza de Charmm para acomodar las cadenas laterales de los residuos segin su
ambiente sin afectar [a distribucion de los carbonos alfa de la molécula. Se selecciond
el modelo 3D de menor pseudo-energia entregado por Modeller v6.2 (valor estadistico
gue indica que este modelo fue el que cumplid mejor las restricciones extraidas del
molde), y el mejor evaluado de acuerdo al valor de pseudo-energia entregado por
Prosall, que evallla la probabilidad de que el modelo construido se haya generado a

partir de un molde adecuado (Sippl 1993).

Construccion del dimero longitudinal de MjFtsZ y de PaFtsZ unidos a GTP y
GDP. Se alined estructuralmente (con el algoritmo CE) el herodimero de afp-tubulina
(1jff.pdb) con MjFtsZ (1fsz.pdb) y PaFtsZ (lofu.pdb) (figura 3A). Con el programa
Modeller v6.2 se construyeron 30 modelos en que se considerd los heteroatomos GTP
y GDP como se muestra en la figura 4. Se usé la subrutina de refinamiento refine 4 y
se eligié el mejor modelo de acuerdo a la evaluacién de Prosall. El resultado fue la
estructura dimérica de MjFtsZ unida a GTP y GDP de 627 aminoacidos y la estructura

dimérica de PaFtsZ unida a GTP y GDP de 610 residuos.

Construccion del dimero longitudinal de EcFtsZ unido a GTP y GDP (EcFtsZ-
GTP/EcFtsZ-GDP). Los modelos diméricos de MjFisZ y de PaFisZ obtenidos
anteriormente se usaron de molde para obtener el modelo dimérico de EcFtsZ. El

alineamiento para modelar el dimero de EcFtsZ se muestra en la figura 3B.
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De manera esquematica se presenta en la siguiente figura el mismo

alineamiento (figura 4).

Aminodaidos Nucladlides Aminodcidos Nucledtidos
4 o B Y J e o Y \
Estruc. of-Tub /- /GTP GOP * Estruc. ap-Tub /- /GTP Gop *
Sec. MjFisZ /- S - s Sec. PaFIsZ /. S e e
o B
Estruc. MiFtsZ / - =
Estruc. PaFisZ - I’ ,’GTP GDP*
Sec. EcFisZ vh / v e ow

7

Figura 4. Esquema resumen de los alineamientos utilizados para la construccién
del dimero longitudinal de EcFtsZ unido a GTP y GDP. En la parte superior se
observan los alineamientos utilizados para la construccion de los dimeros de MjFisZ y
PaFtsZ unidos a GTP y GDP a partir de la estructura de op-tubulina. En la parte
inferior se muestra la representacion del alineamiento usado para modelar la estructura
3D de EcFtsZ en estado dimérico unido a GTP y GDP a partir de las estructuras de
MjFtsZ y PaFtsZ. Simbologia: (/) indica el final de la secuencia aminoacidica, (-) indica
un gap en el alineamiento, (.) indica heteroatomo y (*) el final del modelo.

Construccién del dimero longitudinal de EcFtsZ unido a GDP en ambas
subunidades (EthsZ-GDPI?thsZ—GDP). A pariir del alineamiento mostrado en la
figura 5 se construyé por modelado comparativo el dimero de EcFtsZ en conformacion
GDP. Para el modelo de la subunidad o del dimero de EcFtsZ se usé como moldes la
estructura cristalizada de MjFtsZ (1fsz.pdb) y la estructura de PaFisZ (tofu.pdb),

ambas unidas a GDP. Para el modelo de la subunidad B se usé B-tubulina y su

correspondiente nucleétido. En el alineamiento se considerd parte de los aminoacidos
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de la interfase de a-tubulina para mantener la interfase longitudinal determinada por su

estructura dimérica.

Am@c’t\fﬂdos Nucleétidos
: ™ —
o B
Estruc. ap-Tub —-— / / — GDPx
Estruc. MjFtsZ fm e e /- -
Estruc. PaFisZ e - /GDP — *
Sec. EcFisZ / VAR

Figura 5. Esquema resumen de los alineamientos utilizados para la construccién
del dimero longitudinal de EcFtsZ unido a ‘GDP en ambas subunidades.
Simbologia: (/) indica el final de la secuencia aminoacidica, (-) indica un gap en el
alineamiento, (.) indica heteroatomo y (*) el final del modelo.

Construccién del dimero longitudinal de EcFtsZ unido a GTP en ambas
subunidades (EcFtsZ-GTP/EcFtsZ-GTP). Se construyd el dimero de EcFisZ en
conformacién GTP a través de modelado comparativo de acuerdo al alineamiento
mostrado en la figura 6. Para el modelo de la subunidad o del dimero de EcFisZ se
usé a-tubulina y su correspondiente nucledtido. Para el modelo de la subunidad B se
uso el monémero EcFtsZ unido a GTP. En el alineamiento se considerd parte de los
amino&cidos de la interfase de B-fubulina para mantener la interfase longitudinal
determinada por su estructura dimérica. En lfl figura 6 se esquematiza el alineamiento

utilizado.
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Amwdos Nucledtidos

' o B I (_A_\

Estrue. G.B-Tllb / "--'/GTP — %
Estruc. monEcFisZ —wememe—————o / / — GTP*
Sec. EcFisZ ‘ / /S - -

Figura 6. Esquema de los alineamientos utilizados para la construccion del
dimero longitudinal de EcFtsZ, con GTP unido a ambas subunidades.
Simbologia: (/) indica el final de ]a secuencia aminoacidica, (-) indica un gap en el

alineamiento, (.)indica heteroatomo y (*) el final de! modelo.

Evaluacion de los modelos. Para evaluar los distintos modelos se usé el programa
Prosall (Sippl 1993). El programa entrega un valor de pseudo-energia basado en
potenciales estadisticos que permite discriminar entre un modelo 3D construido a partir
de un molde con un tipo de plegamiento correcto y si el alineamiento entre la
secuencia del molde y la secuencia del modelo es adecuado. El valor de pseudo-
energia entregado por Prosall se convierte en un valor de probabilidad (pG) que
corrige por el largo de la secuencia. Si el valor de pG es igual a 1 significa que Prosall
permite distinguir el valor de pseudo-energia obtenido para el modelo de los valores de
pseudo-energia obtenidos para una distribucion de modelos basados en moldes y
alineamientos al azar (Sanche{z y Sali 1998).

Modelado explicito de lazos. La evaluacion de las regiones menos confiables de los
modelos obtenidos para los dimeros de EcftsZ, se realizé con un alineamiento mtitiple
de los 10 mejores modelos construidos. La superposicién de sus perfiles de pseudo-
energia obtenidos de Prosall mostré zonas de las estructuras donde hay variaciones

importantes entre un modelo y otro, estas zonas corresponden a lazos. Los lazos
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generalmente requieren modelado independiente para obtener su conformaciéon mas
probable (Fiser y col., 2000).

El método de modelado de lazos consiste en representar un segmento de la
proteina con todos sus atomos, a excepcidn de los atomos de hidrégeno, de acuerdo a
las preferencias estadisticas y restricciones espaciales que incluye el campo de fuerza
Charmm27 como son: los angulos de enlace, el largo de enlace, los angulos dihedros,
puentes de hidrégeno, constantes de solvatacion, etc. Con dinamica molecular y
simulating anneling se obtuvo 500 conformaciones distintas para los lazos indicados en
la tabla 2 (Fiser y col., 2000).

Los calculos de las conformaciones de los lazos se distribuyeron en un racimo
de computadores mediante el programa de distribucién Codine de SUN microsystem.
Para esto, se programé una serie de programas en Perl, el primero de ellos
(./prepara_nodos.sh) copia los archivos necesarios para los calculos en cada nodo. El
segundo archivo (reparte_loop.pl) determina el ndmero de modelos que construye
cada nodo. El tercer programa (distrib_loop.csh) da instrucciones al programa de
distribucién Codine para ejecutar las tareas requeridas en cada nodo. Finalmente, el
script (ejecuta_loop.pl) obtiene las regiones modeladas mediante el programa Modeller
v6.2. y la subrutina Loop- Los modelos generados se compararon entre si usando la
subrutina Maling3d de Modeller v6.2 para determinar el RMSDgcqaco) entre las
conformaciones obtenidas. A partir de un grafico de RMSD(cco.co ¥ €l valor de energia
de cada modelo se selecciond la conformacién mas probable para un determinado lazo

en el dimero de EcFtsZ.
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Caracterizacion fisicoquimica de las interfases. Se analizé las interfases de la
interaccion longitudinal de EcFisZ en todos los estados de fosforilacion del nuclestido
(GTP/GDP) en el dimero, en el heterodimero de aB-tubulina (1jff.pdb) y en el dimero de
MjFtsZ {1w5a.pdb). Ademas, se caracterizaron las interfases de interaccion lateral de
EcFtsZ en cada uno de los tetrameros modelados en distintos estados del nucledtido
(GTP/GDP) y se caracterizaron las interfases inter-dominio de PaFtsZ (1ofu_A.pdb), de
Mycobacterium tuberculosis (MtbFtsZ) (1rq7.pdb), de MjFtsZ (1fsz.pdb) y del modelo
3D de EcFitsZ. Los pardmetros utilizados para esta caracterizacion son el valor de
AASA, el numero de enlaces de hidrégeno por 100 A? AASA, el volumen gap vy el
porcentaje de residuos hidrofébicos. Estos parametros se definen a continuacion: 1) El
area de accesibilidad al solvente, ASA, es el drea que describe el centro de una esfera
de 1,4 A de radio, que representa a la molécula de agua, al “rodar’ por la superficie
molecular manteniendo el contacto con los atomos a [a distancia de van der Waals
(VW) '(esquema A). El valor AASA para un dimero AB formado por Ia interaccién entre
un mondmero A y uno B es % ((ASA(A) + ASA(B) — ASA(AB)) estos valores se
obtuvieron usando el servidor Profein-Protein Interaction Server v1.5

http://www.biochem.ucl.ac.uk/bsm/PP/server/ {Jones y Thornton 1996).

ASA

Esquema. Diagrama de las metodologias empleadas para los célculos de (A)
superficie de accesibilidad al solvente y (B) complementariedad geométrica.
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Se consideré6 como residuos de interfase a aquellos aminoacidos que
presentaron una diferencia en el valor de ASA mayor a 1 A? entre los estados libre y
acomplejado. 2) Nimero de enlaces de hidrégeno por 100 A? AASA, es calculado

usando HBplus, www.biochem.ucl.ac.uk/bsm/hbplus/home.html. El programa genera

un conjunto de posibles posiciones para los atomos de hidrégeno que asigna para la
estructura y define cada enlace de hidrégeno entre donantes y aceptores (McDonald y
Thornton 1994). 3) Volumen gap, es una medida del volumen de la cavidad vacia que
queda en la superficie de interaccién entre los monémeros y se calcula usando el

programa SURFNET, http:/fwww.biochem.ucl.ac. uk/~roman/surfnet/surfnet.html

(Laskowski 1995). Este método ubica esferas (sonda) entre los dtomos involucrados en
la superficie de interaccién proteina-proteina, estas esferas varfan sus radios desde 1 a
5 A, de manera de cubrir el maximo volumen posible respetando el radio de van der
Waals (VW) de los atomos de la interfase. Asi, la suma de todas las esferas da una
medida del volumen total (V) entre las dos sub-unidades (esquema B). 4) Porcentaje
de residuos hidréfobos en la interfase proteina-proteina se obtuvieron usando el

servidor Protein-Protein Interaction Server v1.5 (Jones y Thornton 1996).

Acoplamiento proteina-proteina. El método de acoplamiento proteina-proteina es una
técnica para predecir si una:molécula se unira a otra, usualmente una proteina. El
acoplamiento entre una protéina y un ligando se hace a través de modelado de su
interaccion: si la geometria del par es complementaria e involucra interacciones
bioquimicas favorables, entonces el ligando se unira a la proteina in vitro o in vivo. Esta
técnica considera a las moléculas como cuerpos rigidos, las que interactitan dejando a
una de ellas estatica y a la otra movil (generalmente la de menor tamario) para permitir

la rotacién en torno de la primera y la generacion de los distintos complejos. El complejo
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proteina-proteina mas probable se selecciona de acuerdo al cumplimiento de cr'iterios
geomeétricos y fisicoquimicos definidos por las bases de datos de complejos proteicos
cristalizados. Luego, se incluye el parametro de flexibilidad, donde se permite a las
cadenas laterales de los residuos de la iftérfase adoptar las conformaciones de minima
energia.

El complejo cristalizado FtsZ-SulA (1ofu.pdb) se utilizé como control positivo
para la prediccién de superficies de interaccién y la metodologia para determinar la
seguridad de la prediccion consistié en trazar sobre la interfase de FtsZ del complejo
cristalizado una circunferencia de radio 10 A que incluyé los residuos de la interfase de
interaccién FtsZ-SulA y otra del mismo radio que incluyd los residuos de la interfase
predicha. La distancia entre los centros de ambas circunferencias fue de 3 A, es decir
existe un 80% de superposicién entre ambas supeificies, lo que indicé una muy buena
coincidencia de las areas analizadas.

El programa 3D-dock se eligid por su buena evaluacion en el dltimo
Benchmarck para acoplamiento proteina-proteina (www.bmm.icnet.uk/docking) (Carter
y col., 2005). Consta basicamente de tres etapas: FTDock, que genera 10.000 modelos
de acuerdo a su complementariedad de superiicie y potencial electrostatico, luego
RPScore, que ordena los complejos generados en una clasificacion jerdrquica segin la
probabilidad de los residuos a encontrarse en la interfase de interaccion y MultiDock
que realiza una minimizacién de energia y refina los complejos anteriores. En nuestro
caso, debido al gran numero de atomos implicados en la interfase y el alto costo
computacional que implicaba, esta etapa se reemplazé con minimizaciones de energia

utilizando Charmm?27. Asi, los dimeros obtenidos por modelado comparativo se

utilizaron para predecir la interaccién lateral entre protofilamentos de EcFtsZ. En la

figura 7 se esquematiza la metodologia empleada en la construccién de los tetrameros.

o
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Para hacer una seleccidn de los complejos construidos por acoplamiento
proteina-proteina, se incorporaron analisis evolutivos que predicen superficies de
interaccion proteina-proteina a partir de la secuencia de aminoacidos (Pazos y col.,

1997).

Andlisis de mutaciones correlacionadas. Este andlisis considera que las proteinas
estdn sometidas a una presion selectiva. Esto significa que las proteinas en un
complejo deben co-evolucionar de manera que mantengan la complementariedad
geométrica o la atraccion por cargas que conserva la funcionalidad de estas. El andlisis
se hizo a partir de un alineamiento de 470 secuencias de FitsZ (1fsz.hssp) (Schneider y
col., 1997). El programa para calcular la correlacién estadistica entre los aminoacidos
fue Plotcor (aporte del Dr. Alfonso Valencia del Centro Nacional de Biotecnologia,
Espana) (Pazos y col.,, 1997). Las correlaciones encontradas se exfrapolaron a la
secuencia de FtsZ de E. coli y se seleccionaron segiin los siguientes criterios:

- Se elimind las correlaciones con un coeficiente de correlacién (r) menor a 0,58,
debido a que pares de aminoacidos con valores menores de r, se enconfraron mas
bien aislados que agrupados sobre una posible cara lateral.
- Se descart6 residuos con un porcentaje de conservaciéon mayor a 90%.

- Se considerd los pares de aminoacidos ubicados en la superficie de la proteina,
es decir residuos con un porcentaje de ASA de al menos un 10% de su superficie total.
- Se descartd los residuos que participan en la interaccion longitudinal,
considerando como interfase todos los residuos que estuvieran a menos de 5 A de una

y otra cadena de acuerdo el modelo dimérico de EcFtsZ construido anteriormente.
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Evolutionary tracing (ET). Basado en un alineamiento de 270 secuencias de FtsZ con
identidades superiores a un 40% alineadas segiin HSSP. El programa ET identificd los
residuos con un 50% de conservacion y que, ademas se agrupan en la estructura 3D
de {a proteina. El programa ET pertenece al paquete DS Modeling v1.1 (Copyright (C)
2001-2003 by Accelrys). Este criterio de seleccion se incorporé como segundo filtro
evolutivo para clasificar [os complejos obtenidos en Ja prediccion de interaccion lateral

a través del acoplamiento proteina-proteina.

Exploracién computacional de alaninas. Como, herramienta para determinar la
estabilidad de los tetrameros obtenidos de acuerdo a su tipo de interaccion, se utilizé
un acoplamiento computacional de alaninas para interfases, servidor Robetta

www.robetta.bakerlab.org (Clackson y Wells 1995). El pragrama hace un analisis sobre

la estructura de un cémplejo proteico e identifica los aminoacidos energéticamente
importantes en la interaccion y que desestabilizarian el complejo al ser cambiados por
alanina (hot spots). Este método usa una funcién de energia libre para calcular el
efecto de una mutacién por alanina en la superiicie de interaccion de un complejo
proteina-proteina. La funcion consiste en una combinacién del potencial de Lennard
Jonnes (término de repulsibn = Eiyepu Y atraccion = Epwwae) para describir el
empaquetamiento atémico de las interacciones, un modelo de solvatacion implicita
(Gsa), €! potencial de puentes de hidrégeno--dependientes de la orientacién atémica
obtenido desde estructuras de alta resolucion (Eygp.c), Ensc.cy) Y términos estadisticos
que consideran los rotameros probables. Asi, se calculd la energia de estabilizacion del

complejo y la de sus componentes en estado libre con la siguiente ecuacion:
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AG = Waac Evvatrac + Wirepu Eisreput + Whispcy Exscy + Whise-c) Ensic.cy + Waot Geal
donde W, es la ponderacién de cada término en la funcién final.
Luego, la diferencia entre la energia de unién del complejo mutado y la del
complejo silvestre esta dada por:

AAGyisn = (AGH g - AGMT, — AGMT) - (AGW 45 - AGWT, - AGYTR)

Analisis de movimientos correlacionados. Utilizando la estructura modelada del
mondémero de EcFtsZ como estructura inicial, se realizé una simulacién de dinamica
molecular de 1 ns con el programa Gromacs v3.0 (Van Der Spoel y col., 2005). El
archivo PDB se leyd y re-escribié al formato Gromacs, en el cual se agregaron atomos
de hidrégeno. Se selecciond el campo de fuerza Gromos96 y ia proteina se sumergid
en una caja cubica de agua. Se consideraron 18 atomos de sodio para mantener la
neutralidad del sistema. Se hizo una minimizacién de energia de 1 ps, luego se
equilibré durante 200 ps a 300 °K, y se realizd una simulacién de dindmica durante 1
ns. Se rescatd la trayectoria de la dinamica con 400 instantaneas. Se analiz6 [a matriz
de co-varianza de movimientos para los carbonos alfa y se identificd la estructura
secundaria correspondiente a FisZ. Se localizaron en la matriz los residuos cercanos

al GTP para analizar la existencia de correlacion entre ellos y el resto de la estructura.
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RESULTADOS

PREDICCION DE LA ESTRUCTURA 3D DE EcFisZ EN SUS DIFERENTES

ESTADOS CONFORMACIONALES.

No se conoce la estructura tridimensional de FtsZ de Escherichia coli (EcFtsZ)
por este motivo en esta tesis se utilizaron herramientas bioinformaticas para construir
un modelo de su estructura. El Modelado Comparativo es el método mas apropiado
para generar el modelo 3D de una proteina, pues se basa en informacion evolutiva y
estructural (Sali y col., 1995), En este caso, las estructuras de FisZ de M. jannaschii
(MjFtsZ) y de P. aeruginosa (PaFtsZ) estan disponibles en el PDB y poseen GDP en el
sitio de unién de nucledtido, Esto junto a su alto porcentaje de identidad de secuencia
respecto de EcFtsZ permitid utilizarlas como moldes estructurales de la conformacion
GDP del mondémero de EcFtsZ. La .conformacién GTP se modeld utilizando como
molde la estructura de o~tubulina del heterodimero de «f-tubulina, su homéloga en
eucariontes, pues su estructura tridimensional con GTP esta resuelta a 3,5 Ay es apta

como molde para el monémero de EcFtsZ unido a GTP y como polimero.

Construccion del modelo 3:D del mondmero de EcFfsZ unido a GDP y GTP. A
partir de las estructuras de los cristales de PaFtsZ (1ofu.pdb) (Cordell y col:, 2003), y
MjFtsZ (1fsz.pdb) (Lowe y Amos 1998) y de la estructura resuelta por difraccion
electrénica de ap-tubulina (1jif.pdb) {Nogales y col.,, 1998) se construyeron por
modelado comparativo las estructuras de EcFisZ en estado monomérice unidas a GTP

y GDP, respectivamente (ver Materiales y Métodos). En Ila figura 8 se muestran las
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estructuras de las proteinas antes mencionadas y de los modelos de la estructura 3D

de los complejos EcFtsZ-GDP y EcFtsZ-GTP.

ap-tubulina

Figura 8. Estructuras tridimensionales de MjFtsZ, PaFtsZ y af-tubulina, y de los
modelos de EcFtsZ-GTP/GDP. A. Estructuras de los cristales de MjFtsZ y PaFtsZ y
de af-tubulina en un polimero (hoja de Zn). En color verde se muestra MjFtsZ
(1fsz.pdb), en anaranjado PaFtsZ (1ofu_A.pdb) y en color lila el heterodimero de of-
tubulina (1jff.pdb). B. Modelos 3D de EcFtsZ-GDP (arriba) y EcFtsZ-GTP (abajo). El
dominio amino de plegamiento Rossmann se muestra en color anaranjado y el dominio
carboxilo de plegamiento corismato mutasa en color gris. GDP se muestra en todas las
estructuras como “tubos” azules en el bolsillo de unién del nucleétido y el GTP en color

rojo. Las figuras se construyeron con DS Modeling v1.1 package (Copyright (C) 2001-
2003 by Accelrys).
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Los elementos estructurales que conforman el modelo 3D de EcFtsZ se

muestran en la figura 9.

Sitio de unién de GTP

\T4

Dominio
Rossmann

Dominio
Corismato F-

mutasa

Figura 9. Topologia de los elementos estructurales del modelo 3D de EcFtsZ-
GTP. El dominio amino de plegamiento Rossmann se muestra en color anaranjado y el
dominio carboxilo de plegamiento corismato mutasa en color gris. GDP se muestra en
amarillo. Los elementos de la estructura secundaria se identifican de acuerdo a la
nomenclatura de Amos y Lowe (1998). La figura se construyé con DS Modeling v1.1
package (Copyright (C) 2001-2003 by Accelrys).

El modelo tridimensional del monémero de EcFtsZ presenta una estructura con
un dominio amino que posee un bolsillo de unién del nucledtido, esta constituido por 6
hebras beta que forman una sabana en el nucleo del dominio (S1, S2, S2, S3, S4, S5 y

S6) y 6 hélices alfa que se encuentra conectadas de acuerdo al plegamiento
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ﬁossmann, denominadas H1, H2, H3, H4, H5 y H6. El dominio carboxilo terminal se
encuentra separado de! dominio amino por una hélice alfa central (H7) que es parte de
la interfase inter-dominio de EcFtsZ. Posee un plegamiento de tipo corismato mutasa
que esta constituido por 4 hebras beta (S7, S8, 89 y S10) y tres hélices alfa (H8, HO y
H10). Los primeros 15 y los Ultimos 45 aminoacidos de EcFtsZ no se modelaron debido
a que no estan presentes en la estructura tridimensional de las proteinas utilizadas
como molde. La evaluacién de los modelos con el programa Prosall (Materiales y
Métodos) mostrd estructuras totalmente confiables para los motelos construidos. Esto

se debié a que los moldes utilizados poseen un alto porcentaje de identidad de

secuencia con EcFisZ.

Ambos modelos de EcFtsZ-GTP/GDP monoméricos de conformacién diferente,
se utilizaron para construir los dimeros de EcFtsZ con el objeto de caracterizar las

interacciones longitudinales en los protofilamentos de los polimeros.

Construccion de los modelos diméricos de EcFtsZ. A partir de los monémeros de
EcFtsZ unidos a GTP y GDP, se determiné la interaccion longitudinal de FtsZ en el
dimero de acuerdo a la estructura del sitio de interaccion longitudinal en ap-tubulina
(ver Materiales y Métodos). Se obtuvo tres modelos diméricos de la combinacion de los
monoémeros en estado GTP y"GDP, cabe reco_rdar que estos provienen de modelado a
partir de a-tubulina y MjFtsZ- PaFisZ, respectivamente. En la figura 10 se muestran los
dimeros que combinan (A) EcFisZ-GTP/EcFtsZ-GDP, {B) EcFtsZ-GDP/EcFtsZ-GDP y
(C) EcFtsZ-GTP/EcFtsZ-GTP, donde el simbolo (/) indica la interaccién longitudinal

entre los monomeros.
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Figura 10. Modelos 3D de EcFtsZ en estado dimérico. Se muestran las estructuras
diméricas de EcFtsZ en color gris, el GTP en rojo y GDP en azul. A. Dimero
longitudinal de EcFtsZ con GTP y GDP (EcFtsZ-GTP/EcFtsZ-GDP) B. Dimero
longitudinal de EcFtsZ con GDP (EcFtsZ-GDP/EcFtsZ-GDP). C. Dimero longitudinal de
EcFtsZ con GTP (EcFtsZ-GTP/EcFtsZ-GTP). El simbolo (/) indica la interaccién
longitudinal entre los monémeros. Las figuras se construyeron con DS Modeling v1.1
(Copyright (C) 2001-2003 by Accelrys).

Evaluacion de los modelos de dimeros. Cada modelo construido y los moldes
utilizados se evaluaron con el programa Prosall (Sippl 1993), el cual considera las
preferencias estadisticas de las interacciones Ca-Ca y CB-Cp obtenidas desde la base
de datos de estructuras de proteinas conocida (PDB). Valores negativos indican que el
modelo esta fuera de una distribucién normal de “malos” modelos generados a partir de
un molde al azar. Al evaluar en forma simultanea moldes y modelos se asegura un
modelado confiable. De manera paralela, se utilizé el parametro pG (Sanchez y Sali

1998), el cual determina la probabilidad de que el modelo evaluado este basado en un
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alineamiento correcto y una esfructura molde adecuada al ubicarlo dentro de una
distribucion de “buenos” y “malos” modelos. Cuando el valor corregido (pG) es igual a
1, se considera al modelo como “bueno”. De acuerdo a los valores obtenidos con los
moldes utilizados (tubulina, PaFtsZ, MjFtsZ), todos los dimeros modelados presentaron

una buena evaluacion (tabla 1).

Tabla 1. Evaluacion de los moldes y modelos de dimero.

Tub-GTP/  PaFtsZ-GTP/ MjFtsZ-GTP/ EcFisZ-GTP/ EcFtsZ-GDP/ EcFtsZ-GTP/

Tub-GDP PaFtsZ-GDP MjFtsZ-GDP EcFtsZ-GDP EcFisZ-GDP EcFisZ-GTP

No. Aa 867 610 627 620 620 630
Prosall  -13.98 11.85 -11.48 -11.65 14.13 -10.95
pG 1 1 1 1 1 1

2 Heterodimero de tubulina (1jff.pdb) unido con GTP y GDP.
b.¢.¢ Dimero de FtsZ de P. aureginosa, de M. jannaschii y de E. coli unidos con GTP y GDP.

® Dimero de FisZ de E. cofi unido con GDP en ambos mondmeros.
f Dimero de FisZ de E. coli unido con GTP en ambos mondémeros.

En la figura 11 se muestran los perfiles de energia combinada que considera los
valores de pseudo-energia de las cadenas principales y laterales entregados por
Prosall para cada dimero modelado. Se observa que predominan los valores negativos
en los tres modelos diméricos analizados. Esto indica una alta confiabilidad en los
modelos generados, sin embérgo, existen regiones con valores positivos que indican
que estas zonas podrian estar adoptandoﬁ'conformaciones gue no satisfacen las
restricciones estructurales entregadas por el potencial estadistico del programa

utilizado (figura 11).
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Figura 11. Perfil de energia combinada de los' modelos de EcFtsZ en estado
dimérico obtenido por Prosall. En cada caso se grafican los valores de energia
combinada por aminoacido. Las zonas con valores negativos corresponden a las
regiones bien evaluadas de los modelos construidos. A. Perfil del dimero longitudinal
de EcFtsZ unido a GDP y GTP (EcFtsZ-GDP/EcFtsZ-GTP). B. Perfil de dimero
longitudinal de EcFtsZ unido a GDP (EcFisZ-GDP/EcFtsZ-GDP). C. Perfil del dimero

longitudinal de EcFtsZ unido a GTP (EcFtsZ-GTP/EcFtsZ-GTP).

Para observar las zonas de mayor variabilidad espacial entre los modelos
obtenidos, se compard las estructuras de los 10 modelos de mejor pseudo-energia de
cada conformacion con la subrutina de Modeller v.6.2 Maling3D. Las regiones con
mayor variabilidad espacial coincidieron con las zonas mal evaluadas y se observé que
al ubicarlas en la estructura 3D de EcFtsZ correspondian a lazos externos (tabla 2).

Por este motivo se modelé de manera explicita (independiente) estas regiones.

™ @ % W W & m T b T R M R S
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Tabla 2. Segmentos de la secuencia de los dimeros de FtsZ de mayor variabilidad.

EcFtsZ-GTP/ EcFtsZ-GDP  EcFtsZ-GTP/ EcFtsZ-GTP EcFtsZ-GDP/ EcFtsZ-GDP

Lazo 1 K124-K131 (7) Lazo1 G258-R262 (4) Lazo1 L163-L169 (B)
Lazo2  G164-A172(8) Lazo2 G164-A172 (8) lazo2 G366-L373 (7)
Lazo3  L477-A486 (9) Lazo3 L477-A486 (9)

Lazo 4 A571-P580 (9)

{ ) Indica el nimero de residuos involucrados en cada lazo.

Modelado explicito de lazos. La mejor prediccién estructural de un lazo aislado se
alcanza al minimizar el valor de su energia sobre el resto de las optimizaciones. Los
valores de energla de cada modelo se grafican versus el RMSD local de cada
conformacién respecto de la conformacidon de mas baja energia. Una correlacion
positiva entre estas variables indica una alta seguridad de que el modelo del lazo
aislado corresponde a la mejor disposicion estructural en la proteina. Por el contrario, si
esta correlacién se pierde, la seguridad de una tUnica estructura es baja, resultado
compatible con flexibilidad estructural, Esto se ilustra en [a figura 12, donde se observa
una buena correlacién para los lazos que presentan una estructura preferencial (A) y
una mala correlacidon para los lazos con multiples estructuras (B). La figura 12 C
muestra que el lazo 1 del dimero EcFtsZ-GTP/ EcFtsZ-GDP no presentd correlacién
entre RMSD y energia, al igEJaI que el resto de los lazos de EcFtsZ mal evaluados
(tabla 2), lo que sugiere que estos lazos son mas bien flexibles, sin una estructura
preferencial. Esta conducta es propia de lazos expuestos al solvente, sin una
interaccion permanente con el resto de la proteina que impida su movimiento, excepto
por sus enlaces peptidicos. Cabe destacar que la seguridad en el modelado de lazos

depende del largo del segmento a modelar, asi, para segmentos de 4, 8 y 14 residuos
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la seguridad en la prediccion se estima en 100, 90 y 30%, respectivamente (Fiser y

col., 2000). A excepcion del lazo 1 del dimero EcFtsZ-GTP/EcFtsZ-GTP de 4 residuos,

todos contienen entre 6 y 9 residuos.
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Figura 12. Correlacion RMSD vs Energia como indicativo de seguridad del lazo

modelado. A y B tomados de (Fiser y col.,, 2000). Dos ejemplos de prediccién de

lazos. La energia de las conformaciones finales de 500 optimizaciones independientes

se graficaron en funcion de RMSD de los atomos N, Ca y C del grupo carbonilo. A la

derecha se muestran las 17 estructuras de menor energia sobrepuestas. C. Ejemplo

representativo de la ausencia de correlacion observada para cada lazo modelado de

manera explicita en cada complejo de EcFtsZ.
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CARACTERIZACION DE LA INTERFASE DE INTERACCION LONGITUDINAL DE

EcFtsZ.

Una vez establecida la zona de interaccion longitudinal EcFisZ-EcFisZ en el
dimero se estimd necesario conocer sus caracteristicas estructurales para establecer
su participacién en la formacion del polimero de EcFisZ, Con este propdsito se
determind las caracteristicas fisicoguimicas de la superficie de interaccién longitudinal
protefna-proteina en el modelo del dimero EcFtsZ-GTP/EcFtsZ-GDP, en el
heterodimero de op-tubulina (1jff.pdb) y en el dimero MFtsZ-GTP/MjFtsZ-GTP
(1wba.pdb). Para clasificar el tipo de interaccién se compararon los valores obtenidos
con aquellos reportados por Jones y Thornton (1996) que clasificd complejos proteina-
proteina como complejos permanentes, es decir solo disociables por denaturacién y

no-permanentes (Tabla 3).

Tabla 3. Caracterizacién de la interfase longitudinal del polimero de FisZ y del

heterodimero de ap-tubulina.

Parametro Complejos Complejos Interfase Intarfase Interfase
Permanentes* No permanentes* EcFtsZ ap-tubulina  MjFtsZ,

AASA (A%) - 1700 800 1300 1800 1000
Puentes de H 0,% 1,1 05 0,4 02
por 100 AZ AASA -
Volumen gap®/AASA (A) 2.1 27 2,8 1.7 3.6
% Aa apolares >47 <47 60 80 62

* Valor promedio para homodimeros permanentes y no permanentes (Jones y Thornton 1998).
JIAASA: Cambio en el drea de accesibilidad al solvente. El valor de AASA corresponde a la
mitad de [a suma de las 4reas de los monémeros menos el drea del dimero.

®E| volumen gap es una medida de la complementariedad geométrica de las superficies de

interaccién entre los dos monémeros (Ver Materiales y Métodos).
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En la tabla 3 se observa que la interaccién longitudinal del complejo de EcFtsZ
presentd un valor de AASA (cambio en el drea de accesibilidad al solvente desde
mondmero a dimero) de 1300 A? correspondiente a un 9% de la superficle total. La
misma interaccion en el heterodimero de op-tubulina mostré un valor de 1800 A2,
correspondiente a un 11% de su superficie total. Este ultimo valor es cercano a 1700
AZ, reportado para complejos permanentes. El valor de AASA para EcFisZ es dificil de
ajustar a un tipo de interaccién, pues es intermedio entre una interaccién no
permanente (800 A% y una permanente. Por esta razén se determind--ofras
caracteristicas de esta interaccién, como el porcentaje de aminodacidos apolares, el
niimero de puentes de hidrégeno y el volumen gap o espacio vacio en la superficie de
contacto (cuanto menor este valor, mejor es la complementariedad de las supeificies).
Asi, se encontré un 60% de aminoacidos apolares participantes en la interaccion
longitudinal del dimero de EcFtsZ y of-tubulina. Estos valores se comparan con el
valor mostrado en la tabla 3 para complejos permanentes, donde un 47% o mas de los
residuos de la interfase son hidréfobos. Se identificaron 6 puentes de hidrégeno para la
interfase EcFtsZ-EcFtsZ, es decir 0,5 puentes de hidrégeno por 100 A? de AASA,
donde participan los residuos D45, Q47, G139, K140, D180, T201, N303, D273, D288,
N289 y V292 de ambas superficies. De igual forma, para la interfase op-tubulina se
observaron 8 puentes de hidrfcf:geno, es decir 0,4 puentes de hidrogeno por 100 A% de
AASA que involucraron a los aminoacidos M1, Q15, K86, D98, N101, D128, T145,
V181, P222, Q245, R251, N256, V258, S322 y W407. En ambos casos el nimero de
puentes de hidrogeno es compatible con una interaccidn de tipo permanente (tabla3).
Llama la atencion la complementariedad geométrica que presentd el complejo EcFisZ-

EcFtsZ con un valor de 2,8 A de volumen gap/AASA, pues es mas cercano al valor
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medio para complejos no permanentes (2,7 A), a diferencia del valor presentado por el
heterodimero de op-tubulina (1,7 A), que es mas cercano al de un complejo
permanente (2,1 A), favoreciendo la formacién de un heterodimero estable, una
conclusion de acuerdo con los resultados de (Nogales y Wang 2006). Como se dijo,
una interaccién permanente solo se disocia con agentes caotrépicos como se observa
en la desnaturacién del heterodimero de tubulina con cloruro de guanidinio (Sanchez y
col., 2004). Los valores para EcFisZ en su cenjunto muestran que el tipo de interaccion
longitudinal posee un caracter intermedio entre complejos clasificados como
permanentes y no permanentes.

En la tltima columna de Ia tabla 3 se muestran los valores de los parametros
para la interfase del dimero de MjFtsZ, recientemente disponible en el PDB
(1wba.pdb). El 62% de los aminoacidos de la interfase corresponden a residuos
apolares y se identificaron 0,2 puentes de hidrogeno por 100 A% de AASA, estos
valores le atribuyen la caracteristica de complejo permanente, sin embargo, el valor de
AASA para la interfase de este complejo es de 1000 A? y el indice de
complementariedad geométrica de 3,6 A, por lo que de acuerdo a estos parametros, la
formacién del dimero de MjFtsZ esta favorecida al igual que en EcFisZ.

De la misma forma, la tabla 4 muesira la caracterizacidn de las superficies de

interaccién longitudinal de los 'f_dimeros EcFtsZ-GTP/EcFtsZ-GDP, EcFisZ-GTP/EcFisZ-

GTP, EcFtsZ-GDP/EcFtsZ-GDP.
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PREDICCION CONMPUTACIONAL DE LA SUPERFICIE DE INTERACCION LATERAL

ENTRE POLIMEROS DE EcFtsZ-EcFtsZ.

La prediccion de interfases de interdaccion proteina-proteina se ha abordado con
técnicas experimentales como mutagénesis sitio-dirigida, cristalografia de rayos X y
resonancia magnética nuclear, entre ofras (Lichtarge y Sowa 2002; Cordell y col.,
2003). La implementacion de una aproximacion computacional durante la prediccidn,
permite complementar los resultados experimentales. Dependiendo del enfoque
utilizado, la aproximacién computacional puede basarse en informaciéon gendmica, de
estructura primaria o estructura terciaria, de manera que desde distintas fuentes es
posible robustecer una prediccion. A diferencia del enfoque computacional de
modelado comparativo utilizado para predecir la interaccién longitudinal de EcFisZ,
para predecir las interacciones laterales se usé otras herramientas computacionales.
Asi, el andlisis computacional de la estructura primaria de la proteina, permite conocer
la conservacion evolutiva de los residuos a través de Evolutionary tracing y mutaciones
correlacionadas, los cuales entregan informacion de aquellos residuos que podrian ser
parte de la superficie de interaccién proteina-proteina (Pazos y col., 1997; Lichtarge y
col., 2003). El andlisis computacional de la estructura terciaria por acoplamiento
proteina-proteina o reconocimiento molecular permite predecir la superficie de
interaccidn mas probable a fravés de potenciales estadisticos y campos de fuerza
aplicados de acuerdo a las caracteristicas de las proteinas en estudio.

Los dimeros formados por interaccién longitudinal de los mondmeros de EcFtsZ
con GTP o GDP en el sitio del nucledtido obtenidos de acuerdo a la estructura del

heterodimero de tubulina se utilizaron para el estudio de las interacciones laterales. Es
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preciso sefialar que cada mondémero del dimero en conformacion recta posee una
estructura que depende del estado de fosforilacion del nucledtido.

Para identificar la superficie de interaccion lateral entre los polimeros de
EcFtsZ y su relacion con la conformacion de la proteina de acuerdo al estado de
fosforilacion del nucledtido, se utilizd una prediccidon computacional basada en
informacién estructural y evolutiva. Asl, a partir de los dimeros de EcFtsZ, construidos
anteriormente por modelado comparativo, se hizo un acoplamiento proteina-proteina y
de manera paralela, se incorporaron “el andlisis de evolutionary tracing y el de
mutaciones correlacionadas para hacer una seleccién mas exhaustiva de las regiones

de interaccion lateral.

Acoplamiento proteina-proteina. E| acoplamiento entre los dimeros de EcFtsZ se
hizo con todas las conibinaciones posibles (6) de dimeros que contenian GTP o GDP
en cada uno de sus monémeros (figura 7). En la figura 7 se esquematiza la
construccién de los modelos tetraméricos de acuerdo a la conformacion de la proteina

y la nomenclatura utilizada para cada caso.

S
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GDP
GTP GDP

GDP
GTP GTP

GTP||GTP GTP||GTP GTP|GTP GDP||GTP GDPL|GTP GDPL|GDP|

GTP[|GTP GDP[|GTP GDP[|GDP GDP[|GTP GDP||GDP| GDP||GDP|

Nomenclatura:  TT_TT TD_TT TD_TD DD_TT DD_TD DD_DD

Figura 7. Representacion esquematica de la estrategia utilizada para la
construccion de los complejos tetraméricos de EcFtsZ. Cada dimero es
representado como un rectangulo que contiene los monémeros ya sea en estado GTP
o GDP. El estado de fosforilacion se destaca en rojo y constituye la nomenclatura

won

utilizada al pie de cada tetramero. El guién bajo indica la interaccién lateral entre

dimeros.

Se obtuvo 10.000 tetrameros en cada acoplamiento, de manera que para
seleccionar los mas adecuados desde un punto de vista biologico, en forma paralela se
hizo una selecciéon utilizando informaciéon evolutiva a través de un analisis de

mutaciones correlacionadas y de evolutionary tracing.
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Prediccién de sitios de interaccion proteina-proteina usando informacion
evolutiva. La informacidn evolutiva que es posible extraer desde un alineamiento
mUltiple de secuencias depende estrechamente del nﬁmerot de secuencias que lo
constituyen y los rangos de porcentaje de identidad que posean entre si. Por esto, para
dar mayor seguridad a la prediccién de la interfase de interaccion lateral de EcFtsZ se
consideré la calidad del alineamiento utilizado y el tamafio de su familia. Asi, a pesar
de que FtsZ se encuentra ausente en [a rama crenarchaea de las arqueas y en algunos
grupos bacterianos, como por ejemplo, Planctomycetes, FtsZ es ampliamente
conservada entre procariontes y la rama euryarchaeal de las arqueas, y tambien es
posible encontrar homologos de FtsZ en cloroplastos y mitocondrias de células
primitivas de eucariontes como los protistas (Margolin 2005). Ademas, se han
identificado dos homélogos en plantas mayores que parecen haber divergido
tempranamente durante su evolucién, quizds por tener diferentes funciones
conservadas (Miyagishima y col., 2004). Esta extensa disponibilidad de informacion
evolutiva hace posible desarrollar los analisis computacionales basados en la

secuencia de aminoacidos que permiten predecir una superficie de interaccién de

manera confiable.

Control positivo. Se utilizé (;'omo control la estructura tridimensional conocida del
complejo PaFtsZ-SulA resuelta por difraccion de rayos X a 2,1 A (1ofu.pdb). La
superficie de interaccién conocida estructuralmente se comparé con la obtenida
mediante la prediccion computacional (basada en la secuencia) de la interaccion de
PaFtsZ y SulA (inhibidor de la divisién celular) (ver Materiales y Métodos). Los

resultados de la comparacién mostraron similitud y un pequefio corrimiento de 3 A
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entre las superficies obtenidas por informacidn evolutiva y por difraccion de rayos X
(Cordell y col., 2003).

Considerando los resultados de la informacién evolutiva procesada por
mutaciones correlacionadas y evolutionary tracing (control positivo), mas el de la
aproximacién estructural entregada por el acoplamiento protena-proteina, se hizo la

prediccidn de la superficie de interaccion lateral de EcFtsZ.

Anélisis de mutaciones correlacionadas. Los pares de residuos de aminoacidos
correlacionados extraidos del alineamiento multiple de secuencias de FisZ, se
localizaron en la estructura de EcFisZ y se clasificaron segtin su porcentaje de
accesibilidad al solvente. Se selecciond los pares de residuos que presentaron
mutaciones correlacionadas presentes en la superficie de la estructura y fuera de la

interfase de interaccién longitudinal de acuerdo a lo observado en la secuencia del

heterodimero de ofp-tubulina.

Evolutionary tracing. A los pares de aminodacidos seleccionados por el analisis de
mutaciones correlacionadas se les sumé el criterio de conservacion dado por el método
de evolutionary tracing, el cual identifica a aquellos residuos que se encuentran
conservados y formando agrt{paciones estructurales en la proteina, es decir, a menos
de 10 A unos de otros. Asi, aminoacidos seleccionados como pares correlacionados

presentaron a la vez, conservacion en mas de un 50%.

En la tabla 5 se muestra los pares de aminoacidos de EcFisZ que mutan

simultaneamente y que a la vez presentan un 50% de conservacion encontrandose
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agrupados en agrupaciones estructurales en la superficie de la proteina, ordenados de

acuerdo a su coeficiente de correlacion (r).

Tabla 5. Pares de aminoacidos de superficie de EcFtsZ que mutan en forma

simultanea®. Los codigos de una letra y la numeracion corresponden a los residuos

presentes en EcFisZ.

Aa1l

Aa2

r

K170
G124
K167
K170
5154
Y222
G124
Y222
8177
Y222
A91
R8§9
R85
K170
V229
A91
R85
R85

%

Y222
R214
Y222
L254
Y222
E237
K167
5255
L254
L254
Y222
Y222
Y222
S§246
E250
K170
K167
K170

0,702
0,694
0,686
0,670
0,649
0,641
0,637
0,630
0,623
0,614
0,611
0,610
0,606
0,604
0,602
0,598
0,584
0,582

# Andlisis de evolutionary tracing y de mutaciones correlacionadas.

r: Coeficiente de correlacion dado por el programa Plotcor.

Aaly Aa2: Aminodacidos que conforman el par correlacionado. No se consideraron los pares
con r menores a 0,582 porque no formaban parte de las agrupaciones de los aminoacidos
encontradas, come tampoco de nuevas agrupaciones {ver figura 13A).

En la tabla 5 se observa que en su mayoria los residuos seleccionados son

cargados, propiedad tipica de aminoacidos de superficie. Se observa correlaciones

entre aminoacidos cargados y apolares (G124-R214, K170-L254, G124-K167, V229-

E250 y A91-K170), y correlaciones entre aminoacidos aromaticos y cargados (K170-

Y222, K167-Y222, E237-Y222, R89-Y222 y R85-Y222). Y222 mostré una correlacién

multiple con un alto coeficiente de correlacidn que permite afirmar que es un
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aminoacido clave en la estructura de EcFisZ, pues si este muta varios otros pueden
mutar. Se observa un nimero menor de correlaciones entre aminoécidos cargados, lo
mismo para aminoacidos apolares y aromaticos, y polares y aromaticos.

En Ia figura 13A se muestra la ubicacion de estos aminoacidos en la estructura
3D. Al observar a través del eje longitudinal del dimero de EcFisZ, donde se han
sobrepuesto ambos nucledtidos, se localiza el nucledtido y los residuos de

aminoacidos seleccionados por el andlisis evolutivo det mondémero superior.
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S255 Y222 §154

Figura 13. Localizacion estructural de los aminoacidos de los grupos carboxilo
(C) y amino (N) en EcFtsZ. A. Vista a través del eje longitudinal del monémero

superior del dimero de EcFtsZ, se observa la superposicion de los nucleétidos de
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ambos mondémeros (naranjo y crema) y la red de pares de mutaciones correlacionadas
(lineas verdes) entre residuos distantes. B. Modelo dimérico de EcFtsZ, en CPK se
muestran los aminocéacidos seleccionados por el analisis de mutaciones correlacionadas
y evolutionary tracing que formaron grupos. En color azul se indican los residuos del
dominio carboxilo y rosa del dominio amino y en color amarillo el GTP. Las figuras se
construyeron con DS Modeling v1.1 package (Copyright (C) 2001-2003 by Accelrys).

La figura 13B muestra dos grupos de residuos ubicados en caras opuestas en
el monémero de EcFisZ, especificamente, en cada dominio de EcFisZ. Esta
distribucién calza perfectamente con los sitios de interaccion lateral sugeridos para el
polimero de MjFtsZ (Lowe y Amos 2000). Los aminoacidos vecinos pertenecienfes a
cada grupo se definieron como aquellos que presentaban distancias menores a 10 A ..
entre los atomos mas cercanos. De este modo, se identificd un grupo en el dominio
amino y otro en el dominio carboxilo. La distribucion de Ia red de correlaciones (lineas
verdes) muestra que éstas conectan residuos de caras opuestas en el dominio amino
(N) y carboxilo (C) y entre aminoacidos del dominio C. |

Esto indica una importante relacion evolutiva entre residuos alejados en la
estructura 3D de FisZ, que podrian ser responsables de las interacciones proteina-
proteina o ser parte de las regiones importantes en la funcionalidad de ésta. La
correlacion evolutiva observada entre residuos del dominio carboxilo podria deberse a
la existencia de una relacién funcional dentro del mismo mondémero de FtsZ, la que se
analizara en la discusion de esta tesis. La Y222, se presenta como un eje central de
estas correlaciones, sin embargo, se encuentra fuera de los grupos definidos. Por otro
lado, si observamos la estructura secundaria de los residuos seleccionados se observa

que el grupo N se encuentra principalmente en la hélice « H3 y el grupo C en los lazos

S7-H9, H9-S8 y en ia hélice o H6.

O
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Analisis in silico de la dependencia de la interaccién lateral N-C, N-N y C-C del
estado de fosforilacion del nucleétido. Los grupos de residuos se utilizaron para
definir las zonas de interaccion lateral de EcFtsZ, se utilizdé como restriccion una
distancia de 10 A entre los aminoacidos del grupo y la superficie de interaccion del
dimero vecino. Se encontré que las zonas de interaccion eran entre los dominios N-N,
N-C y C-C. Con estas restricciones se evalué la formacién de complejos tetraméricos
con GTP (T) y GDP (D). En la figura 14 se observa un grafico del numero de
tetrameros obtenidos por acoplamiento, que clasifica a cada tipo de tetramero (TT_TT,
TD TT, TD_TD, DD_TT, DD_TD, DD_DD) segun el tipo de interaccion lateral que

posee, es decir, C-C, N-N o N-C.

350

_ B N-C
300 — — B CC
O N-N
250 — —_—
200 e

150

100 +

Numero de modelos

50 ¢

DD_DD TD_DD TT_DD TD_TT TD_TD TT_TT

Tetramero

Figura 14. Analisis de la dependencia de la interaccién lateral N-C, N-N y C-C del
estado de fosforilacion del nucleétido. El grafico sefala el nimero de complejos
tetraméricos obtenidos por acoplamiento proteina-proteina clasificados segun el tipo de

interaccion encontrada. La barra azul indica el nimero de complejos con interaccion
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del tipo N-C, la barra marrén representa a complejos con interaccion C-C y la barra
amarilla interaccién N-N. En el eje X se clasifica cada tetrdmero de acuerdo al estado
conformacional que adopta la proteina con GTP (T) o GDP (D). Nomenclatura definida
en la figura 7. La aplicacion de la prueba de +? indica, con una confianza del 95%, que
todas las diferencias encontradas son significativas a excepcion de las interacciones N-
C y N-N del tetramero TT_TT.

Los resultados de este andlisis revelan una mayor tendencia a la formacion de
tetrameros con los tipos de interaccion N-N y N-C para todas las conformaciones
observadas. El ntimero de tetrameros que presentaron un tipo de interaccién C-C es

“ bajo para todas las conformaciones analizadas, ademas, al observar detalladamente la
yana— i Lot
wEh -

' complementariedad geé:métrica de este tipo de complejos se reveld que era
notoriamente baja, de manera que con estos antecedentes, se procedié a descartar
este tipo de interaccién. Los complejos donde un dimero contiene GDP en ambos
monémeros (DP_DD, TD_DD) y TD_TD muestran mas de dos veces el numero de
complejos con el tipo de interaccién N-N comparado con N-C. En los complejos donde
un dimero contiene GTP en ambos ménomeros (TD_TT, TT_DD) se observa que el

" ndmero de interacciones del tipo N-C aumenta excepto para el tetrémero TT_TT.

Evaluacién de la complementariedad geométrica de los tipos de interaccion
lateral de EcFtsZ. Se evalud.la complement;riedad geométrica de cada tetramero de
EcFtsZ, de acuerdo al valor de RPscore dado por el programa 3D-Dock. Se utilizé la
diferencia entre los 10.000 complejos generados menos el lugar de su clasificacion

jerarquica, asl, el primero de la lista deberia mostrar el valor mas alto, es decir, 9.999 y

asi sucesivamente. En la figura 15 se grafico para cada tipo de interaccién N-N y N-C
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la diferencia 10.000-RPscore para cada modelo de tetramero definido en la figura 7 (no
se considerd la posicion relativa de los dimeros en el tetramero, es decir si

interactuaban en forma paralela o anti-paralela).

~

o O

o O

o O
|

10.000 — Rpscore
3
]

DD_.DD TD_DD  TT_DD TT_TD  TD_TD TT_TT
Tetramero

Figura 15. Evaluacion in silico de la complementariedad geométrica de los tipos
de interaccidn lateral de EcFtsZ. Se grafica el valor de 10.000-RPscore asignado por
el programa 3D-Dock a cada tetramero de EcFtsZ, respecto al estado GTP/GDP de los
monomeros en el tetramero, de acuerdo a la nomenclatura de la figura 7. La barra azul
indica el nimero de complejos con interaccion del tipo N-C y la barra amarilla la
interaccion N-N.

Del analisis de los valores de complementariedad geométrica asignados a cada
tetramero se observa que en los complejos TT_TD, TD_TD estan favorecidas ambas
interacciones a diferencia del complejo TD_DD donde la interaccién N-C es mas

favorecida que la N-N. Esto también se observa en el complejo TT_TT y TT_DD que




presentan un valor mas bajo de Rpscore. El tnico tetramero donde se observa mas
favorecida la interaccion N-N es en el complejo DD_DD.

Para complementar estos resultados se analizd las superficies de las
interacciones laterales predichas de acuerdo a las interacciones laterales descritas
para la funcionalidad de EcFisZ. Asi, se analizo el efecto de mutaciones puntuales
sobre la formacién de polimeros, especificamente su efecto sobre la capacidad de
formar manojos .y sabanas (Lu y col., 2001; Koppelman y col., 2004; Redick y col.,
2005). En la figura 16 se observa que las mutaciones puntuales ya descritas se

encuentran sobre las superficies encontradas en este trabajo.
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Figura 16. Tetrameros con sus interfases de interaccion lateral en EcFtsZ
Interaccion lateral paralela N-C (A) y N-N (B) en el tetramero de EcFtsZ. En ambos
casos el dominio amino se muestra en color rojo y el dominio carboxilo en color gris.
GTP en el sitio de unién se muestra en todas las estructuras como “tubos” amarillos. A
la derecha se muestra en mayor detalle los residuos involucrados en cada tipo de
interfase. En circulo se destacan los residuos mutados experimentalmente y que
presentaron fenotipo de filamentos simples al ser observados por microscopia. Las
figuras se construyeron con DS Modeling v1.1 package (Copyright (C) 2001-2003 by
Accelrys).
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La figura 16 muestra dos tetrameros con una interaccién lateral paralela de tipo
N-N (fig. 16A} y N-C (fig. 16B). A la derecha de cada uno de ellos se muestran los
aminoacidos que pertenecen a la superficie de interaccién y se destacan con circulos
las mutaciones puntuales gque afectan esta interaccién. Entre ellos, se destacan
R174D, S245F y-D86K (Lu y col., 2001; Koppelman y col., 2004), y otras mutaciones
disefiadas en el laboratorio como R85Q y E83Q, que inhibieron las interacciones
laterales responsables dg la formacién de sabanas y manojos (Tesis Magister de Jae
Y. Shin). -

Es interesante hacer notar que la coincidencia entre la estructura de las
interfases de interaccion lateral predichas por bioinformatica y de mutaciones puntuales
experimentales apoya fuertemente la existencia de dos regiones en la superficie de la
proteina, una en el dominio amino terminal y ofra en el dominio carboxilo terminal,
responsables de la interaccion lateral entre protofilamentos de FtsZ.

Como se observa en la figura 7, de acuerdo al estado de fosforilacién del
nucledtido se generaron 6 tipos de tetrameros, que al incluir el tipo de interaccion N-N,
N-C y C-C aumentaron a 18 tetrameros. La probabilidad de formacion redujo la
poblacién a 12 tetrameros, al descartarse la interaccion de tipo C-C. Si consideramos
la orientacién de los dimeros en la interaccion lateral, la poblacién aumenta a 24
tetrAmeros. Con el objeto ‘de seleccionar los tetrameros energéticamente mas

favorables se hizo una exploracion por mutagénesis computacional de alaninas.

Exploracién por mutagénesis computacional de alaninas. Una exploracién por
mutagénesis computacional de alaninas se hizo sobre la interfase de cada complejo
para determinar si las superficies de interaccion predichas eran energéticamente

favorables y estimar la contribucién energética a la energia libre de unién que provee




cada residuo para ser caracterizado como clave para la interaccion (hot spofs). La
sumatoria de la contribucion energética de cada aminodacido permitié hacer una
estimacion de la afinidad de los tetrameros formados y seleccionar los mas favorables.

En la tabla 6 se indican los valores de cambios en la energia libre de union
(AAG), en kcal/mol, de cada complejo al mutar cada aminoacido perteneciente a la
interfase por un residuo de alanina. Los valores de AAG indicados corresponden a la
diferencia entre AGumen™"! - AGunan™ ', ¥ su valor mientras mas positivos indica que el

reemplazo por alanina hace mas desfavorable la interaccion analizada.

Tabla 6. Exploracion por mutagénesis computacional de alaninas.

Tetrameros® Interaccidn N-C Interaccion N-N
Paralela Anti-paralela Paralela Anti-paralela
TT_TT 64 6,7 8,2 -5,2
DT_TT 4.1 -18,4 -4,2 -9,8
DD_TT 15,7 1.4 -20,9 3,8
DD_DT -13,9 -8.8 1,2 -11,9
DD_DD 2,0 -0,1 1,6 9,2
DT_DT - -9,0 -6,5 7.3 -2,9

"La nomenclatura utilizada para cada complejo tetramérico corresponde a la definida
previamente en la figura 7.
El error de este método es de 1,06 kcal/mol (Kortemme y col., 2004).

En la tabla 6 se obse;va que la interaccidn paralela N-N y [a interaccién anti-
paralela N-C se ven desfavorecidas con las mutaciones por alanina en el complejo
formado por dimeros en conformacion GTP (TT_TT) con valores totales de AAG e de
8,2 y 6,7 keal/mol. Esto indica que estas interacciones son favorecidas en su estado no
mutado. Por esto se sugiere la presencia de dos tipos de interacciones en el estado

inicial de la polimerizacion de EcFtsZ, siendo mas estable la interaccion paralela N-N,
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la cual coincide con el tipo de interaccion lateral propuesto por (Lowe y Amos 1999).
También se observa que la interaccién paralela N-C esta favorecida en los complejos
DT_TT y DD_TT. Estos valores son compatibles con el proceso de polimerizacién,
pues los polimeros en presencia de GTP son mas estables que los polimeros en
presencia de GDP como se observa para los complejos DD_DD mutados, que
presentan una diferencia energética de aproximadamente 6 kcal/mol, independiente de
su orientacion, paralela o anti-paralela. Cabe destacar que el mayor valor de AAGuisn
corresponde al complejo DD_TT con una interaccion N-C paralela, que podria llegar a

ser un intermediario en el proceso de despolimerizacion.

CARACTERIZACION ESTRUCTURAL DE LAS INTERFASES SUGERIDAS PARA

LA INTERACCION LATERAL DE EcFtsZ.

Los tres tipos de interacciones sugeridas para la polimerizacion lateral de
EcFisZ, es decir, interfases N-C en sentido paralelo y anti-paralelo y la interfase N-N en
sentido paralelo, se analizaron para identificar los residuos con mayor contribucion
energética (hot spof) a la formacion del complejo, e identificar sus caracteristicas
fisicoquimicas. De esta forma, los residuos identificados podrian servir como blanco
para el disefio de mutacionefs_ sitio-dirigida en la caracterizaciéon experimental de las
interacciones laterales. En la figura 17 se muestra la localizacion de los residuos hot
spots en las superficies de estos tres tipos de interacciones, las cuales se representan
como superficie coloreada de acuerdo al potencial electrostatico que presentaron. En la
tabla 7 se muestra la contribuciéon energética de cada residuo al AAG s, €n kcal/mol,

se observan residuos semi-fiof spots (0,5 a 1 kcal/mol) y los hot spots (>1 kcal/mol).
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A Interaccion paralela tipo N-N

c

Figura 17. Potencial electrostatico e identificacion de los aminoacidos claves en
las interfases de interaccion lateral de EcFtsZ. Se muestra un dimero del tetramero
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que se ha separado como si fueran las hojas de un libro para mostrar las caras de
interaccion lateral de ambos mondmeros. En ellas se muestran el potencial
electrostatico (rojo=negativo, azul=positive). A. Interaccién paralela N-N en el complejo
TT_TT. B. Interaccién anti-paralela N-C en el complejo TT_TT. C. Interaccién paralela
N-C en el complejo DD_TT, Las figuras se construyeron con DS Modeling vi.1
package (Copyright (C) 2001-2003 by Accelrys).

Tabla 7. Residuos de mayor contribucién energética de las caras de interaccion lateral

y sus respectivos valores de AAG de unién.

Paralela N-N Anti-paralela N-C Paralela N-C

Aa kcal/mol Aa kcal/mol Aa keal/mol
R78 2,03 158 0,91 R85 9.4
D82 1,86 D84 1,56 R89 1,36
R85 2,06 D166 0,79 L123 0,71

R89 1,18 K167 3,79 A240 0.8
L123 0,83 1176 0,52 1244 7,52
E152 5,29 1244 0,91 8245 4,13
H156 2,46 [252 0,84

Se clasifican como hot spots los residuos con una contribucidn al AAGuniea>1 kealfmol y semi-hot

spots con una conftribucion al AAGyqs, de 0,5 a 1 keal/mol.

En [a figura 17A se muestra el potencial electrostatico de los aminoacidos de la
superficie de interaccion paralela N-N, donde las cargas se distribuyen en forma
equitativa a través de toda la superficie, asi, en una de las caras existen 6 aminoacidos
positivos y 6 negativos, y ef} la otra 4 negativos y 3 positivos. En este caso, los
residuos clasificados como hot spots son residuos cargados y corresponden a cuatro
aminoacidos positivos (R78, R85, R89 y H156), dos aminocacidos negativos (D82 y
E152) y un residuo denominado semi-hot spot identificado como L123 (tabla 7). Una
tendencia semejante respecto del potencial electrostatico se observa para la interfase

anti-paralela N-C sugerida para el complejo TT_TT (figura 17B). Asi, una cara de la
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interfase contiene el mismo nimero de residuos positivos y negativos, y la cara
opuesta 3 residuos positivos y 2 negativos. Los aminoacidos D84 y K167 se
identificaron como hot spots y como semi-hot spots los aminoacidos D166 y los
apolares 158, 1176, 1244 y 1256 (tabla 7). En la figura 17C se observa el potencial
electrostatico de la interaccién paralela N-C. En este caso, la superficie de interaccién
tiene una clara tendencia a ser negativa, pues en una de las caras se observaron 7
residuos negativos y 2 positivos y en la cara opuesta 6 residuos negativos y 4
positivos. A pesar de esta tendencia, dentro de los aminoacidos con mayor aporte
energético para la formacién del complejo no se encontraron residuos negativos yen
su lugar 2 residuos positivos (R85 y R89) que se identificaron como hot spots junto & la
1244 y S245, ademas, de dos residuos semi-hot spots apolares (1123 y A240) (tabla 7).

Para analizar la magnitud de la contribucién energética de los residuos
clasificados como semi-hot spots y hot spots, se graficé la suma de los valores de
AAGyen destacando la contribucién de cada residuo de acuerdo a la interfase donde
participa. Asi, en [a figura 18 se muestra en el eje Y la contribucion energética para
cada uno de los aminodcidos claves para la formacién del complejo proteina-proteina

de EcFisZ.




AAG (kcal/mol)
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Figura 18. Contribucion energética de los residuos claves en las interacciones
laterales de EcFtsZ. Se grafica la suma de la contribucion energética de los residuos
hot spots y semi-hot spots a cada tipo de interaccion. Con diferentes colores se
destaca el aporte energético a cada tipo de interaccion. En amarillo se representa la
interaccion paralela N-C, en marrén, la anti-paralela N-C y en azul la contribucion de la

interaccion paralela N-N.

Se observa en la figura 18 que los aminoacidos con mayor contribucion
energética a la interaccion paralela N-C (color amarillo) son la arginina 85 y la
isoleucina 244 con 9.4 y 7,52 kcal/mol, respectivamente. Los siguientes residuos
importantes para este tipo de interaccion son la serina 245 que contribuye con 4,13
kcal/mol y la arginina 89 con 1,36 kcal/mol. La distribucién de estos aminoacidos en la
estructura secundaria del modelo 3D de EcFtsZ indica que la hélice H2 (dominio
amino), la hélice H9 y los lazos que limitan esta Ultima (dominio carboxilo) estan
directamente involucrados en la formaciéon del complejo que interactia de manera

paralela a través de las caras de los dominios C y N.
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En [a interaccion lateral paralela N-N (en color azul), el glutamato 152
contribuye con 5,29 kcal/mol vy la histidina 156 con 2,46 kcal/mol y ambos residuos se
ubican en la hélice H4 de la estructura de EcFisZ, Los hot spots arginina 78 y el acido
aspartico 82 ubicados en la hélice H2 contribuyen con 2,03 y 1,86 kcal/mol,
respectivamente. Se observa que la arginina 85, la arginina 89 y la leucina 123
participan en la interaccion paralela N-N, con 2,06, 1,18 y 0,83 kcal/mol,
respectivamente, de menor energia que su contribucion a la interaccién paralela-N-C.

En el tercer tipo de interaccion sugerida, la interaccién anti-paralela N-C (en
color marron), los aminoacidos del dominio amino considerados hot spots son la lisina
167 con 3,79 Kcal/mol, el acido aspértico 84 con 1,56 kcal/mol, y semi-hot spots la
isoleucina 58, acido aspartico 166 y Ia isoleucina 176 con una contribucién menor a 1
kcal/mol, Dentro del dominio carboxilo se ubican los semi-hot spots isoleucina 252 con
una contribucion de 0,84 kcal/mol y la isoleucina 244 con 0,91 kecal/mol, esta Gltima

también fue observada en el tipo de interaccién paralela N-C.

Después de identificar y caracterizar las superficies de interaccion lateral, surge
la pregunta ¢cual es la estabilidad de los complejos formados por los diferentes tipos
de interaccion? Para resp‘onder esta interrogante se determind los valores de AASA,
nimero de puentes de hidrégeno en 100 A? de AASA, la complementariedad
geométrica y el porcentaje de aminoécidos hidréfobos presentes en las interfases de la
interaccion lateral paralela N-N, paralela N-C y anti-paralela N-C para EcFtsZ, cuyos
valores se compararon con valores caracteristicos de complejos permanentes y no

permanentes (Jones y Thornton 1996).
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En la tabla 8 se observa un valor de AASA de 470 A? para la interaccién lateral
paralela N-N que equivale a un 3% de [a superficie del monémero, un valor de AASA
de 780 A2 para la interaccién lateral paralela N-C con un 6% de la superficie del
monémero, y un valor de AASA de 970 A? para la interaccién lateral anti-paralela N-C
equivalente a un 7% de la superficie del monémero. Estos valores de AASA son
compatibles con los valores reportados para interfases proteina-proteina de complejos
no permanentes y los porcentajes de superficie son adecuados, por sobre 3% (Jones y
col., 2000) para considerarlos como complejos con actividad bioldgica.

Los puentes de hidrégeno son cuatro para la interaccién paralela N-C, tres para
la interaccién paralela N-N y uno para la interaccion anti-paralela N-C, lo que equivale
a 0,5, 0,6 y 0,1 puentes de hidrégeno por 100 A? de AASA, como se muestra en la
tabla 8. La complementariedad geométrica expresada como volumen gap/AASA
mostré valores de 4,6 A para la interaccién paralela N-N, 3,9 A para la interaccién
paralela N-C y 2,95 A para la interaccién anti-paralela N-C. Se encontré un porcentaje
de 52 y 50% de residucs apolares para las interacciones paralela N-N y paralela N-C,
respectivamente. En la superficie de la interaccién anti-paralela N-C se encontré un
72% de residuos hidréfobos.

En la tltima columna de la tabla 8 se muestra la misma caracterizacion para la
interaccion lateral sugerida por (Lowe y Amos 1999), obtenida por superposicién
manual de las estructuras 3D de MjFisZ sobre la estructura a baja resolucion de
laminas de protofilamentos de EcFisZ. Esta interaccion es paralela N-N e involucra
principalmente la hebra S3 de ambos mondmeros de FtsZ. El valor de AASA de la
superficie de interaccion es 370 A% que equivale a un 3% de [a superficie total de Ia
proteina. Esta interaccién tiene un valor de AASA de 101 A2 menor que la interaccién

N-N determinada en este trabajo y el resto de los pardametros, volumen gap/AASA,
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puentes de hidrégeno por 100 A? de AASA y porcentaje de residucs hidrofobos son
similares.

Los resultados en su conjunfo indican que los fres tipos de interacciones
laterales sugeridas en esta tesis y la reportada por (Lowe y Amos 1999) presentan
parametros con valores caracteristicos de complejos de interaccion no permanente,
caracteristica esencial para entender [a dinamica de los polimeros de EcFtsZ.

Se ha descrito que la interaccion longitudinal y la lateral son mas bien de
caracter no permanente, por este hecho se consideré necesario analizar la interaccién
entre [os dominios amino y carboxilo en el mondmero de EcFisZ. A priori, postulamos
que la interaccion debiera ser del tipo permanente para mantener la integridad
funcional del mondémero cuando se producen los cambios estructurales dependientes

de la hidrélisis del nucleétido.

Analisis de la interfase inter-dominio de FtsZ. Para determinar las caracteristicas
fisicoquimicas de la interaccién entre el dominio amino y el dominio carboxilo de FisZ,
se analizaron las interfases inter-dominio de las estructuras de FtsZ disponibles en el
PDB de PaFtsZ, de MtbFisZ, de MjFtsZ y del modelo 3D de EcFtsZ, construido por

homologia (ver Materiales y Métodos) (tabla 9).
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El anélisis de las estructuras resueltas por difraccion de rayos X revela que
todas ellas presentan alrededor de un 21% de su superficie total involucrada en la
interaccion inter-dominio, con valores de 1980, 1730 y 1630 A? de AASA para MjFtsZ,
PaFtsZ y MbtFtsZ, respectivamente. En este mismo orden, cada interfase analizada
presenté 0,6, 0,8 y 0,7 puentes de hidrégeno por 100 A2 de AASA vy los indices de
complementariedad geométrica mostraron valores de 1,6, 1,2y 1,7 A. La evaluacion de
estos parametros y el caracter hidréfobo de las superficies estudiadas (mas del 70%)
sugieren fuertemente la clasificacién de interaccién permanente entre ambos dominios.
Al comparar estos resultados con el analisis del modelo 3D generado para EcFisZ se
observa que este también encaja perfectamente dentro de la clasificacion de
interaccién permanente, se obtuvo un valor de AASA para la interfase inter-dominio de
1540 A% lo que equivale al 18% de su superficle total y un indice de
complementariedad geométrica de 1,9 A, Se encontraron 8 puentes de hidrégeno inter-
dominio, alcanzando 0,5 puentes de hidrégeno por 100 A? de AASA y se enconird que

un 75% de los aminoacidos de la interfase son de carécter apolar.

En el modelo 3D de EcFtsZ se identificaron los elementos de estructura
secundaria que participan en la superficie de interaccion inter-dominio. En la figura 19,
se observa en encintado la estructura 3D del modelo de EcFisZ, el dominio amino de
plegamiento Rossmann y el dominio carboxilo de plegamiento corismato mutasa
coloreados en gris y blanco, ademas se destaca el GDP en su sitio de unién. El
dominio carboxilo, presenta a las hélices a H7 y H8, el lazo H6-H7 y las hebras g S7y

S10. Estos elementos interactian con las hélices o H1 y H6, el lazo T4 y la sébana -

formada por las hebras B 84, S5, S6 del dominio amino. Los Ca de los aminoacidos
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que conforman la interfase entre ambos dominios son coloreados de acuerdo al

dominio al que pertenecen.

Sitio de unién del GTP

s

R
J

Dominio C

Figura 19. Modelo de la estructura 3D de EcFtsZ con GDP. El dominio amino y el
dominio carboxilo de EcFtsZ estan en color gris y blanco, respectivamente. El GDP se
muestra en amarillo en el sitio de union del nucleétido. Los residuos que conforman la
interfase inter-dominio se colorean de acuerdo al dominio al que pertenecen. Se

identifican los elementos estructurales involucrados en la interaccion.

Estos resultados sugieren la existencia de una fuerte interaccion entre el
dominio amino y carboxilo de FtsZ, indicando una asociacion permanente de ambos
dominios, la cual permitiria mantener una comunicacién estructural global en la
proteina. La tabla 9 muestra el analisis hecho para el modelo 3D de EcFtsZ y para la
estructura de los cristales de PaFtsZ, MbtFtsZ y MjFtsZ, disponibles en el PDB,

confirmando el caracter permanente de esta interaccion. Este comportamiento se
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conserva en todas las estructuras de FtsZ analizadas, las cuales incluyen-proteinas de

extremofilos y mesdfilos,

La existencia de una comunicacion global entre [os dominios de una proteina,
permitiria la transmision de perturbaciones desde la regién “blanco” hasta zonas
alejadas de esta. Asi, el efecto que la hidrélisis de GTP tiene sobre la estructura de
FtsZ, podria no solo afectar a las regiones aledarias, es decir, del dominio amino, si no
también propagar los cambios estructurales hacia el dominic carboxilo. Para
comprobar esta hipotesis se analizé la flexibilidad de FtsZ, de modo de explicar desde
un punto de vista dinamico, la relacién que existe entre ambos dominios. Con este
objeto, se determinaron los movimientos correlacionados por una simulacién de [a
dinamica molecular de la estructura de EcFtsZ y un analisis de flexibilidad intrinseca
dado por el factor térmico (B-factor) de las estructuras tridimensionales de los cristales

de FisZ,

FLEXIBILIDAD EN FTSZ.

Analisis de movimientos correlacionados. E! analisis de movimientos acoplados en
proteinas permite explicar como un cambio local en la estructura podria perturbar a
regiones remotas de la proteina, lo que lo hace particularmente Util para entender por
qué cambios lejos del sitio activo podrian tener consecuencias funcionales (Rod y col.,
2003). Con una simulacién de dinamica molecular es posible determinar la correlacién

de movimientos de elementos estructurales respecto a una region definida a través de




66

la co-varianza de sus movimientos (Ichiye y Karplus 1991; Amadei y col., 1993; Karplus

y Ichiye 19986).

Para determinar Jos movimientos correlacionados entre los dominios de FtsZ se
hizo una simulacion de dinamica molecular por 1ns con el modelo 3D de EcFtsZ como
estructura inicial para construir una matriz de covarianza (ver Materiales y Metodos).
Especificamente, se identificd aquellos elementos estructurales que presentaron
correlacidon en sus movimientos internos respecto a una regidn perteneciente al sitio de
unién de GTP. El lazo G61-A72 en el modelo de EcFtsZ, equivalente al lazo T3 de
MjFtsZ, se eligid¢ como estructura de referencia debido a que se comporta como un
switch para la hidrélisis del fosfato y de GTP, es decir, es capaz de censar los cambios
estructurales asoclados a la actividad GTPasica de FtsZ (Diaz y col., 2001). En la
figura 20 se observan los elementos estructurales cercanos al lazo de referencia (T3)
en el dominio amino, la hélice o« H1, hebra 82, hélice « H2, hebra $3, lazos S5-H5, HB-
H7 y una porcion de la hélice o H3, los cuales presentaron movimientos
correlacionados con los movimientos del lazo T3. También, se observé correlaciones
dindmicas con algunos elementos estructurales alejados del lazo T3, la hélice « H10,
los lazos S9-H10, S7-H9, S8-H9 vy las porciones de la hélice o H8 y hebra S8 del
dominio carboxilo. La correlacion de movimientos de estas regiones respecto del [azo
T3 apoya la hipdtesis de una conexién dinamica entre los dominios amino y carboxilo

de EcFtsZ que estaria relacionada con su actividad GTPasa.
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Loop T3

® Loop T3 (GB1-AT2)
@® Correlacion Negativa

@ Correlacion Positiva

Figura 20. Analisis de movimientos correlacionados de FtsZ. Simulacion de
dinamica molecular de 1 nanosegundo sobre el modelo 3D de EcFtsZ. Los elementos
estructurales que se mueven en direccion opuesta respecto del lazo T3 corresponden a
correlaciones negativas y se muestran en azul. Las correlaciones positivas, en las que
los residuos se mueven en la misma direccion que el lazo T3, se muestran en rojo. El
nucleétido en el sitio de unién de FtsZ se muestra en amarillo. La figura se construyo
con DS Modeling v1.1 (Copyright (C) 2001-2003 by Accelrys).

Analisis de la flexibilidad intrinseca de FtsZ. La flexibilidad intrinseca de MjFtsZ se
analizé por medio del valor de B-factor normalizado incluido en el archivo PDB (1fsz)
(ver Materiales y Métodos). Los resultados mostraron evidencia una mayor rigidez en el
dominio amino que incluye el sitio de unién del GTP en relaciéon al dominio carboxilo.
Las regiones flexibles se encontraron en una porcién de la hélice a central H1 y el lazo
H1-S2 del dominio amino, como también en el dominio carboxilo, la hélice a H9, la
sabana p formada por las hebras S9, S8, S10 y S7, los lazos H7-H8, H6-H7, S9-H10

(figura 21).
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@ B-factor < 0 == Rigido
® B-factor > 0 = Flexible

Figura 21. Analisis de la flexibilidad intrinseca de FtsZ. El factor térmico de la
estructura de MjFtsZ se muestra en colores de acuerdo a los valores de B-factor
normalizado del archivo 1fsz.pdb. Las zonas que presentan mayor flexibilidad son
mostradas en rojo y las zonas rigidas en azul. El nucleétido se muestra en amarillo en
el sitio de unién de FtsZ. La figura se construyé con DS Modeling v1.1 (Copyright (C)
2001-2003 by Accelrys).



69

DISCUSION

La informacién disponible sobre la estructura 3D de FtsZ proviene de la
cristalografia de las proteinas terméfilas MjFtsZ, TmFisZ y de la meséfila PaFtsZ y la
mayor cantidad de informacién sobre |a funcionalidad se ha obtenido con EcFtsZ. La
relacidn entre la estructura y la funcion de FisZ proviene de trabajos con MjFtsZ sobre
estructuras -de baja resoluciéon. Con el fin de interpretar desde un punio de vista
molecular la polimerizacion de EcFtsZ en esta memoria se construyé un modelo de su
estructura 3D. Con este objeto, se determiné las caracteristicas de las superficies de
interaccién inter-dominio en el mondmero, y las interacciones longitudinal y lateral en el
polimero y la. influencia de la presencia del fosfato gamma en el sitio de unidn del
nucledtidoe. Se discutird la robustez de los modelos estructurales en estado
mondmerico, dimérico y tetramérico y se relacionaran sus propiedades fisicoquimicas y

esfructurales con la funciocnhalidad de EcFisZ.

Modelo de la estructura fridimensional de EcFtsZ. La disponibilidad de la
estructuras 3D de FisZ de M. Jjannaschii (MjFtsZ) (1fsz.pdb) y de FisZ de P. aeruginosa
(PaFisZ) (1ofu.pdb) ambas unidas a GDP y el alto porcentaje de identidad de
secuencia comparadas con FisZ de E. coli {(EcFisZ), de 40 y 58% respectivamente,
permitié utilizarlas como moldes estructurales para el modelado por homologia
(Sanchez y Sali 1997) de la conformacion GDP de EcFtsZ desde el aminoacido Asp10
al Thr324. Ambas estructuras cristalograficas son bastante semejantes entre si,
poseen un 49% de identidad de secuencias y al hacer una superposicién estructural de

sus carbonos alfa se obtiene un RMSD total de 1,45 A. Si bien, el considerar a la vez
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dos moldes similares entre si para modelar una estructura no implica un aporte en si,
es posible observar que en la estructura de PaFtsZ se identifican menos lazos que los
encontrados en MjFtsZ por lo que se agregé como segundo molde para disminuir las
regiones desestructuradas del modelo de EcFisZ que se construyd. La posibilidad de
errores en el alineamiento entre la secuencia del molde y del modelo se considerd
despreciable debido al alto porcentaje de identidad de secuencia entre ellos. Ademas,
el modelado explicito de los lazos (Fiser y col., 2000) para la estructura de EcFtsZ
permitio tener la certeza de su caracter flexible.

Las coordenadas de la conformacién estructural que FisZ adop;taria al
encontrarse unida a GTP se obtuvieron mediante un alineamiento de su secuencia con
la de o-tubulina, obtenida a partir de la difraccion electrénica de la estructura de su
homéloga en eucariontes, ap-tubulina (1jff.pdb). La a—tubulina del heterodimero se
encuentra unida a GTP y a pesar de poseer un bajo porcentaje de identidad de
secuencias con FtsZ (14%) presenta el mismo tipo de plegamiento, con excepcién de
algunos lazos externos que tubulina utiliza para la unién de chaperonas (Andreu y col.,
2002) y que se encuentran ausentes en FtsZ. Dada la baja identidad de secuencias,
los posibles errores en el alineamienfo se minimizaron con la utilizacion de
alineamientos estructurales y alineamientos multiples de secuencia de FitsZ, a los
cuales fue adjudicado un mayor peso estadistico al momento de incluir la secuencia de
tubulina.

La aproximacién de predecir los cambios conformacionales que FtsZ sufriria al
encontrarse unida a GTP utilizando la estructura de la a-tubulina esta basada en que la
ruta de cambios conformacionales relacionadas con Ja unién del ligando (LRCC=ligand

related conformational changes) es conservada en familias de proteinas homoélogas, es
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decir es posible identificar las regiones donde se propaga los cambios estructurales
que sufre una proteina al unir un ligande (Tesis Doctorade José Jaime Arbildua). La
figura 22 muestra un ejemplo del andlisis de conservacién de cambios

conformacionales representado en un grafico de densidades.
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Figura 22. Andlisis del patron de conservacién de cambios conformacionales
relacionados con la unién de un ligando (LRCC). A. Metodologia usada para la
obtencion del grafico de densidades por familias de proteinas donde 102M y 103M son
estructuras de proteinas homalogas con y sin ligando, respectivamente. B. Ejemplo de
conservacion de cambios conformacionales a través del grafico de densidades de las
secuencias de la familia de la quinasas (Tesis de Doctorado José Jaime Arhildua).
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La figura 22A muestra el perfil de distancias entre los C de un par de proteinas
las cuales estdn como apo- y holo-proteina. Este perfil se transforma a un gréfico de
densidad de acuerdo a la secuencia y se stma a los graficos de densidades de Io.s
otros pares de proteinas homologas analizados, donde se aprecia la conservacion. La
figura 22B muestra el resultado del analisis para la familia de las quinasas (cédigo
CATH 1.10.510.10), donde las zonas en negro son aquellas que sufrieron los mayores
cambios conformacionales al unir el ligando. Asi, se observa el patrén conservado de
las regiones que censaron los cambios estructurales para la familia de las quinasas.

Durante el transcurso de esta tesis, la estructura dimérica de FisZ de
Mycobacterium tuberculosis (MtbFtsZ) se obtuvo por difraccién de rayos X a una
resolucién de 2,08 A. El dimero se formé por interacciones laterales de los
mondmeros, donde uno de ellos poseia un analogo no hidrolizable de GTP (GTPyS),
en el sitio de unién del nucledtido y el otro permanecié vacio (Leung y col., 2004). La
estructura del monémero de MibFtsZ en conformacion GTP se sobrepuso
estructuralmente con el modelo 3D de EcFisZ en el mismo estado, este andlisis mostrd
un RMSD de 2.9 A al considerar un alineamiento de 298 residuos, el que presenté un
4,4% de espacios vacios en el alineamiento que correspondieron a residuos de los
lazos T3 y T6. Este resultado indica que solo existen pequefias diferencias entre
ambas conformaciones que se pueden atribulr a la flexibilidad propia de regiones
desestructuradas como los lazos y a que el lazo T3 participa directamente en la
interaccion lateral del cristal de MtbFtsZ, lo que lo obligaria a adoptar una

conformacion distinta a la que adopta en estado monomérico.
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Los cambios conformacionales inducidos por la hidrolisis de GTP y liberacién
del fosfato en EcFtsZ, se determinaron al comparar las posiciones de los carbonos alfa
de las estructuras cristalizadas de MtbFtsZ en estado GTP y GDP (1rlu.pdb, 1rq7.pdb)
(Leung y col., 2004). Los mayores cambios conformacionales se presentaron
principalmente en regiones externas de EcFtsZ, algunas de ellas cercanas al sitio de
union del GTP, otros cambios conformacionales se detectaron en regiones alejadas del
sitio de union de GTP, en el dominio carboxilo, por ejemplo, porciones de la hélice o H8

y los lazos S8-H10 y S9-H10 (figura 23).

[ Cambios Conformacionales

Figura 23. Cambios conformacionales relacionados a la hidrélisis del GTP de
FtsZ. La estructura de MtbFtsZ se muestra en gris y las zonas que sufren los mayores
cambios conformacionales se muestran en rojo. El nucleétido en el sitio de union de

FtsZ se muestra en amarillo.
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De la misma manera que para obtener la conformacién de EcFisZ en estado
GDP, las regiones predichas como lazos en la estructura de EcFisZ unida a GTP se
modelaron explicitamente para determinar su flexibilidad estructural (Fiser y col.,
2000).

Los modelos 3D se evaluaron a través de perfiles de pseudo-energia y valores

de pG-score que indicaron alta confiabilidad (Sippl 1993; Sanchez y Sali 1998).

Superficies de interaccion longitudinal en dimeros de EcFtsZ. La estruciura de
EcFtsZ en estado polimerizado se construyd a partir de la interfase de interaccidn
longitudinal de of-tubulina. La reconocida homologia entre estas proteinas y la
semejanza en cuanto al tipo de polimeros formados (Nogales y col., 1998) se utilizaron
como base teédrica para que la interaccion longitudinal entre los mondmeros de o~y
8-tubulina sirviera como molde de la interfase longitudinal del polimerc de EcFisZ.
Para disponer de polimeros en los diferentes estados conformacionales de la proteina
de acuerdo al estado de fosforilacién del nucleétido unido, se construyeron tres
dimeros EcFtsZ-GDP/EcFisZ-GDP, el cual presenté GDP en ambos mondmeros,
EcFtsZ-GTP/EcFisZ-GDP, con GTP y GDP en cada monémero y EcFtsZ-GTP/EcFtsZ-
GTP, con GTP unido en ambos mondmeros. Durante el desarrollo de este trabajo, la
estructura dimérica de MjFisZ (1w5a.pdb) unida a GTP en ambos mondémeros se
resolvid a 2,4 A (Oliva y col., 2004). Al hacer una superposicién estructural del dimero
EcFtsZ-GTP/EcFtsZ-GTP obtenido por modelado por homologia en esta memoria y la
estructura dimérica cristalizada se observé un valor de RMSD fotal de 5,7 A
considerando un total de 619 aminoacidos. Ademas, al inscribir la interfase de

interaccién longitudinal de ambos dimeros en una circunferencia de radio 10 A, se
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observé una diferencia de 3,2 A entre ambos centros, lo que implica una buena
superposicion entre ambas areas de 79%. Estos datos sugieren que la interfase
longitudinal del heterodimero de af-tubulina como molde para predecir la superficie de
interaccion longitudinal de los polimeros de EcFtsZ es apropiada y que el pequefio
corrimiento observado puede deberse a la presencia de una serie de lazos externos en
tubulina, ausentes en FisZ que contribuirian al drea de interaccién entre ambos
mondémeros de a— y B-tubulina.

Actualmente, la caracterizacion de superficies de interaccion proteina-proteina
permite definir a los complejos macromoleculares como de fipo permanente o no
permanente de acuerdo a las constantes de disociacion de ellos (Jones y Thornton
1996). La interaccién entre los monémeros de a— y B-tubulina en el heterodimero se
describié como una interaccién del tipo permanente debido a que el heterodimero no
se disocia en solucién, pues se considera como la unidad basica requerida para la
formacion de microttbulos (Caplow y Fee 2002) (Downing y Nogales 1999). Los
parametros utilizados en esta tesis confirman que la interaccion de los monémeros en
el heterodimero de tubulina es de tipo permanente. Asi, el valor de AASA, el nimero
de puentes de hidrégeno, el indice de complementariedad geométrica y el porcentaje
de hidrofobicidad de los aminoéacidos involucrados son coincidentes con la informacién
experimental respaldando la estrategia bioinformatica utilizada.

La caracterizacién de la interfase longitudinal predicha para el dimero de
EcFtsZ, EcFtsZ-GDP/EcFtsZ-GTP, sugiere que este complejo se clasifica como
intermedio entre complejos permanentes y no permanentes. Esta conducta se confirma
al analizar la interfase del dimero cristalizado de MjFtsZ que presenta un alto valor de

complementariedad geométrica y un valor de AASA mas cercano al valor medio de
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complejos no permanentes. En los dimeros EcFisZ-GTP/EcFisZ-GTP, EcFtsZ-
GTP/EcFtsZ-GDP y EcFtsZ-GDP/EcFtsZ-GDP, el estado de fosforilacion del nucledtido
no influyé sobre esta conducta de interaccioén, sin embargo, es interesante hacer notar
que el complejo EcFtsZ-GTP/EcFisZ-GTP presentd una menor estabilidad relativa a
los otros dos dimeros en diferentes estados de fosforilacién del nucleétido. El AAG de
union obtenido por una exploracion de mutagénesis computacional de alanina confirmé
estos resultados, pues para cada supetficie de interaccion longitudinal mostro valores
positivos para los tres dimeros, es decir las interacciones en estas superficies
favorecen la formacion del complejo, y los valores de AAG de unién de los dimeros
EcFtsZ-GDP/EcFtsZ-GTP y EcFtsZ-GDP/EcFisZ-GDP (22,3 y 22,8 kcal/mol,
respectivamente) mostraron una mayor estabilidad comparada al dimero EcFisZ-
GTP/EcFisZ-GTP (2,8 kcal/mol).

Estos resultados son coincidentes con los experimentos de sedimentacién al
equilibrio desarrollados por Rivas y col., (2002), quienes concluyeron que FtsZ en
ausencia de magnesio es un monémero globular con tendencia a auto-asociarse y que
este cation induce' la formacion de polimeros de tamafios heterogéneos de manera

indefinida (Rivas y col., 2000).

Superficies de interaccion lateral entre polimeros de EcFtsZ. La prediccién
computacional de la interaccién lateral entre los dimeros de EcFtsZ construidos por
modelado f:omparativo se hizo por acoplamiento proteina-proteina. El uso de la
estructura de EcFtsZ en estado polimerizado permiti6 aumentar la probabilidad de
contacto lateral entre los dimeros, debido al aumento de la supertficie disponible para
interactuar, que favorece el encuentro y la formacién de enlaces entre ellos. Dentro de

sus limitaciones generales es necesario considerar que se usan representaciones de
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las proteinas con una elevada complementariedad geométrica y ‘sin cambios
conformacionales de gran alcance, como por ejemplo el movimiento de dominios. En
general, se necesita de informacion alternativa para filtrar interacciones bioldgicamente
improbables como [a informacién de secuencia, mutaciones o deleciones. En este
trabajo se utilizé como filiro una segunda prediccion computacional basada en la
estructura primaria. Esta prediccion consistid en analisis de conservacion de
secuencias con evolutionary tracing (ET) y de mutaciones correlacionadas.

Los criterios utilizados para determinar superficies de interaccidn reconocen los
sitios de unién conservados de las proteinas aungue ocurran cambios evolutivos en el
resto de su superficie, de alli que la busqueda de estos patrones de conservacién es
util al momento de predecir una superficie de interaccion proteina-proteina (Lichtarge y
Sowa 2002; Ma vy col., 2003). Esto se ha demosfrado experimentalmente con
mutagénesis por alanina de algunos residuos que contribuyen en forma mayoritaria a la
estabilidad del complejo. Estos residuos, denominados hot spofs, son los que
contribuyen de manera significativa a la energia libre de unién del complejo (DelLano
2002). Halperin y col. (2004) analizaron 250 complejos proteina-proteina encontrando
una correlacién positiva entre los residuos estructuralmente conservados y aquellos
considerados hot spots en la internase. Estos residuos presentaron un alto nivel de
empaquetamiento, de manera que al mutarlos se afectarfa un mayor niimero de
residuos vecinos alterando la afinidad proteina-proteina, esta serfa una de las razones
de su conservacion. Asi, se demostré la preferencia de algunos pares de residuos a
participar acoplados en la superficie de interaccién: apolar-apolar, cargado-apolar,
cargado-aromatico. De manera particular se observd la preferencia de la glicina a
acoplarse a aromaticos, polares y residuos cargados y una desfavorable interaccion

con metionina, prolina, leucina e isoleucina.
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El andlisis de la informacién evolutiva y estructural de FtsZ en esta memoria
mostré que la mayoria de los pares de aminoacidos que estarian interactuando en la
interfase proteina-proteina, presentan relaciones favorables segun los antecedentes
mencionados, es decir, aromatico-cargado y cargado-apolar. Se observa que la Y222
es fundamental en las relaciones observadas y que [as interacciones carga-carga se
observan en menor medida, a pesar de que la participacion de residuos cargados es
importante en las relaciones enconfradas. La distribucion de los residuos
seleccionados en la estructura tridimensional de EcFtsZ permitié definir un grupo C y
otro N, que estarian participando en la interaccion lateral de EcFisZ, donde la Y222 se
mantiene alejada de estos grupos. La red de correlaciones relaciona a ambos grupos
prediciendo un tipo de interaccién lateral N-C, ademas, relaciona residuos de un mismo
grupo, lo que podria implicar una interaccion C-C o simplemente una correlacion
producto de la cercania espacial.

Una limitacién de la estrategia de evolutionary ftracing y mutaciones
correlacionadas basadas en el analisis de secuencia, es la imposibilidad de discriminar
entre pares de mutaciones correlacionadas que estén participando en el area de
interaccidn proteina-proteina de zonas de cambios conformacionales que permite a la
proteina ser estable y dinamica. Un ejemplo que podria representar esta situacion es [a
Y222, la cual parece importanie desde un punto de vista evolutivo, pero que no
participaria direlctamente en el area de interaccion lateral FisZ-FtsZ. Es por este motivo
que la contribucidn de informacion experimental, tal como mutaciones puntuales y
estudios de funcionalidad de estos mutantes es fundamental en la toma de decisiones
al hacer una prediccion.

Los resultados de la prediccion de superficie de interaccién lateral de FisZ de

acoplamiento proteina-proteina se filtraron con los de evolutionary tracing y mutaciones
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correlacionadas y se observo [a frecuencia de formacién de los distintos complejos
tetraméricos de acuerdo a su tipo de interaccioén, El bajo nimero de tetrdmeros con las
diferentes combinaciones GTP/GDP que presentaron interaccion lateral a través de sus
dominios carboxilos (C-C) indicé que este tipo de interaccién es improbable de acuerdo
a las restricciones geométricas y energéticas impuestas en la estrategia anterior. La
correlacién encontrada en el analisis de mutaciones correlacionadas entre residuos del
dominio carboxilo se podria explicar ya que esta regién seria sensible a cambios
conformacionales asociados con la funcionalidad de EcFisZ, de manera que es
requerida una estrecha relacién entre aminoacidos vecinos. El analisis de movimientos
correlacionados da cuenta de esta hipotesis, debido a que mosird regiones de! dominio
carboxilo dinamicamente relacionadas con zonas del dominio amino involucradas en la
hidrélisis del GTP como el lazo T3 (Diaz y col., 2001). La flexibilidad en estas zonas
seria mas marcada en el dominio C como lo demuestra el valor del B-factor. Esto esta
de acuerdo con el hecho que la flexibilidad en las proteinas esta asociada a su funcién
(Hilser y col., 1998; Freire 1999).

El andlisis de flexibilidad muestra una fuerte conexion dinamica entre [os
dominios amino y carboxilo de FitsZ. Los resultados muestran que un 73% de los
elementos estructurales involucrados en cambios conformacionales inducidos por la
hidrolisis del GTP forman parte de los movimientos correlacionados observados por la
dindmica molecular. Asi, las regiones flexibles localizadas en el dominio carboxilo
segln el andlisis del factor térmico corresponden a zonas que participan en los
cambios conformacionales que experimenta la proteina al hidrolizar el nucledtido. Por
esto, se podria especular que la flexibilidad del dominio carboxilo podria estar asociada
a un efecto alostérico producido por la hidrélisis de GTP que debilitarfa la interaccion

longitudinal en el protofilamento facllitando la despolimerizacion de FisZ.
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En el laboratorio se disefi¢ y caracterizé la mutante 1294W, localizada en el

dominio carboxilo de EcFisZ, esta mutacién indujo la polimerizacion de laminas

- estables que afectaron la funcionalidad de EcFisZ, sin afectar su estabilidad
estructural. Una hipdtesis para sustentar estos resultados indica que la flexibilidad
propia del dominio carboxilo se perderia producto de la formacion de un stacking
(interaccion entre los anillos aromaticos a través de fuerza electrostaticas o de Van der
Waals) formado por W294 y la F275, inhibiendo el cambio conformacional responsable

de la despolimerizacion (Tesis Pregrado Rodrigo Diaz).

Los resultados anteriores en su conjunto sugieren que los tipos de interaccion
lateral mas probables son entre los dominios amino y carboxilo (N-C) y entre ambos
dominios amino (N-N), de manera que las interacciones laterales se discutiran
considerando este tipo de interacciones. La clasificacién jerarquica que evalia la
complementariedad geométrica indicé que no existen mayores diferencias entre ambos
tipos de interacciones para todos los tipos de tetrameros, con la excepcion de DD_DD
y TD_DD donde se favorece las interacciones N-N y N-C, respectivamente.

La localizacion tridimensional de mutaciones sitio-dirigida experimentales que
inhiben [a interaccién lateral entre protofilamentos de FisZ coincide con los grupos Cy
N determinados por evolutionary tracing y por analisis de mutaciones correlacionadas,
confirmando la prediccion de la zona de interaccidn lateral de FisZ. En el laboratorio se
disefid y caracterizé la mutante R85Q, localizada en la hélice o H3 del dominic amino
de EcFisZ (grupo N), que inhibid las interacciones laterales (Tesis Magister Jae Y.
Shin). La mutante Y222W estabilizd los polimeros de EcFisZ, efecto que podria
asociarse con su rol importante en la red de mutaciones correlacionadas que relaciona

a ambas caras laterales de FtsZ (Tesis Pregrado Rodrigo Diaz).
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Oliva y col., (2003) sugieren que a diferencia de las interacciones laterales de los
microttibulos, FtsZ utiliza una unidad basica de polimerizacidn que consiste en un doble
filamento, en el cual la interaccién FtsZ-FtsZ involucraria residuos de ambos dominios N
de los mondmeros del complejo, es decir un tipo de interaccion N-N. Asi, [a formacién
de laminas inducidas con calcio ocurriria a través de la interaccion de los dobles
filamentos en forma anti-paralela por los dominios carboxilo (Lowe y Amos 1999). La
posibilidad que ambas interacciones ocurran se evalué mediante una exploracién por
mutagénesis computacional de' alaninas de las interfases Ilaterales, donde se
consideraron las orientaciones paralela y anti-paralela de los dimeros en el tetramero de
acuerdo a la ubicacidn del nucledtido. La interaccidon paralela N-N, que es compatible
con ef tipo de interaccion lateral informado por Oliva y col, (2003) mostré valores
favorables de AAG s, para la formacion de los tetrameros TT_TT, DD_TD y DD_DD,
con diferencias energéticas acordes al proceso de polimerizacion de FisZ (Bertrand y
col., 2005). En la estructura tridimensional de polimeros de MtbFtsZ resuelta por
difraccion de rayos X, se observo que la interaccion lateral se producia a través de los
dominios N de ambos mondmeros (Leung y col., 2004).

Se sabe que la polimerizacion de EcFtsZ es inducida por GTP, asi, la interaccién
longitudinal para formar el dimero EcFtsZ-GTP/EcFisZ-GTP debiera ser la mas
favorable. La aparente contradiccion con la polimerizacion de una menor estabilidad del
dimero EcFisZ-GTP/EcFtsZ-GTP (interaccién longitudinal) y una mayor estabilidad del
tetramero TT_TT (interaccion lateral), se puede explicar considerando que el equilibrio
entre las tres especies involucradas (mondémero, dimero y tetramero) esta fuertemente
desplazado hacia la formacién del tetramero, lo que favorece la formacioén del dimero a

pesar de su menor estabilidad.
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La exploracion de mutagénesis computacional de alaninas mostré que las
interacciones del tipo N-C paralela y anti-paralela son factibles, lo que podria explicar
tanto un nimero par como impar de protofilamentos asociados en laminas (Tesis
Doctorado Jae Y. Shin). Si las interacciones N-N son mas favorables que las C-C
debieran existir solo nimeros pares de protofilamentos asociados en una ladmina
inducida por cofactores como el calcio y DEAE-dextrano (Yu y Margolin 1997; Lowe y
Amos 1999). Recientemente, se reporté una prediccion in silico de la interaccién lateral
de FtsZ, donde se postula que la interaccién entre protofilamentos es del tipo paralela
N-C (Mukherjee y col., 2005), lo que concuerda con las predicciones de esta memoria.

Las proyecciones de esta memoria proporcionan un modelo para entender las
interacciones involucradas en la formacidn del divisoma bacteriano y dan un marco
tedrico para experimentos de mutagénesis sitio-dirigidas que afecten las interacciones
de EcFtsZ. La certeza en la prediccién de un residuo como hot spot a partir de los
residuos de la interfase de interaccién proteina-proteina es de un 80% (Kortemme y
Baker 2002) por esto los residuos encontrados en esta tesis como hot spots son buenos
candidatos a mutar para confirmar las propiedades de las interacciones laterales en los
polimeros de EcFtsZ. La identificacién de estos residuos mostré que la R85 y la (244
son importantes para la interaccién paralela N-C, sin embargo se debe tener cuidado
con estas mutaciones, pues podrian afectar también las interacciones N-N paralela y
anti-paralela. Buenos candidatos que afectarian de manera especifica la energia libre.
de unién de la interaccion paralela N-N podrian ser la H156 (AAGyqen = 2,46 kcal/mol) y
E152 (AAGunsn = 5,29 keal/mol). La mutacién del E152 podria afectar su interaccién con
el hot spots R85 de la cara opuesta que contribuye con 2,06 kcal/mol. La interaccion

paralela N-C podria ser afectada en 4,13 kcal/fmol con un cambio de la S245 por

alanina, ademas su interaccion con R89 y R85 afectaria a la vez a las contribuciones de
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1,36 y 94 kcal/mol, respectivamente. La interaccion anti-paralela N-C podria ser
fuertemente afectada con la mutacion de la K1 67, debido que esta contribuye con 3,79
kcal/mol e interactiia con D84 de la cara opuesta, que contribuye con 1,56 kcal/mol a la
energia de unién del complejo.

La evaluacién de los parametros fisicoquimicos de las interfases de interaccion
lateral de EcFtsZ sugeridas en esta tesis mostro valores caracteristicos de complejos
no permanentes, lo que concuerda con un proceso de polimerizacién de tipo
cooperativo, donde Ias interacciones laterales se hacen mas favorables a medida que
crece. el polimero. La interaccion lateral anti-paralela N-C sé presentd como la
interaccion de mayor estabilidad entre las tres superficies propuestas, con la mayor
complementariedad geométrica, el mayor porcentaje de residuos hidréfobos y la mayor
area de accesibilidad al solvente. La interaccion paralela N-N incluye la interaccion $3-
S3 propuesta por Lowe (Lowe y Amos 1999). Si bien, poseen complementariedades
geométricas similares, el valor de ASA para la interaccion paralela N-N aumenta en

100 A ubicéndola dentro del conjunto de interfases probables y con rol biolégico.

La continuacion de este trabajo debiera dirigirse a caracterizar las interacciones
de EcFisZ en presencia de solvente de modo de entender la accidn de co-factores
como calcio para la induccidn de laminas. También, debiera caracterizarse la
interaccién con ZipA y FtsA, para entender la unién del anillo Z a la membrana

citoplasmaética de la bacteria y la interaccion de proteinas tardias con el anillo.
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CONCLUSIONES

Las propiedades de la inte;rfase inter-dominio de FtsZ corresponden a una
interaccién de tipo permanente.

Las propiedades de la interfase longitudinal del dimero de EcFtsZ corresponden
a una interaccion de tipo intermedio entre permanente y no permanente.

La interaccion lateral entre protofilamentos de EcFisZ es de caracter no
permanente. La informacién evolutiva determiné dos grupos estructurales de residuos
que participarian en la interaccién lateral entre protofilamentos de EcFtsZ, uno ubicado
en el dominio amino (N) y otro en el dominio carboxilo (C).

El ntimero de treframeros y la complementariedad geométrica indicd que las
interacciones de tipo paralela N-N, paralela N-C y anti-paralela N-C son mas probables,
descartandose la interaccion C-C.

Entre los aminoacidos que contribuyen mayoritariamente a las interacciones
laterales, se sugiere como posibles candidatos para mutaciones sitio-dirigida: en la
interaccién paratela N-N, 1a H156 y E152; en la interaccion paralela N-C, la S245 y en
la interaccién anti-paralela N-C la K167.

El mecanismo de polimerizacién de EcFisZ implica un cambio conformacional al
estado GTP para formar el polimero y GDP para su despolimerizacion. Los resultados
muestran que el estado conformacional del dimero GTPGTP presenta una menor
superficie de interaccion longitudinal que el dimero GTPGDP y GDPGDP, por esta
razén la estabilidad de los polimeros estaria dada por la interaccién lateral en el

tetramero.
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A continuacién se muestran [as presentaciones a congresos nacionales donde

se presentaron trabajo relacionados con el desarrollo de esta tesis:

Garcés, A., Arbildua, J., Monasterio, O. “Prediction and characterization of longitudinal
and lateral interactions in FtsZ polymers". Annual meeting of Society of Biochemistry
and Molecular Biology of Chile. p.31, September, 2004.

Garcés, A., Arbildua, J., Monasterio, O. “Prediction of the protein interaction zones
involved in the initial steps of the bacterial divisome location and formation™. Annual
meeting of Society of Microbiology of Chile, Acta Microbiolégica, v.10, N°1, p.139,
December, 2004.

Garcés, A., Diaz, R., Arbildua, J., Lagos, R., Monasteric, O. “Importance of the
carboxyl domain in the function of E. coli FtsZ". Annual meeting of Society of Biology of
Chile. Biological Research, v.37, N°4, p.R73, November, 2004.

Diaz, R., Garcés, A., Montecinos, F., Lagos, R., Monasterio, O. “Structural and
functional analysis of the E. coli Ftsz C-terminal region”. Annual meeting of Society of
Microbiology of Chile, Acta Microbiolégica, v.10, N°1, p.107, December, 2004.

Arbildua, J., Garcés, A., Diaz, R., Lagos, R., Monasterio, O. “Essential regions of the
3D structure for the stability and function of FtsZ". Annual meeting of Society of Biology
of Chile. Biological Research, v.38, N°2-3, p.R-86, October, 2005.

Arbildua, J., Garcés, A., Montecinos, F., Katz, A., Diaz, R., Lagos, R., O. Monasterio.
“Relationship between FisZ structural flexibility and the conformational change induced
by GTP/GDP". Annual meeting of Society of Biochemistry and Molecular Biology of
Chile. p17, January, 2006.

Shin, J.Y., Garcés, A., Lagos, R. y Monasterio, O. “Arginine 85 of EcFisZ is essential
for a correct cell division”. XVIII Latino American meeting of Microbiclogy, Acta
Microbiologica, 20086.

Garcés, A., Shin, J.Y., Arbildua, J., Lagos, R. y Monasterio, O. “In situ, in vitro and in
sifico characterization of interaction between ZipA and FtsZ polymers”. Annual meeting
of Saciety of Biology of Chife. Biological Research, 2006.

Montecinos, F., Garcés, A., Arbildua, J.,, Lagos, R. y Monasterio, O. “In vivo
reconstitution of E. coli FtsZ function from its domains expressed separately”. Annual
meeting of Society of Biology of Chile. Biological Research, 2006.

Monasterio, O., Diaz, R., Garcés, A., Arbildua, J., Montecinos, F., Brunet, J., Lagos, R.
“Flexibility and folding of Escherichia coli FtsZ determined by sitedirected mutagenesis”.
Annual meeting of Society of Biology of Chile. Biological Research, 2006.
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