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RESUMEN

Se caracterizaron los cambios conformacionales inducidos por ligandos en familias de
proteinas, al comparar la estructura tridimensional, 3D, de la apo-proteina con la de la
proteina acomplejada. La comparacion de las estructuras 3D mostré cambios
conformacionales inducidos por ligando, en todas las proteinas examinadas. En
promedio, un 8% de los residuos de la proteina participan en los cambios
conformacionales. Los residuos del sitio activo comprenden, en promedio un 3% de los
residuos totales de la proteina, y participan con uno de cada cinco aminoacidos en los
cambios conformacionales. Los sitios de unién a ligando se caracterizaron por una
mayor rigidez en la estructura de la proteina, determinada a partir del factor térmico
normalizado, con una exposicibn media de sus residuos al solvente (grado de
exposicion entre el 5 — 40%), alta conservacion de identidad de secuencia y por una
composicion aminoacidica caracteristica, rica en aminoacidos aromaticos e histidina. En
cambio, las secciones de la proteina que participan en los cambios conformacionales se
caracterizaron por ser mas flexibles pues predominan estructuras tipo lazo, con una
exposicion al solvente mayor al 40%, por una baja conservacién de su identidad de
secuencia, y por una composicion aminoacidica rica en glicina, serina, acido aspartico y

asparragina.

Con el objeto de determinar la conservacion de los cambios conformacionales en
proteinas relacionadas evolutivamente, se agrupd las proteinas en familias de acuerdo
a la clasificacién de estructuras definida por la base de datos CATH, que usa como
criterios su Clase, Arquitectura, Topologia y Homologia. Para cada familia se construyé

alineamientos estructurales multiples donde se codificé la informacién de los residuos

que participan en los cambios conformacionales. El analisis de los alineamientos,




mostré cambios conformacionales similares cuando distintos ligandos se unen a un
mismo sitio activo en una misma proteina. Ademas se observd cambios
conformacionales similares con la unién de distintos ligandos a diferentes proteinas de

la familia.

Los resultados del andlisis de la estructura tridimensional de las proteinas, en su
conjunto, muestran un patrén comudn para los cambios conformacionales, que se
conserva en la estructura 3D de una misma familia. Sin embargo, en general no se

observa conservacion en la secuencia aminoacidica de estos patrones.

El valor predictivo de la informacién obtenida en la caracterizacion de los cambios
conformacionales, se corroboré con la determinacion de las regiones en la estructura de
FtsZ que participan en cambios conformacionales asociados a la hidrolisis del
nucledtido GTP. Con este objetivo se comparé las estructuras cristalograficas de la
proteina FtsZ, 1rlu y 1rq7 de Mycobacterium tuberculosis y 1w58 y 1fsz de
Methanococcus jannaschii, unidas a GTP y GDP, respectivamente. Las regiones
determinadas que participan en cambios conformacionales incluyen la hélice H2 y parte
de la hélice H1, los lazos T3, T4, el lazo entre la hebra B S5 y hélice H5, y el lazo entre
las hélices H6 y H7, todos ellos elementos estructurales ubicados alrededor del sitio de
unién de GTP. También participan en los cambios conformacionales regiones alejadas
del sitio de union del nucledtido, tales como las hebras 3 S7 y S9, lazos T7, S8-H10 y
H10-S9 (nomenclatura de Oliva 2004). Para evaluar el movimiento de estas regiones se
construy6 tres mutantes de FtsZ de Escherichia coli: F4OW ubicada en una regién que
no participa en cambios conformacionales ( hebra B S2) , F135W en el dominio amino
terminal en una regién cercana al sitio de unién del nucleétido que participa en los

cambios conformacionales (lazo S5-H5), e 1294W ubicada en el dominio carboxilo

Xii




terminal alejada del sitio de GTP ( hebra B S9) y que participa en los cambios
conformacionales. Los espectros de CD de las tres mutantes no mostraron cambios
significativos en la estructura secundaria de las proteinas, lo que indica que su
estructura es similar a FtsZ silvestre. La caracterizacién funcional de la mutante F40W
mostré complementacion in vivo, es decir pudo sustituir la funcién de FtsZ silvestre
silenciada, mostr6é un 80% de la velocidad inicial de hidrélisis de GTP respecto a FtsZ
silvestre, y un nivel de polimerizacién de 70% inducida por 1 mM de GTP y evaluada por
turbidez a 350 nm. La segunda mutante, F135W, complementd in vivo, mostré un 71%
de la velocidad inicial de hidrdlisis del nucleétido y un 32% del nivel de polimerizacion
respecto a FisZ silvestre. 1294W por su parte, no complement6 in vivoy GTP no indujo
su polimerizacion, sin embargo presenta turbidez basal en presencia de GDP vy su
velocidad inicial de hidrélisis de GTP es de un 13% respecto a FtsZ silvestre. Los
resultados de las mutaciones puntuales en FtsZ, no mostraron cambios significativos en
la estructura 3D de la proteina. Como se esperaba, la introduccién en regiones
importantes para la funcién de la proteina del residuo triptéfano, posiciones F135 y 1294
que participan en cambios conformacionales, disminuyeron de manera significativa su
funcion. La mutante FA0W ubicada en una region rigida de la proteina que no participa
en cambios conformacionales no alteré de manera significativa la funcidén de FisZ, sin
embargo, mostré una variacién del 2% en su contenido de estructura secundaria
respecto a FtsZ silvestre, por la perturbacion que provocé la introduccion del residuo

triptofano.

Los resultados en su conjunto, muestran que regiones de la estructura tridimensional de
las proteinas que participan en los cambios conformacionales, son regiones

superficiales y flexibles que no estan involucradas en la estabilidad de Ia proteina, por lo
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tanto son las regiones a considerar en ingenieria de proteinas, si se desea obtener
proteinas con determinadas caracteristicas funcionales, o se pretende bloquear una

determinada funcion.
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ABSTRACT

Conformational changes induced by ligands in protein families were studied by
structural comparison between the apo-protein and the protein-ligand complex
structures. Comparison of single chain proteins in the PDB database in the free and
ligand bound state, showed that conformational changes induced by ligand are a
common behavior in proteins and involve around 8% of the total residues. Active site
residues are approximately 3% of the total protein amino acids and only 20% of them
are involved in conformational changes. Binding sites were characterized by their rigidity
(analyzed from B-factor normalized data), a solvent exposure between 5 —40%, a
high sequence conservation and a composition rich in aromatics residues and histidine.
On the other hand, sections of the protein involved in conformational changes were
characterized by their flexibility, where loops are the most common secondary structure
elements, the solvent exposure is above 40% and the sequence conservation is below
the protein average. The amino acid composition of the regions involved in
conformational changes presented high frequency of glycine, serine, aspartic acid and
asparagine.

With the aim to determine if there is a common conformational change pattern in each
protein family, proteins selected from the PDB database were divided into families in
agreement with the structural classification found on CATH database, that use the
criteria of Class, Architecture, Topology and Homology for the classification. For each
protein in the family, residues participating in conformational changes were determined
by structural superposition of the apo-protein and the protein-ligand complex. To
compare protein conformational changes within a family, a multiple structural alignment

was performed. The alignment analysis showed similar conformational changes when
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different ligands bind to the same active site. In the same way, different proteins within a
family showed similar conformational changes upon ligand bound.

The results of the three-dimensional structure analysis of the proteins showed a
common pattern of conformational changes conserved within a family. This was not
seen for the sequence amino acid conservation.

The predictive value of the information obtained from conformational changes, was
assay on the FtsZ protein. Regions of the structure important in conformational
changes, related to GTP hydrolysis, were found by structural comparison of FtsZ in the
GTP and GDP conformations, PDB code 1rlu and 1rq7 from Mycobacterium
tuberculosis, and 1w58 and 1fsz from Methanococcus jannaschii. These regions include
H2 helix, H1 helix, T3, T4 and H5-H6 loop near the GTP binding site, and the T7,
S8-H10, S9-H10 loops, S7, S9 B strand (definition of FtsZ secondary structure elements
by Oliva et al. 2004) in the C-terminal domain. To evaluate these regions in the
laboratory, three mutants in FtsZ of Escherichia coli were analyzed, F40W located in S2
B strand a region in the amino terminal domain away from the conformational changes
associated to GTP hydrolysis, F135W near the nucleotide binding site in the H5-S5 loop
position that belong to conformational changes, an 1294W in the carboxy terminal
domain away from the GTP binding site in the S9 B strand, also a position involved in
conformational changes. Circular dichroism spectra from the three mutants showed a
very similar behavior respect to FtsZ wild type, suggesting no alterations in the
secondary structure content of FtsZ with the point mutations. The functional
characterization of F40W showed in vivo complementation, determined as the capacity
of the mutant to replace the silenced FtsZ wt in the bacteria, 80% of the initial hydrolysis

velocity respect to wild type and a GTP induced polymerization level of 70% respect to
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wild type (evaluated by turbidity at 350 nm). The second mutant F135W, showed in vivo
complementation, a 71% of the nucleotide initial hydrolysis velocity and a 32% of the
polymerization level of the FtsZ wild type. 1294W on the other hand, did not showed in
vivo complementation or polymerization induced by GTP, however the mutant has a
basal polymerization and an initial GTP hydrolysis velocity of 13% respect to wild type.
The results from the point mutations in FtsZ did not showed alterations on the 3D
structure, but showed changes in functionality. l\?lutations on flexible regions involved in
conformational changes, F135W and 1294W, showed drastic alterations on functionality
even when none of these amino acid positions belong to the nucleotide binding site,
more surprisingly 1294W is in the C-terminal domain. Mutant F40W showed only minor
alterations in functionality but changes of 2% in the content of secondary structure
suggest a role in the stability of the protein.

The results as a whole showed that regions of the structure involved in conformational
changes presented high flexibility, above 40% solvent accessibility and did not altered
protein fold. These characteristics made the regions belonging to conformational

changes the ideal substrate to look for a protein with certain functional parameters, by

protein engineering, or to block a specific activity.
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INTRODUCCION

Cambios conformacionales

La propiedad que permite a las proteinas cumplir sus diversas funciones bioldgicas, es
la capacidad para interactuar con diferentes tipos de ligandos/ tales como/' otras
proteinas, DNA, RNA, nucleétidos, carbohidratos, etc. La interaccion proteina-ligando
cumple diversas funciones: 1) estructurales en el citoesqueleto, (Walker, Burgess et al.
2000; Schuyler and Peliman 2001) 2) en el metabolismo, por medio de complejos
enzimaticos (Smith 1994; Sprang 1997) 3) en la transduccién de sefiales, mediante la
accion de integrinas, proteina G, canales de iones, etc. (Sprang 1997; Kleanthous
2000). Al producirse la interaccion proteina-ligando se generan cambios
conformacionales que permiten a la proteina adoptar su conformacion activa, (oenel
caso de inhibidores alostéricos salir de su conformacién activa) estos pueden ser
pequefios, como en el caso de algunos rotameros en las cadenas laterales de algunos
residuos aminoacidicos (Gerstein and Echols 2004), o grandes como en el caso de
cambios en la disposicion tridimensional de uno o mas dominios de la proteina (Yon,
Perahia et al. 1998; Gerstein, Echols et al. 2003). Los cambios conformacionales de los
complejos proteina—ligando son dependientes de la temperatura, asi estos no ocurren a
bajas temperaturas, pues a pesar de que la proteina posee su estructura nativa no es
capaz de adoptar una conformacion activa y pierde su funcionalidad. A medida que la
temperatura aumenta la proteina recupera su actividad. La minima temperatura a la cual

la proteina puede adoptar su conformacién activa se denomina “temperatura de

transicion dinamica (Tc)” (Parak 2003). El mismo comportamiento se ha observado en




proteinas de organismos terméfilos las que no son activas a temperatura ambiente, sin
embargo son totalmente funcionales a las temperaturas 6ptimas de desarrollo del
microorganismo (Vihinen 1987; Zavodszky, Kardos et al. 1998). Estos resultados
sugieren que debe existir un cierto grado de flexibilidad en la estructura de la proteina
que le permita adoptar la conformacion activa una vez unido el ligando. Otra
caracteristica de los cambios conformacionales es su reversibilidad, es decir una vez
liberado el ligando la apo-proteina recupera su conformacién, por lo tanto los
movimientos  en la estructura 3D de la proteina al formar el complejo
proteina-ligando, no deben afectar mayormente su estabilidad. Estudios de intercambio
de deuterio seguidos por NMR en proteinas con y sin ligando y simulaciones de
dinamica molecular, mostraron que las regiones en la estructura 3D de las proteinas
que participan en cambios conformacionales son zonas que presentan cooperatividad
local en la estructura y no cooperatividad global, es decir son zonas que se pueden
mover de manera independiente del resto de la proteina sin afectar mayormente la
estabilidad global de la estructura (Hilser, Dowdy et al. 1998; Freire 1999: Kern and
Zuiderweg 2003).

Debido a la importancia que tienen los cambios conformacionales en la funcién de las
proteinas y en la traduccién de la union del ligando a una funcion, poder predecir los
cambios conformacionales es un area de gran interés en bioinformatica estructural yen
ingenieria de proteinas (Mizoue and Chazin 2002). Ejemplos en la literatura sugieren
que proteinas de una misma familia suelen tener cambios conformacionalés similares,
es el caso de las integrinas, receptores de la membrana externa de las células que al
unir ligandos como fibronectina generan una respuesta celular mediada por el

desplazamiento de mas de 10 A de una hélice del dominio MIDAS (Xiao, Takagi et al.




2004). Otro ejemplo, son las proteinas G, que muestran cambios conformacionales en
las regiones “switch 1" y “switch II” tras la hidrdlisis de GTP (Sprang 1997). En proteinas
solubles, cambios conformacionales similares se han observado por NMR en lisozima
humana y de Gallus domesticus (Mine, Ueda et al. 2000). Estos resultados en su
conjunto, sugieren que una manera de predecir los cambios conformacionales dentro de
una familia de proteinas, podria hacerse a partir de informacién de otras proteinas de la
familia. Esta hip6tesis abre otras interrogantes, como: 1) ¢ existe alguna relacion entre la
identidad de secuencia y la conservacién de los cambios conformacionales en una
familia de proteinas?, resultados de Todd et al, y Aloy y Russell (Todd, Orengo et al.
2001; Aloy and Russell 2002) muestran que proteinas de la misma familia con
identidades de secuencias menores al 30% pueden presentar funciones enzimaticas
distintas e incluso no ser enzimas; 2) ¢ presentan distintos sitios de unién los mismos
cambios conformacionales en una familia de proteinas?, si suponemos que los cambios
conformacionales dependen de la unién del ligando a la proteina, distintos sitios de
union o diferentes funciones en una familia podrian tener cambios conformacionales
disimiles.

Una manera de conocer las regiones que participan en los cambios conformacionales,
es comparar la estructura tridimensional de la proteina libre y acomplejada (Domingues,
Rahnenfuhrer et al. 2004). Esta aproximacion se ha usado en proteinas donde los
cambios conformacionales son bastante evidentes (Gerstein, Echols et al. 2003), sin
embargo no esta claro si es factible usar esta aproximacion con cambios estructurales
pequefios, donde los contactos cristalogréaficos vy la distinta resolucion de los cristales de
proteinas pueden interferir en la comparacion del estado libre y acomplejado (Luque and

Freire 2002; Andre, Nonato et al. 2005).




La Ftsz

FtsZ es una proteina de dos dominios, uno amino terminal con un plegamiento tipo
“Rossmann” y un sitio de unién a GTP, y uno carboxilo terminal con un plegamiento
similar a la Corismato Mutasa (Oliva, Cordell et al. 2004; Osawa and Erickson 2005) (ver
fig. 1). FtsZ forma el anillo Z, principal componente del divisoma bacteriano (Lutkenhaus
and Addinall 1997; Weiss 2004). La formacion del anillo se confirmé por microscopia de
fluorescencia, pues FisZ se ubica en el ecuador de la bacteria durante la divisién celular
y forma una estructura parecida a un anillo asociado a la membrana interna. Este anillo
se contrae para producir la divisién celular y posteriormente vuelve a formarse en cada
una de las celulas hijas, para comenzar con un nuevo ciclo de divisién (Weiss 2004;
Goehring and Beckwith 2005). Para formar el anillo, FtsZ debe interactuar consigo
misma de manera longitudinal dando origen a protofilamentos, visibles por microscopia
electronica (Oliva, Huecas et al. 2003; Oliva, Cordell et al. 2004). In vifro los
protofilamentos interactian lateralmente y dan origen a dobles filamentos que se
asocian para formar s&banas. Una vez formado el anillo se produce la interaccion de
ZipA'y FtsA 'y de otras dos proteinas reguladoras ZapA y SulA, donde las dos primeras
fijarian el anillo a la membrana, ademas FtsA reclutaria a las proteinas que participan
enetapasmas tardias de la formacion del divisoma. La proteina ZapA actuaria
como un activador y SulA actuaria comoun inhibidor de la formacién del
anillo (Mosyak, Zhang et al. 2000; Pichoff and Lutkenhaus 2002; Cordell, Robinson et al.
2003; Goehring and Beckwith 2005). La funcién de FisZ se regula por la hidrélisis de
GTP, asi FisZ-GTP polimeriza para formar protofilamentos que in vitro se asocian en

dobles filamentos que dan origen a sabanas, la hidrélisis del fosfato gama del GTP
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Figura 1. Modelo por homologia de EcFtsZ, basado en la estructura cristalografica
de MjFtsZ (1fsz.pdb). La estructura 3D de un modelo de EcFtsZ esta representada en
esquema de cintas, se indican los dominios N-terminal y C-terminal, en gris y marrén,
respectivamente; el nucléotido esta representado en amarillo. Se muestran los lazos T3
y T4 en anaranjado y rojo, respectivamente. La ubicacion de algunas mutaciones
puntuales en la superficie de EcFtsZ, que alteran la funcién de la proteina se muestran
en morado (Bi and Lutkenhaus 1990; RayChaudhuri and Park 1992; Bramhill and
Thompson 1994; Dai, Mukherjee et al. 1994; Wang, Huang et al. 1997; Trusca, Scott et
al. 1998; Lu, Stricker et al. 2001; Mukherjee, Saez et al. 2001; Scheffers, de Wit et al.
2001). La nomenclatura usada para indicar los elementos de estructura secundaria en
FtsZ muestra las hélices o como “H”, las hebras B como “S” y los lazos como “T”
(Nogales, Downing et al. 1998).




induce la despolimerizaciéon (ver figura 2). Por lo tanto existirian a lo menos dos
conformaciones funcionales de FtsZ, la conformacién GTP y la conformacién GDP (Lu,
Reedy et al. 2000; Mingorance, Rueda et al. 2001; Oliva, Cordell et al. 2004).

Las regiones en la estructura de FitsZ que participan en los cambios conformacionales
asociados al paso de la conformacién GTP a GDP, se han obtenido a partir de la
comparacion de las coordenadas 3D de FitsZ de Methanococcus jannaschii (MjFisZ) o
Mycobacterium tuberculosis (MtbFisZ), en estado GTP y en estado GDP. Los cristales
de ambas estructuras son muy similares, y solo muestran un efecto del estado de
fosforilacidon del nucledtido sobre regiones cercanas al sitio activo, es el caso del lazo T3
y la hélice H2 (ver figura 1). El lazo T3, no esta unido directamente al nucleétido y
muestra, en MtbFtsZ, una transicién a una conformacién ordenada solo en estado GTP
(Leung, White et al. 2004; Oliva, Cordell et al. 2004). Experimentos de fluorescencia,
donde se mutd una treonina en el lazo T3 por triptéfano, y simulaciones de dinamica
molecular, también sugieren un cambio conformacional del lazo T3 asociado a la
hidrélisis de GTP (Diaz, Kralicek et al. 2001). Estos resultados solo muestran
parcialmente los cambios conformacionales que ocurren en FitsZ con la hidrolisis
de GTP, pues no explican el efecto de un nlmero importante de mutantes
puntuales, superficiales y alejadas del sitio de unidn del nucleétido, sobre la funciéon
de FtsZ de Escherichia coli (EcFtsZ, figura 1) (Lu, Stricker et al. 2001; Osawa and

Erickson 2005; Redick, Stricker et al. 2005).
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Figura 2. Esquema de la regulacion funcional de FtsZ mediante la hidrélisis e
intercambio de GDP - GTP. Las estructuras de FtsZ en sus distintos grados de
oligomerizacion estan representadas en cintas, donde hélices, hebras beta, vueltas y
lazos se muestran en rojo, celeste, verde y gris, respectivamente.




Similitudes estructurales y funcionales en la familia de las tubulinas

Las proteinas o, B, 7, & tubulinas, las FtsZ y recientemente la BiubA 'y la BtubB forman
una familia de GTPasas (Erickson 1995; Sontag, Staley et al. 2005) caracterizadas por
el motivo de unién a nucledtido GGTG (lazo T4 de FisZ). Las proteinas de esta familia
con estructura conocida son: el heterodimero af-tubulina determinado mediante
difraccién de electrones con una resolucion de 3,7 A (Nogales, Wolf et al. 1998); FisZ de
Methanococcus jannaschii (MjFtsZ, 1fsz.pdb) determinada por difraccion de rayos X a
una resolucion de 2,6 A (Lowe 1998; Lowe and Amos 1998); FtsZ de Pseudomona
aeuroginosa (PaFtsZ, 1ofu.pdb), con una resolucion de 2,1 A (Cordell, Robinson et al.
2003); FtsZ de Mycobacterium tuberculosis (MtbFtsZ, 1rq7.pdb, 1rlu.pdb) (Leung, White
et al. 2004), también obtenida por difraccion de rayos X, con una resolucién de 2,6 Ay
Btub AB (2btq.pdb) con una resolucion de 3,2 A (Schlieper, Oliva et al. 2005). La
similitud estructural de las FtsZ con el heterodimero de tubulina y el heterodimero Btub
AB, comprende los dominios amino terminal y carboxilo terminal de las FtsZ y los
dominios amino terminal e intermedio de o y B tubulina y Btub Ay B. La superposicion
de los dominios amino terminal de FtsZ y tubulina o FisZ y Btub, muestran valores de
RMSD menores a 2,5 A para 179 residuos, esta similitud estructural disminuye a 2,9 A
para 79 residuos en el dominio carboxilo terminal. La similitud estructural aumenta si se
compara tubulina y Btub, con un RMSD de 1,7 A para 231 residuos del dominio amino
terminal y 1,8 A en 86 residuos del dominio intermedio. Ademas, tubulina y Btub AB
presentan un tercer dominio, carboxilo terminal, constituido por dos extensas a—hélices,
no presentes en FitsZ. No obstante su similitud estructural las identidades de secuencia
entre estas proteinas es baja, siendo las tubulinas y Btub AB las mas similares con

alrededor de un 35% de identidad de secuencia y las FisZ las mas disimiles respecto a




las anteriores, con alrededor de un 13% y un 10% de identidad de secuencia,
respectivamente.

Funcionalmente, af-tubulina y FtsZ participan en la divisién celular en eucariontes y
procariontes,  respectivamente. Mas  aun ambas proteinas  polimerizan
longitudinalmente, en presencia de GTP, formando protofilamentos que iuego
interacttian lateralmente para formar tibulos (microtibulos), en el caso de la tubulina y
sabanas o pares de filamentos en el caso de FtsZ (Erickson, Taylor et al. 1996). La
unidad funcional de tubulina es el heterodimero o3, en cambio en FtsZ es un monomero
(Joshi, Palacios et al. 1992; Erickson 2000; Margolin 2000). La polimerizacion
longitudinal de tubulina o FtsZ, en conformacion GTP permite una activacion “trans” de
la actividad GTPasica, al interactuar la cadena lateral del &cido glutdmico 254 de la
a-tubulina con el sitio de unién de nucledtido en la B-tubulina del heterodimero vecino en
el protofilamento, o de forma andloga, el acido aspartico 238 de MjFtsZ activaria en
“trans” |a hidrélisis de nucledtido en el sitio de unién de GTP del mondmero vecino en el
polimero (Nogales, Whittaker et al. 1999). Si los monémeros que se adicionan al
extremo del polimero estan en conformacion GDP, un cambio conformacional altera los
contactos laterales entre los protofilamentos, los que se separan y se curvan para
finalmente despolimerizarse (Mandelkow, Mandelkow et al. 1991).

La comparacién de polimeros de tubulina, mediante estudios de criomicroscopia y
“docking”, en conformacion recta (estado GTP) y en conformacion curva (estado GDP),
mostré cambios en las interfases intra e interdimero (Wang and Nogales 2009), los
cuales serian responsables de la pérdida de los contactos laterales y posterior
despolimerizacion de los microttibulos. Para que la despolimerizacion de tubulina se

inicie, los autores proponen 3 efectos de la hidrolisis de GTP: 1) induce cambios




alrededor del sitio de unién de nucledtido que afecta la interfase entre heterodimeros; 2)
induce cambios conformacionales a larga distancia que relacionan las interfases intra e
interdimero; 3) altera la conformacion de la proteina para debilitar los contactos
laterales. Debido a las similitudes entre tubulina y FtsZ, los cambios conformacionales
sugeridos que comunicarian el sitio de unién de GTP y los contactos laterales en

tubulina, también pueden estar presentes en FisZ.

Las similitudes estructurales y funcionales que presentan proteinas de una misma
familia, como es el caso de las tubulinas, y la conservacion de regiones en la estructura
involucradas en los cambios conformacionales en proteinas de las familias de las
integrinas, proteina G y lisozima, nos han llevado a postular la hipétesis: “Los cambios
conformacionales inducidos por ligandos en familias de proteinas, son conservados
para un mismo sitio activo”.Si este es el caso, la informacion cristalografica que existe
de FtsZ en estado GTP y GDP, en distintos organismos, nos permitiria predecir los
cambios conformacionales en la familia de las tubulinas, compuesta por: FtsZ, o, By

y tubulinas, Btub A y Btub B.

10




11

Objetivo General:

Determinar la similitud de los cambios conformacionales en familias de proteinas.
Objetivos Especificos:

e Obtener una base de datos de proteinas de estructura conocida en estado libre y

acomplejadas.

e Determinar por métodos computacionales en complejos proteina — ligando
pertenecientes a una misma familia, los cambios conformacionales relacionados a la
union de ligando y su grado de conservacion a nivel de estructura tridimensional y a

nivel de secuencia aminoacidica.

e Determinar el efecto de diferentes ligandos sobre los cambios conformacionales, en

un mismo sitio activo y en distintos sitios activos.
e Caracterizar los residuos que participan en los cambios conformacionales.

o Determinar las regiones en la estructura de EcFtsZ involucradas en los cambios

conformacionales inducidos por la hidrolisis de GTP.




MATERIALES Y METODOS

Construccion de una base de datos de pares de proteinas de estructura conocida
en su estado libre y acomplejadas con ligando. Se seleccion6 de la base de datos
PDB (Berman, Westbrook et al. 2000), actualizada al 23 de mayo del 2004, aquellos
registros que contienen méas de 30 residuos y son estructuras determinadas por
difraccion de rayos X o NMR. Para seleccionar una proteina que aparece varias veces en
la base de datos PDB, como por ejemplo: con y sin ligando, o con una estructura
determinada por diferentes métodos, etc., se compard la secuencia de la proteina con un
banco de datos de secuencias elaborado a partir de la base de datos PDB, de acuerdo a
la Gltima informacion de estandarizacién de los registros PDB (Westbrook, Feng et al.
2002). Con este propésito se decidié utilizar el campo SEQRES, donde esta la
informacion de la secuencia de cada proteina con su nimero de cadenas y luego, se
compard con blast (Altschul, Madden et al. 1997) cada una de las cadenas contra [a \base
de datos generada y se seleccionaron aquellos casos que mostraron un 100% de
identidad de secuencia, y por ende todos los registros del PDB que involucraban a una
misma proteina. Se excluy6 aquellos casos redundantes, como por ejemplo una misma
estructura determinada a distintas resoluciones, o por metodologias diferentes. Como
criterio de seleccion se utilizaron las estructuras de mayor resolucién y las determinadas
por difraccién de rayos X en lugar de las determinadas por NMR, cuando las
coordenadas tridimensionales estaban disponibles por ambas técnicas (Fan and Mark

2003). El conjunto de datos obtenidos se separd en tres subconjuntos de interés: 1) Los

12




casos que tenian el mismo nimero e identidad de cadenas, se seleccionaron de acuerdo
al campo HETATM buscando pares de proteinas con y sin un ligando, estos casos se
agruparon en la base de datos “ligando n-1". 2) Otro subconjunto se generd con los
casos que tenian el mismo nimero e identidad de cadenas y el mismo namero de
ligandos donde uno de ellos era un subconjunto del otro, por ejemplo : la proteina A
cristalizada con GTP y la proteina A cristalizada con GDP. Estos casos se agruparon en
la base de datos “ligando parcial’. 3) El tercer subconjunto agrup6 interacciones
proteina—proteina (proteina RNA y DNA) y se selecciond a partir de aquellos casos
donde todas las cadenas en un archivo PDB y todos sus ligandos estaban presentes en
el segundo archivo, sin embargo el segundo archivo presentaba otras cadenas
adicionales, estas proteinas se agruparon en la base de datos “proteina — proteina”.

Determinacién de los contactos de los ligandos en la proteina. Los contactos que
presenta el ligando en la proteina se obtuvieron con el programa complex-info de
Ernesto Moreno (Sanchez 2003). Este programa discrimina por distancia si el ligando
esta unido covalentemente o no a la proteina. Si la distancia entre cualquier atomo del
ligando y cualquier atomo de la proteina es menor que 1,9 A supone una union
covalente, como por ejemplo en el caso de una metilacion. Esta distancia se obtuvo del
mejor compromiso que se encontré al analizar varias familias de la base de datos
“ligando n-1". Ademés este programa entrega una lista de todos los residuos de
aminoacidos que estan en contacto con el ligando (menos de 6 A), definido en esta

tesis como el sitio activo (SA).
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Comparacion de las coordenadas de los carbono alfa (Ca) y los carbono beta (CB)
en la apo-proteina y la proteina-ligando. Para comparar las proteinas con y sin
ligando, se extrajo la informacion de su secuencia de los campos ATOM de los
respectivos archivos PDB. Luego se alinearon ambas secuencias mediante el
alineamiento de pares de secuencias de Blast, y se procesé el alineamiento con un
programa en perl que usa la rutina align3d de Modeller (Sali and Blundeil 1993). Esta
rutina calcula las distancias entre los Ca equivalentes de la apo-proteina y el complejo
proteina-ligando (Casin ligando - Cotcon ligando )2 Y entrega una tabla con los resultados.
Con esta tabla se construyeron los perfiles de distancia para cada par de proteinas,
donde se compararon las coordenadas de la proteina libre y acomplejada. De la misma
manera, se determind los perfiles de distancia para los CB.

Alineamiento miiltiple para cada familia. Se ensay6 varios métodos de alineamiento
mltiple automatico para cada familia, y los mejores resultados se obtuvieron con un
protocolo que selecciond las estructuras de las proteinas sin ligando, desde los pares de
proteina libre y con ligando. Con ellas se genero un alineamiento multiple de estructuras
con la rutina “malign3d” del programa Modeller. Luego se us6 este alineamiento como un
bloque (no se altera el alineamiento interno entre estas secuencias) y se alined
iterativamente cada una de las secuencias de las proteinas restantes contra el bloque,
mediante la rutina “align”. Como restriccién impuesta a este protocolo, se descartaron
aquellas secuencias que tuvieran un largo mayor que 1,5 veces la secuencia mas larga
en el alineamiento de bloque. Para los casos de familias en que no habian estructuras
sin ligando para generar el primer alineamiento de bloque, se us6 las estructuras con un
solo ligando para producirlo, y posteriormente al igual que en el caso anterior se agrego

una a una las secuencias de las proteinas restantes. Si este tampoco era el caso,
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simplemente se uso la rutina “malign” de Modeller para generar un alineamiento mdltiple
con todas las secuencias de la familia de proteinas.
Cambios conformacionales relacionados a la unién de ligando (LRCC). Los
aminoacidos que participan en los cambios conformacionales se obtuvieron a partir de
las tablas de distancias de Ca. 0 CP para cada proteina seleccionada con y sin ligando. A
cada uno de estos perfiles de distancias se les determiné de forma independiente el
ruido. Para determinar el ruido, se calculd el promedio con todas las distancias enire
aminoacidos estructuraimente equivalentes de la tabla, luego se elimind todos los
valores de distancias mayores a dos veces el promedio, y se volvid a calcular el
promedio, esto se hizo en forma iterativa hasta que el nimero de distancias usadas para
el calculo del promedio no varid. El ruido se definié como dos veces el valor final del
promedio. Se defini6 un residuo de amino &cido como perteneciente a un LRCC (Ligand
Related Conformational Change) si la distancia Casin ligando = Cttcon ligando © CBsin ligando -
CfBcon ligando €5 Mayor que dos veces el ruido.
Factor B normalizado. El factor B o factor térmico, se relaciona con el promedio al
cuadrado del desplazamiento en torno a un punto medio de un tomo e informa sobre la
flexibilidad en la estructura determinada por difraccién de rayos X. Este factor depende
de las medidas experimentales y del refinamiento posterior de los datos. En algunas
estructuras se utiliza otro factor denominado U que esta directamente relacionado con B
por la expresion:

B = 8n°U?
Para poder comparar los valores del factor B entre distintas proteinas y obviar aquellos
casos en que se informa U, se normalizé el factor B, para cada proteina. La

normalizacion consistid en considerar solamente los carbono alfa de los aminoacidos de
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la proteina, y a cada valor de factor térmico restarle el valor promedio de factor B y
dividirlo por la desviaciéon estandar (Vihinen 1987; Parthasarathy and Murthy 1997,
Lovell, Word et al. 1999; Yuan 2003).

Analisis de y° para determinar la independencia de dos valores. El andlisis de
independencia de dos valores mediante la prueba de 4, permitio evaluar si el valor
encontrado para un determinado parametro dentro de la base de datos de cambios
conformacionales, por ejemplo: la abundancia del aminoacido glicina en regiones de la
estructura que participan en cambios conformacionales  (valor observado) es
significativamente diferente al valor esperado para ese parametro, por ejemplo: la
abundancia natural del aminoacido glicina en las proteinas (valor esperado). La

probabilidad de #* se calculd de acuerdo a la ecuacion:

2 2
x = (valoropservado — ValOresperado)

valoresperado

El valor obtenido de la ecuacién anterior se comparé con el valor de #* encontrado en
tablas para un 95% de confianza y un grado de libertad. Si el valor calculado es mayor
que el encontrado en las tablas la diferencia es significativa (Spiegel 1988).

Analisis de y? para determinar si dos conjuntos de datos presentan distribuciones
diferentes. El andlisis de y* permiti6 comparar estadisticamente dos conjuntos de
datos, independiente de su distribucion (analisis no paramétrico) (Press; Carugo and
Pongor 2002). Debido a la imposibilidad de determinar con un 100% de certeza que dos
conjuntos de datos no pertenecian a una misma distribucion, se entregé como criterio
de comparacion una probabilidad de #*. Una probabilidad de 1, se interpreté como que

ambos conjuntos de datos provienen de una misma distribucion, y a medida que el valor
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de probabilidad se aproximé a cero, la probabilidad de que fueran distintos aumento. El
programa perl que se usé para calcular esta probabilidad, separo la distribucion de datos
en intervalos (bin), donde cada intervalo tuvo a lo menos un 5% de los datos, para
posteriormente comparar los intervalos correspondientes entre los dos conjuntos de
datos.

NiGmero de capas de aminoacidos en la estructura de la proteina respecto a los
residuos que constituyen el sitio activo (SA). La vecindad de los residuos de la
proteina o de los residuos que participan en los LRCC respecto a aminoacidos del sitio
activo, se determiné usando la rutina “write_data” del programa Modeller. Esta rutina
define como aminoéacidos de una capa contigua a todos aquellos residuos que tengan
uno o mas atomos a menos de 6 A de distancia de los aminoacidos de referencia. Capa
0, en el analisis del total de residuos de la proteina, es el nimero total de residuos que
forman el SA, en cambio, capa 0 en el analisis de LRCC se refiere al nimero de
aminoacidos del SA que también forman parte de los LRCC. Capa 1, se define como
todos aquellos residuos que estan en directo contacto (menos de 6 A) de cualquier
aminoacido del SA. Capa 2 abarca a todos los residuos en contacto con la primera capa
de vecinos (capa 1) y asi sucesivamente.

Analisis de componentes principales (PCA). El andlisis de PCA nos permitio
comparar los residuos estructuralmente equivalentes que participan en los cambios
conformacionales dentro de una familia de proteinas. La informacion de cambios
conformacionales de cada proteina se codifico en su secuencia aminoacidica, donde los
residuos que participan en los LRCC se anotan como una alanina (A) en la secuencia y
los demas residuos se anotan como una leucina (L). Las secuencias codificadas se

reemplazan en el alineamiento mdltiple de la familia, agregandose las inserciones
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correspondientes, y luego se comparan entre si mediante la rutina de Modeller
“ID_TABLE", esta rutina entrega una matriz donde estdn ordenadas todas las
comparaciones de identidad de secuencia entre cada par de proteinas. Estos datos se
analizan mediante la rutina “PRINCIPAL_COMPONENTS", que determina las
correlaciones entre los valores de identidad de secuencia de las proteinas. El grafico de
componentes principales permite discriminar si los LRCC son similares para todas las
proteinas de la familia o si existen LRCCs distintos para subgrupos de proteinas. Esta
estrategia, para comparar los LRCC, tiene la ventaja de evaluar las zonas equivalentes
que se mueven en la estructura de las proteinas, y a su vez evaluar la concordancia de
regiones que no se mueven.

Determinacién de estructura secundaria. La asignacion de estructura secundaria por
aminoacido, a partir de las coordenadas cristalograficas de las proteinas acomplejadas,
se realizo mediante el programa en Fortran de Suvobrata Chakravarty, posdoc en el
laboratorio del Dr. Roberto Sanchez, Departamento de Fisiologia y Biofisica de la
Escuela de Medicina de Mount Sinai, New York, USA. El programa asigna la estructura
secundaria sobre la base de los angulos diedros ¢ y v de la cadena principal, no asigna
los residuos amino y carboxilo terminal, y se requieren a lo menos 4 residuos
consecutivos para identificar estructuras secundarias de hélice o 0 hebra B.

Grado de exposicién de los aminoacidos. El grado de exposicion de cada aminoacido
se determind mediante el programa NACCESS (Hubbard and Thornton 1993) que usa el
método de Lee y Richards 1971 (Lee and Richards 1971). El método consiste en calcular
el ASA (accessible surface area) de cada aminoécido en la proteina respecto al ASA del

mismo aminoacido en un tripéptido glicina-X-glicina. Si se obtiene una razén > 0,4, el
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residuo se considera expuesto; si la razon es < 0,05, el aminoacido se considera oculto,
y valores entre ambos limites se definen como accesibilidad intermedia.

Disefio de mutantes. A partir de un alineamiento mdltiple de 474 FtsZ, mediante un
analisis de conservacion, se diseﬁéﬂ3 mutaciones puntuales en la estructura de EcFtsZ
(fig.3). El criterio fue buscar posiciones en el alineamiento mdltiple, con alta frecuencia
de aminoacidos aromaticos y expuestas al solvente, segin un modelo 3D de la
estructura de EcFtsZ . La eleccion de una sustitucion puntual por triptéfano, se debio a
que EcFtsZ no tiene triptéfanos en su estructura primaria y con estas mutantes se podia
caracterizar el entorno por espectroscopia de fluorescencia y establecer relaciones enire
la estructura y funcion de EcFtsZ. Todas las mutantes de EcFtsZ presentan algin grado
de exposicion al solvente, la primera F135W, esta cercana al SA en el dominio amino
terminal, y forma parte de los amino&cidos involucrados en los cambios
conformacionales asociados a la hidrolisis de GTP (ver figura 12). F135 mostr6 en el
alineamiento multiple, mas de un 99% de conservacion de residuos aromaticos. En el
dominio carboxilo terminal, se sustituyd por triptéfano el residuo 1294, posicion que
presenta un 50% de caracter aromético en el alineamiento de FtsZ y se sugiere que
participa en los cambios conformacionales (ver resultados). La tercera mutacién F40W,
se disefio como control, pues estéa localizada en el dominio amino terminal en una region
més’rigida de la estructura de FisZ, que no participaria en los cambios conformacionales
asociados a la hidrélisis de GTP.

Modelo 3D de EcFtsZ. Por modelado comparativo de proteinas se obtuvo un modelo de
la estructura 3D de EcFisZ a partir de el molde MjFtsZ (1fsz), proteina que presenta un
40% de identidad de secuencia con la secuencia a modelar. El modelo de EcFtsZ

comprende desde la posicion 9 de la secuencia aminoacidica a la posicion 324,
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con su sitio activo ocupado por el nucleétido GDP. La confiabilidad del modelo de EcFisZ
se evalud mediante el programa PROSAII (Sippl 1993).

La mutante 1294W se modelé de la misma manera que EcFtsZ, con la ventaja adicional
que el molde usado, MjFtsZ, tiene un triptéfano en la posicion que alinea con 1294, esto
permitié que el programa Modeller copiara el rotamero y el ambiente del triptéfano de
MjFtsZ en el modelo de EcFtsZ.

Andlisis y representacion de resultados. Los gréficos de densidad y componentes
principales se realizaron con el programa ASGL (Sanchez 2003), para los demas
graficos se uso6 el programa Sigmaplot 2001, de Systat software Inc.

Las representaciones de proteinas que incluyen superficies de van der Waals se
realizaron con el programa MolMol 2K.2 (Koradi, Billeter et al. 1996), para el resto de las
representaciones se us6 el programa DS Visualizer 1.5, de Accelrys Software Inc,
seguido de una optimizacién de la imagen con el programa POV-Ray 3.6, de
Persistente Vision.

Programas y bases de datos. La base de datos de proteinas de estructura conocida
(PDB) se actualizd semanalmente a través del sitio web del Protein Data Bank
(ftp.resb.org) y fue el punto de partida para obtener la base de datos de cambios
conformacionales (proteinas en conformacion libre y acomplejada), utilizada en el
desarrollo de esta tesis. Ademéas de la base de datos PDB, se utiliz6 las bases de datos
de secuencias no redundantes nry pdbaa, actualizadas semanalmente en los servidores

del laboratorio, a partir del sitio Web del NIH (ftp.ncbi.nih.gov). La automatizacion

de los andlisis efectuados sobre la base de datos de cambios conformacionales, ya sea

para analisis sencillos que solo requerian el uso de un servidor, o para analisis mas
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complejos que requerian un procesamiento de datos distribuido, se utilizé un “cluster” de
diez servidores dual Plll de 1 GHz, con programas escritos en lenguaje Perl.
Mutagénesis sitio-dirigida. Para realizar la mutagénesis sitio-dirigida se utiliz6 el
plasmidio pMFV57, construido a partir del plasmidio pMFV56 (Rivas, Lopez et al. 2000)
donde el gen de la beta-lactamasa se cloné en el sitio EcoR V interrumpiendo el gen de
kanamicina. Las mutantes en EcFitsZ se construyeron mediante mutagénesis
sitio-dirigida con el “kit” comercial Quick Change ® XL Site Directed Mutagenesis
(Stratagene). Todos los plasmidios fueron purificados con el “*kit” E.Z.N.A® Plasmid
Miniprep | (Omega Bio-tek). Cada gen de ftsz con su respectiva mutacién puntual fue
totalmente secuenciado.

Sobre-expresion y purificacion de EcFtsZ silvestre y mutantes. La EcFtsZ
recombinante y las mutantes puntuales se sobre expresaron en cepas de E.coli
BL21(DE3) por induccién con IPTG. Las células se crecieron en 2 | de caldo LB con
ampicilina 100 ug/ml a 37 °C y con agitacion, hasta un valor de DOg de 0,7, luego se
agreg6 al cultivo 0,4 mM de IPTG y las células se continuaron creciendo durante 4 horas
mas. Para la purificacion de cada proteina mutante y de EcFisZ silvestre se utiliz6 el
método de glutamato (Beuria, Krishnakumar et al. 2003), adaptado para el laboratorio.
Este sistema se basa en la capacidad de EcFisZ de polimerizar in vitro en presencia de
GTP. El efecto del glutamato sobre la polimerizacién es estimular la formacion de
manojos de filamentos de FisZ. Esto facilita su precipitacion y posterior purificacion,
ademas de disminuir la pérdida de proteina en el proceso. De manera resumida, el
método de purificacion consisti® en centrifugar las células a 5000 rpm en un rotor
SORVALL HG000A por 45 min, el precipitado se suspendi® en amortiguador A

(Tris-HCI 50 mM pH 8, KCI 50mM, EDTA 1mM y glicerol 10%) y se lis6 las bacterias por
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sonicacioén mediante 5 pulsos de 45 watts y 2 pulsos de 75 watts. Las células lisadas se
centrifugaron a 92000 g por 90 min, y con el sobrenadante se efectudé un corte con
sulfato de amonio al 25% de saturacion. La solucion se centrifugd a 9391 g a 4 °C, el
precipitado se disolvié en amortiguador A y se dializb toda la noche contra el mismo
amortiguador para eliminar el exceso de sal. Se purificd la muestra por cromatografia de
intercambio iénico mediante un equipo de HPLC (Beckman System Gold), utilizando una
gradiente de KCI para soltar la proteina retenida en la columna (amortiguador B:
Tris-HCI 50 mM pH 8, KCI 50 mM, EDTA 1 mM, KCI 1 My glicerol 10%). Con la FitsZ
obtenida, se realizd un ciclo de polimerizacion y despolimerizacién en una solucién de
Pipes 50 mM, glutamato 1 M, CaCl, 10 mM, MgCl, 10 mM, GTP 2 mM a 37 °C durante 30
min y se centrifugé los filamentos resultantes a 9391 g durante 30 min a 37 °C. La
proteina se suspendié en 5ml de amortiguador A, y se lavd 2 veces en el mismo
amortiguador a 4 °C. A esta temperatura, los polimeros se desarman y la proteina queda
principalmente en estado monomérico. La fase soluble que contenia la proteina se
concentré con el sistema Centripep y almacendé a —80 °C. La concentracion de la
proteina purificada y el contenido de nucleétido se determind por aborsbancia a 280 nm
y a 254 nm en 6 M de GdmCI con amortiguador fosfato pH 6,5 (Rivas, Lopez et al. 2000).
Ademas, se utilizdé el método de Bradford adaptado para EcFtsZ como sistema
secundario de medicién de la concentracién. El contenido de nucledtido se determind
por HPLC en una columna SUPELCOSIL™ LC-18-D13.

Ensayo de complementacion in vivo. Para los ensayos de complementacion, se utilizd
la cepa de E. coli VIP2- ADE3. En esta cepa la FtsZ cromosomal se interrumpi6

mediante una insercion, y se complement6 con una copia del gen de la proteina en un

plasmidio con un origen de replicacion termo-sensible pLARS, lo que impide la
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sobrevivencia del vector a temperaturas mayores a 37 °C. El vector posee resistencia al
antibiético kanamicina, que se usa como medio de seleccion. Cultivos de
VIP2(DE3)/pLAR9 crecidos durante la noche a temperatura permisiva (30 °C), se
transformaron por electroporacion con plasmidios que contenian EcFisZ silvestre o los
genes de fisz mutantes descritos anteriormente. Se cultivé las células transformadas en
5 ml de LB-Ampicilina-Kanamicina-Cloranfenicol, y se crecid a 30 °C con agitacién hasta
alcanzar una O.D. de 0,6. Diluciones seriadas de cada cultivo se plaguearon a ambas
temperaturas, la permisiva (30 °C) y la no-permisiva (42 °C) en LB-
Ampicilina-Kanamicina-Cloranfenicol y luego se contd el nimero de colonias.
Dispersion de la luz asociada a la polimerizacion de EcFtsZ. Se utilizd6 un
espectrofluorimetro Perkin-Elmer LS-50 para determinar la variacién de la dispersion de
luz asociada a la formacion de los polimeros. Para las mediciones se us6 una longitud de
onda de excitacién de 350 nm y atenuadores al 1%. Cada proteina EcFtsZ mutante y
silvestre se pre-incub6 en una solucién de polimerizacién que contenia MES 50 mM pH
6,5, KCI 50 mM y MgCl, 10 mM, a 30 °C. La reaccién se inicié agregando GTP 1 mM.
Actividad GTPasica. Se incub6 la proteina (12 uM) a 30 °C por 3 min en una solucién
que contenia MES 50 mM pH 6,5, KCI 50 mM, MgCl, 10 mM. La polimerizacién se inicid
agregando GTP 1 mM a la solucién y posteriormente se detuvo a diferentes tiempos
agregando 10% de acido percldrico, se neutralizd la reacciéon con KHCO; 1M y se
removio las burbujas de CO, con 5 min de centrifugacion en Speed-Vac. La proteina
denaturada y la sal insoluble de KCIO, se removi6 por centrifugacién a 17530 g por 10
min, y el sobrenadante se analizd por HPLC en una columna SUPELCOSIL™

LC-18-D13. La separacién de GDP y GTP se realiz6 usando una fase mévil que contenia

4 mM TBAP (Tetrabuitil fosfato hidrégeno de amonio), 0,2 M de K;HPO, y 0,1 M de acido
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acético glacial. A partir de las concentraciones de GDP calculadas y normalizadas por la
concentracién total de nucleétido, se construyd las curvas de progreso para cada
mutante, y se determind la velocidad inicial de hidrdlisis.

Dicroismo circular (DC) y espectroscopia de fluorescencia. El contenido de
estructura secundaria para EcFisZ silvestre y las mutantes se determind mediante DC
en un espectropolarimetro JASCO J-600 usando celdas de 1 mm de paso 6ptico. El
espectro de DC en el UV-lgjano (190 nm hasta 260 nm) de cada muestra, se obtuvo con
4 barridos, usando una velocidad de 20 nm/min, con una sensibilidad de 1 nm y una
constante de tiempo de 2 s. Los espectros de emisidn de fluorescencia se obtuvieron con
un espectrofluorimetro Perkin Elmer LS-50. La metodologia consistid en. obtener 3
barridos por muestra, usando una excitacién de 295 nm y una velocidad de barrido de

140 nm/min. El andlisis de los espectros de DC y emisién de fluorescencia se realizd con

el programa GRAMS™.
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RESULTADOS

Caracterizacion de los cambios conformacionales relacionados a la union de

ligandos pequeiios.

Base de datos de pares de proteinas en estado libre y como complejo
proteina-ligando. Elestudio tedrico de los cambios conformacionales relacionados a la
unién de ligando (LRCC), es decir la identificacién de los residuos que cambian las
coordenadas de su Ca al pasar la proteina del estado libre a complejo, requirid
encontrar el mayor nimero de proteinas con su estructura conocida en ambos estados,
en la base de datos PDB, y por medio del sistema de clasificacion CATH (Orengo,
Michie et al. 1997) agruparias de acuerdo a su tipo de plegamiento en familias de

proteinas.

Una vez obtenidos los conjuntos de proteinas del tipo “ligando n-1”, “ligando parcial” y
“proteina—proteina” (ver métodos) se trabajé con el sistema mas simple posible, con este
propdsito se seleccionaron desde el banco PDB las proteinas con “ligando n-1" que
tenian una sola cadena peptidica (ver tabla 1). No se consideraron ios casos de “ligando
parcial” porque se encontrd solo un tercio de la poblacién de “ligando n-1" y el nimero de
proteinas en cada familia no permiti6 analizar los LRCC en un rango de distintas
identidades de secuencia. Tampoco se estudiaron los complejos proteina-proteina
debido a la dificultad de determinar si realmente existe una interaccion
proteina—proteinay no se debe a un problema de contactos cristalograficos (Jones

and Thornton 1996; Henrick and Thornton 1998; Kleanthous 2000), lo que implica un

analisis méas exhaustivo en cada caso para establecer si la interaccién existe o no.
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Tabla 1. Principales familias de la base de datos de proteinas en estado libre y
como complejo proteina-ligando.

CATH Proteinas Topologia Homologia
1.10.238.10 12 Dominio 1, Recoverina Mano EF
1.10.246.10 14 Dominio 1, cadena A, Seroalbumina ND
1.10.420.10 34 Dominio 2, Peroxidasa ND
1.10.490.10 64 Tipo Globina Globinas
1.10.510.10 40 Dominio 1, fosfotransferasa ND
1.10.530.10 23 Lisozima ND
1.10.530.40 33 Lisozima ND
1.10.630.10 23 Citocromo P450 ND

1.20.90.10 8 Fosfolipasa A2 ND
2.120.10.10 21 Neuraminidasa ND
2.20.25.50 16 Dominio N-terminal de Tfllb ND
2.40.10.10 48 Subunidad H, Trombina Serino proteasas tipo Tripsina
2.40.128.20 25 Subunidad |, Serratia Metalo proteinasa ND
2.60.120.200 25 Jelly Rolls ND
3.10.130.10 10 Protelna P-30 Protelna P-30
3.10.200.10 44 Anhydrasa Carbonica Il Anhydrasa Carbonica Il
3.10.50.40 e} Dominio 3, Quitinasa A ND
3.20.20.80 23 Tim Barrel Glicosidasas
3.20.20.90 14 Tim Barrel Triosa Fosfato Isomerasas *
3.30.390.30 8 Dominio 1, tipo Enolasa ND
3.30.420.10 9 Dominio 5, Nucleotidiltransferasa ND
3.30.450.20 8 Beta-Lactamasa ND
3.30.572.10 10 Cadena A, Timidilato Sintasa Cadena A, Timidilato Sintasa
3.40.390.10 10 Dominio catalitico, Colagenasa Dominio catalitico, Colagenasa
3.40.420.10 12 Dominio 1, subunidad A, Ricina Dominio 1, subunidad A, Ricina
3.40.430.10 19 Subunidad A, Dihidrofolato Reductasa Dihidrofolato Reductasa
3.40.50.1820 27 Plegamiento Rossmann ND
3.40.50.200 10 Plegamiento Rossmann ND
3.40.50.300 17 Plegamiento Rossmann “P-loop” triphosphate hydrolase
3.40.50.720 27 Plegamiento Rossmann Dominio de union 2 NAD (P)
3.40.630.10 14 Aminopeptidasa Zn peptidasas
3.90.190.10 16 Subunidad A, Tirosina Fosfatasa Subunidad A, Tirosina Fosfatasa
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Otras funciones enzimaticas conocidas para las proteinas que constituyen la familia de triosa fosfato isomerasas, son:
FMN — oxidoreductasa, enzimas que unen fosfato, enzimas de Ia biosintesis de triptéfano.

Tabla 1: De izquierda a derecha las columnas de la tabla muestran: el cédigo CATH de
la familia, el nimero de proteinas con estructura conocida en conformacién libre y
acomplejada en cada familia, informacién del tipo de topologia y homologia que
presentan en la base de datos CATH.




Proporcién de residuos que participan en LRCC, y su relaciéon espacial respecto
al sitio activo (SA). Para determinar la proporcién de residuos de la proteina que
participan en el SA y en los LRCC, se analiz6 la base de datos de proteinas con y sin
ligando. El grafico de la figura 4, muestra una frecuencia maxima de 3% para el

porcentaje de residuos de la proteina que participan en el SA, con una distribucién que

—\2
se ajusta bien a una curva de Gauss del tipo: y=y,+ ae['°'5 (x-x)7b] .Los residuos de

los LRCC muestran una frecuencia maxima de 8%, que también se ajusta a una curva de
Gauss, pero que presenta una distribucién mas amplia que la observada para el SA.
Este resultado sugiere que los cambios conformacionales, relacionados a la unién de
ligandos pequefios, en general no se limitan al sitio activo de las proteinas, sino que
involucran otras regiones de la estructura.

La distribucion de los LRCC en la estructura de la proteina alrededor del SA, se
determiné como el minimo nimero de capas entre los aminoacidos pertenecientes a los
LRCC y aquellos en contacto con el ligando, que se denominé capa cero (ver métodos).
En la figura 5, se muestra el porcentaje de los aminoacidos que esta presente en cada
capa tomando como punto de partida el SA. Las barras negras representan el porcentaje
sobre el total de los residuos y las grises el porcentaje sobre el total de residuos que
pertenecen a LRCC. En el grafico se observa, que alrededor de un 10% de los residuos
que participan en los LRCC son residuos en contacto con el ligando, capa 0, estos
residuos luego propagan el movimiento a la capa contigua de aminoacidos, capa 1, que
corresponde al 15% de los residuos que participan en LRCC, las tres siguientes capas
de aminoacidos, vecindades 2 a 4 mantienen una proporcién de residuos involucrados

en los cambios conformacionales constante de alrededor del 12%, disminuyendo
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Figura 4. Porcentaje de distribucion de los residuos de la proteina involucrados
en el SAy en los LRCC. En puntos negros se muestra la distribucién del porcentaje de
residuos de las proteinas que participan en el SA. En circulos se muestra la distribucion
del porcentaje de residuos de las proteinas que participan en los LRCC. La curva
continua y la pugteada son ajustes de los datos a curvas de Gauss del tipo:
Y=VYot ael0° - X7bl | 5 hase de datos analizada contenia 786 proteinas con y sin
ligando.
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rapidamente su participacion en las siguientes capas mas alejadas del SA. Estos
resultados muestran que los cambios conformacionales, considerando toda la base de
datos, se extienden a lo menos a 4 residuos de distancia del sitio activo. Esto no descarta
que existan residuos mas alejados del sitio activo que tengan movimiento. Como control
se graficéd la distribucion del total de residuos de las proteinas en cada capa (barras
negras), en la capa 0 se muestra que un 4% de los residuos corresponden a el SA. Este
valor es similar al observado en la figura 4, para la frecuencia maxima de residuos que
pertenecen al SA en cada proteina. Este control muestra un aumento sostenido en la
proporcion de residuos en las capas subsiguientes hasta la capa 5, donde empieza a
decaer la proporcion de vecinos debido a la geometria globular de las proteinas. Se hace
evidente al comparar los datos de distribucién de los aminoacidos de los LRCC y del
control, que los cambios conformacionales ocurren principalmente alrededor del SA.
El analisis de los aminoacidos del SA que forman parte de los LRCC, mostrd que en
promedio solo un 18% de los residuos que forman parte de los sitios activos se mueven,
es decir solo uno de cada cinco aminoacidos del SA pertenece a los LRCC. Estos
resultados sugieren que en el SA habrian residuos inmoéviles que no cambian las
coordenadas de su Co. al unir el ligando, y otros que son sensibles a la unién del ligando
y comunicarian los cambios conformacionales a otras regiones de la estructura.
Composicion aminoacidica de los LRCC y su distribucion en estructura
secundaria. Para determinar si existe una composicién aminoacidica que sea
caracteristica de los cambios conformacionales, se cuantifict la frecuencia de aparicion
de cada residuo en los LRCC y se corrigio el valor de acuerdo a la abundancia natural

de cada aminoacido. De la misma manera, se determind la composicién aminoacidica de
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Figura 5. Porcentaje de distribucion de residuos de los LRCC y del total de
residuos de la proteina en las diferentes capas alrededor del SA. Las barras grises
muestran las capas de los LRCC respecto a los residuos del SA, capa 0 corresponde a
los aminoacidos que forman parte de los LRCC y del SA; capa 1, son aquellos residuos
en contacto directo con alglin residuo del SA; capa 2, muestra a los residuos en contacto
directo con cualquier residuo de la capa 1, y asi sucesivamente. Las barras negras
muestran las capas de todos los residuos de la proteina respecto al sitio activo, siendo la
capa 0, los residuos de la proteina que forman parte del SA.
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los SA, para evaluar el grado de especificidad en la composicién de los LRCC. Para
ponderar en igual medida la composicion aminoacidica de las diferentes familias de
proteinas, debido al alto grado de conservacién que presentan los residuos del SA, se
analizé6 sélo una proteina de cada familia de la base de datos de cambios
conformacionales. La figura 6A, muestra un gréafico de barras de la frecuencia de cada
aminoacido en los LRCC (barras grises), aquellos residuos con una frecuencia mayor a 1
muestran una presencia en los LRCC mayor a su abundancia natural, por el contrario
valores menores a 1 indican que los aminoacidos son menos frecuentes. La prueba de
chi cuadrado (x?) para determinar los valores que se diferencian significativamente de la
abundancia natural (con un 95% de confianza), mostr6é que los residuos glicina, serina,
asparragina y acido aspartico, muestran una mayor abundancia en los LRCC que en el
resto de la proteina, en cambio fenilalanina, tirosina, triptéfano e histidina son mas
abundantes en el SA (barras negras). Si se comparan las abundancias relativas de los
aminoacidos mas frecuentes en LRCC y SA, se observa una mayor selectividad en los
SA que en los LRCC. Esta mayor selectividad de los aminoacidos del SA, respecto al
resto de la proteina se acentlia por la presencia de aminoacidos poco frecuentes en las
proteinas, es el caso de tirosina, triptéfano e histidina.

En la figura 6B, se muestra la distribucion de los LRCC (barras grises) en los distintos
tipos de estructura secundaria, como también la distribucién promedio de los elementos
de estructura secundaria en las proteinas que componen la base de datos (barras
negras). Se observa que la abundancia de los LRCC en la estructura secundaria sigue
el siguiente orden: lazos >> hélice o > hebra B > vuelta. Si analizamos la composicién

aminoacidica de los LRCC, donde se favorece la presencia de aminoacidos pequefios y

32




33

Abundancia relativa

o R R T I T

8

Il AMCRFYWH

Aminoacidos

60

45 -

30

15

Estructura secundaria, en %

T

Héliceaw Hebrap VueltaPp Lazo

Figura 6. Composicion aminoacidica en los LRCC y los SA y frecuencia de los
LRCC en los elementos de estructura secundaria. En (A) se muestra la composicién
aminoacidica de los LRCC (barras grises) y de los SA (barras negras) respecto a la
abundancia natural, valor igual a 1, de cada residuo en la base de datos de proteinas
libres y como complejos. Debido a que los residuos del SA son muy conservados en
familias de proteinas, se seleccioné solo una proteina de cada familia para determinar la
composicién aminoacidica de los SA y LRCC. En (B), en barras grises, se muestra la
frecuencia de los LRCC en distintos tipos de estructura secundaria; en barras negras, se
muestra el porcentaje promedio de estructura secundaria en las proteinas de la base de
datos.




polares o cargados, y su predileccion por elementos de estructura secundaria, es
evidente que los cambios conformacionales relacionados a la unién de ligandos
pequefios, son fendmenos que ocurren principalmente en la superficie de las proteinas.
Grado de exposicion y flexibilidad de los LRCC y SA. Dado el caracter polar de los
residuos que participan en LRCC se considerd pertinente caracterizar el grado de
exposicion y la flexibilidad de los LRCC respecto a los residuos expuestos al solvente de
la proteina como los del SA, pues permitirian discriminar de mejor manera las
propiedades de los LRCC, que comparandolos confra el total de los residuos de la
proteina, donde se promedian propiedades para aminoacidos expuestos y no expuestos.
Para determinar el grado de exposicidn de los residuos se utilizo el programa NACCESS
y la clasificacién de exposicion relativa de Lee y Richards 1971. La figura 7, muestra en
la primera columna de la izquierda, el grado de exposicién de todos los residuos de las
proteinas incluidas en la base de datos de cambios conformacionales, se observa que
aproximadamente un tercio de los residuos estan ocultos (color gris oscuro), un
tercio de los residuos presentan una exposicién intermedia (color gris) y un tercio de los
residuos estan expuestos (gris claro). La segunda barra del grafico de la figura 7,
muestra que solo un 10% de los residuos que participan en los LRCC estan ocultos, o
tienen menos de un 5% de accesibilidad al solvente, la mayoria de los residuos,
alrededor de un 55%, estan expuestos al solvente y aproximadamente un 35% estan
medianamente expuestos, confirmandose los resultados anteriores de composicion
aminoacidica y preferencia por elementos de estructura secundaria, que sugerian que
los LRCC estan mayormente en la superficie. Un comportamiento parecido en términos

del total de residuos expuestos, mas los no expuestos se observa en la barra
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Figura 7. Grado de exposicion de los residuos que participan en LRCC, en SAy el
total de residuos en las proteinas de la base de datos. El grafico de barras muestra
de izquierda a derecha, el grado de exposicién de los residuos de una proteina promedio
de la base de datos, de los residuos que participan en LRCC y de los residuos que
interactian con el ligando (SA). Cada barra muestra en gris oscuro la fraccién de
residuos ocultos, menos de un 5% de accesibilidad al solvente; en gris la fraccién de
residuos con exposicién intermedia, entre un 5y un 40% de accesibilidad y en gris claro
la fraccidn de residuos expuestos al solvente, mas de un 40% de exposicion.
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de la derecha para los residuos que participan en el SA. Sin embargo, este perfil de
exposicion se diferencia de los residuos en LRCC debido a que el 70% de ellos esta
solo medianamente expuesto al solvente a diferencia de solo un 35% para los LRCC.
Estos resultados sugieren que es posible discriminar a los LRCC incluso de otros
residuos presentes en la superficie de la proteina, como son los aminoacidos presentes
en el SA.

La informacion de factor térmico, determinada a partir de los desplazamientos
isotropicos promedio de cada atomo en los datos cristalograficos, se incluye en los
archivos de coordenadas tridimensionales de las proteinas, denominados archivos
PDB. Esta informacion permite evaluar la flexibilidad de las distintas regiones de una
proteina. En la figura 8, se muestra la distribucién del factor térmico normalizado para
todos los aminoacidos de las proteinas en estado libre en la base de datos (linea
discontinua), en los residuos del SA (linea continua) y en los residuos de los LRCC (linea
punteada). Las distribuciones muestran claramente que los residuos del SA, en su
conformacion sin el ligando, presentan una mayor rigidez, corrimiento a la izquierda, que
los residuos totales de la proteina, en cambio los residuos de los LRCC muestran una
distribuciébn mas amplia, con un corrimiento hacia la derecha, valores mas flexibles. Con
el fin de obtener un parametro cuantitativo para la comparacién de las distribuciones de
factor térmico normalizado, se determiné la probabilidad de y® para el andlisis de las
curvas de los residuos del SA y de los LRCC, respecto a la curva del movimiento o
factor térmico de todos los residuos de la proteina. El valor 0,91 para ¥ de la distribucion
del movimiento en el SA indica un 91 % de probabilidad que la distribucion del

movimiento en la curva del SA corresponda con la distribucion de los residuos totales de
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Figura 8. Distribucion del factor térmico normalizado para todos los residuos de
las proteinas en la base de datos, los LRCC y los SA. Las curvas del grafico
muestran, en linea continua la distribucién del factor térmico normalizado para los
residuos que pertenecen al SA, en linea discontinua la distribucién para todos los
residuos de las proteinas y en linea punteada la distribucién de los LRCC. Los valores de
factor térmico analizados corresponden exclusivamente a las proteinas de la base de
datos en conformacién libre.
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la proteina en un muestreo al azar de un mismo conjunto de datos. La prueba de ¥? para
los LRCC mostré un valor de probabilidad de 0 que indica dos poblaciones diferentes. El
analisis del efecto del ligando unido sobre los valores de factor térmico normalizado solo
mostré una pequefia diferencia en rigidez cuando se compararon las distribuciones para
los residuos del SA con y sin ligando, observandose un pequefio corrimiento a la
izquierda, mayor rigidez, con la unién de ligando (no se muestran los resultados), sin
embargo la prueba de y° mostré una probabilidad de 1, indicando que las diferencias de
rigidez no son significativas, en presencia y ausencia del ligando.

Los resultados de los analisis del grado de exposicion en conjunto con los de
flexibilidad, para los residuos de los SA y los LRCC, muestran una correlacion entre un
mayor grado de exposicion y una mayor flexibilidad en regiones superficiales de la
estructura.

Conservacion de los LRCC en familias de proteinas.

Conservacion estructural de los LRCC en familias de proteinas con un solo sitio
activo. Para estudiar el grado de conservacion de los LRCC en cada familia de
proteinas, se selecciond, de la base de datos de cambios conformacionales, las familias
que presentaban un solo sitio de unién a ligando, conservado para todas las proteinas
analizadas, independiente de la identidad del ligando unido. De esta manera eliminamos
la posibilidad de mezclar efectos debidos a la conservacion de los LRCC con la
posibilidad de estar analizando distintos LRCC producidos por distintos sitios de unién.

La figura 9A, muesira un esquema de la metodologia usada para comparar los LRCC,
donde primero se superpusieron las coordenadas tridimensionales de la proteina libre
con las coordenadas de la proteina con ligando, se graficaron las distancias entre los Ca

1

equivalentes y se determind el valor del ruido para esta comparacién de estructuras en
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Figura 9. Conservacion de los cambios conformacionales asociados a un mismo
SA, en la familia de las fosfotransferasas. En A, esquema de la obtencion de cambios
conformacionales a partir de las diferencias en la posicién de los Ca al comparar la
proteina libre y con ligando. Las flechas indican los diferentes pasos seguidos para la
comparacion de los perfiles de densidad de los LRCC de diferentes proteinas (A,B,C,etc)
En B, grafico de densidad de los LRCC para las proteinas de la familia de las
fosfotransferasas. Los pixeles negros indican las regiones que sufren cambios
conformacionales. En C, grafico de densidad de los SA, definidos como aminoacidos de
la proteina en contacto con cualquier atomo del ligando. El orden en que se muestran los
patrones de LRCC y SA para cada proteina es el mismo. Los graficos de densidad estan
ordenados de acuerdo a la identidad de secuencia de las proteinas como lo indica el
grosor de la flecha a la derecha.
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particular (ver Materiales y Métodos), el que se muestra como una linea horizontal roja
en el grafico. Para convertir el grafico 9A a un grafico de densidad, se marcaron las
posiciones de los Ca que estan sobre el ruido como pixeles negros, que corresponden a
los LRCC, Yy las posiciones bajo el ruido se dejaron en blanco. La informacion obtenida
se compard con las ofras proteinas de la familia en un alineamiento
muiltiple,figura 9B. El grafico de densidad de la figura 9C muestra el mismo tipo de
representacion que 9B, pero esta vez para los residuos en contacto con el ligando (SA).
En la figura 9B, la informacion de los LRCC para la familia de las fosfotransferasas,
(cdédigo CATH 1.10.510.10) muestra que los cambios conformacionales no se
distribuyen homogéneamente en todo el alineamiento y se observan regiones discretas.
Una regiébn muy conservada de cambios conformacionales se ubica entre las
posiciones 50 a 75 del alineamiento multiple, y ofras regiones menos conservadas
alrededor de la posicion 140, 210, 270, 345 y 420. Este resultado indica un patrén de
cambios conformacionales conservado para la familia de las fosfotransferasas.

Al comparar la figura 9B y 9C, se observa un mismo patrén de contactos para los
ligandos en las proteinas de la familia de las fosfotransferasas, confirmando que los
LRCC mostrados en la figura 9B, se derivan de un mismo sitio de unién a ligando. La
figura 9C, también muestra diferente nimero de contactos para los distintos ligandos
unidos al SA.

Estos resultados en su conjunto muestran que los LRCC generados por ligandos unidos
a un mismo sitio activo son similares, pues presentan patrones comunes para cada uno
de los ligandos unidos a diferentes proteinas. Con el objeto de separar estas conductas,

en la figura 10 se muestra en las dos primeras filas (10A y 10B), el comportamiento de

una misma proteina de la familia fosfotransferasa que une diferentes ligandos, donde la
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Figura 10. Comparacion de LRCC generados por la unién de diferentes ligandos a
una misma proteina (A y B) y a otras proteinas de la familia fosfotransferasa (C).
La primera y segunda fila (A y B) muestran la estructura con diferentes ligandos (indicado
por los primeros 4 caracteres que aparecen bajo cada estructura) en un mismo SA de
una misma proteina (1hcl), donde se representa el esqueleto de la proteina como un
cable gris, los residuos del SA como superficie amarilla de van der Waals, los residuos
que forman parte del SA y LRCC como superficie naranja de van der Waals, y los LRCC
como superficie roja de van der Waals. La ultima fila (C) muestra la estructura con
diferentes ligandos de distintas proteinas de la familia, con identidades de secuencia de:
100%, 35%, 29% y 22%, donde los cédigos PDB de 4 letras tienen el mismo significado
queen (Ay B).
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proteina se representa como cable gris; los contactos del ligando como superficies de
van der Waals, de color amarillo; los residuos que forman parte del SA y de LRCC
como superficies de van der Waals de color naranja; y los LRCC como superficies de van
der Waals de color rojo. En cambio, en la tltima fila de la figura 10 se comparan distintas
proteinas de la familia con identidades de secuencia de 100%, 35%, 29% y 22%. La
misma proteina con distintos ligandos (fig. 10A y B) mostré un patrén de LRCC mas
conservado que para distintas proteinas de la familia (fig. 10C), sin embargo el patron de
LRCC continia siendo similar con diferencias en la amplitud de los cambios
conformacionales.

Otros ejemplos de familias con un solo sitio de unién a ligando, que mostraron un mismo
patrén de LRCC son: la familia de las globinas con cédigo CATH 1.10.490.10, la familia
del citocromo P450 con codigo CATH 1.10.630.10, la familia de las serino proteasas con
codigo CATH 2.40.10.10, la familia de la anhidrasa carbédnica Il con cédigo CATH
3.10.200.10 y la familia de la timidilato sintetasa cédigo CATH 3.30.572.10 (no se
muestran los resultados).

Conservacion estructural de los LRCC en familias de proteinas con dos sitios
activos. Se demostrd que los LRCC son conservados en familias de proteinas que unen
distintos ligandos en una misma region de la estructura, pero ;Qué ocurre si [a proteina
tiene mas de un sitio activo? En la base de datos de cambios conformacionales se
encontré solo una familia de proteinas con dos sitios de union suficientemente poblados
para permitir un analisis de cambios conformacionales, que es la de la dihidrofolato
reductasa (DHF) con cddigo CATH 3.40.430.10. La DHF cataliza la transformacion de
dihidrofolato (DDF) en tetrahidrofolato mediante la transferencia de un hidrégeno desde

la coenzima NADPH, al N5 del sustrato (Agarwal, Billeter et al. 2002; Rod and Brooks
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2003; Rod, Radkiewicz et al. 2003). DHF tiene un sitio de unién para la coenzima
NADPH, y otro para el sustrato DDF. En la base de datos de cambios conformacionales
estan representadas DHF de distintos organismos acomplejadas con analogos de
NADPH,, de DDF, o con ambos ligandos. En la figura 11, se muestran los LRCC
resultantes de la comparacion de la estructura de DHF acomplejada con ambos ligandos
(estado unido) y DHF acomplejada con un solo ligando (estado libre), el ligando puede
ser un analogo de DDF o de NADPH,. La figura 11A, muestra en esquema de cables el
esqueleto de las proteinas acomplejadas, y en superficie de van der Waals los residuos
en contacto con los distintos analogos del ligando DDF, es decir en el sitio activo del
dihidrofolato. En el grafico de densidad de la figura 11A, se observan como pixeles
negros los LRCC producidos por la union de DDF, donde se destacan principalmente las
regiones entre los residuos 25 - 40, 65 - 75 y 190 - 195 del alineamiento mdltiple, se
observa que en menor grado participan en LRCC residuos alrededor de la posicion 155 y
165 del alineamiento. La unién de anélogos de NADPH, en el segundo sitio activo, figura
11B, muestra un patrén de LRCC mas conservado donde destacan las regiones entre
los residuos 20 - 30, 80 - 90, ademas de residuos alrededor de 155 y 165 y de menor
importancia son los residuos de las posiciones 75 y 130 del alineamiento. Los LRCC
producidos por la unién de analogos de DDF y los LRCC producidos por la unién de
anéalogos de NADPH,, muestran patrones de cambios conformacionales conservados,
que son diferentes, aun cuando tienen algunas regiones comunes alrededor de la
posicion 75, 155y 165.

Los distintos patrones de LRCC para dos sitios activos en la familia DHF, sugieren que
distintos sitios activos en proteinas producen cambios conformacionales diferentes,

independientes de la naturaleza del ligando.
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Efecto de los contactos cristalograficos sobre los LRCC. Los resultados anteriores
del andlisis de la base de datos de cambios conformacionales indican que los LRCC se
producen principalmente en la superficie de las proteinas, y que son conservados para
un mismo sitio activo dentro de una familia de proteinas. La metodologia para
determinar los LRCC consisti6 en comparar dos estructuras cristalogréaficas
con y sin ligando, sin embargo, dependiendo de la celda cristalografica con que se
obtuvo la estructura, podrian existir distintos patrones de contactos cristalograficos para
la proteina, estos contactos cristalograficos podrian alterar la posicion de los
aminoacidos superficiales y producir alteraciones en los LRCC. Por lo fanto una
pregunta vélida es ¢ Influye en la comparacion de estructuras el uso de distintas celdas
cristalogréaficas sobre el patrén de LRCC? La figura 12, muestra el alineamiento mdltiple
de LRCC y del SA para la familia de las serino proteasas, donde la tripsina de bovino
que ha sido cristalizada en presencia de distintos inhibidores esta representada en 44 de
los 48 perfiles mostrados. El grafico de densidad de la figura 12A muestra, en pixeles
negros, los perfiles de LRCC para las proteinas de la familia, donde se observa un patrén
conservado de cambios conformacionales que incluye las posiciones 70, 95,105, 135,
155, 170 - 180, 220 - 225 y en menor grado la posicién 285 del alineamiento mdltiple. La
figura 12B, muestra los contactos del ligando en el SA de cada uno de los complejos
evaluados, donde la conservacion de estos contactos indica la presencia de un solo sitio
activo en las proteinas analizadas. La diferencia en el nimero de contactos del ligando
en cada proteina, muestra la heterogeneidad de los inhibidores presentes en la base de
datos, para las serino proteasas. La figura 12C, muestra una representacion gréafica del
andlisis de componentes principales (PCA) realizados a los perfiles de LRCC (ver

Materiales y Métodos), la abscisa y la ordenada del grafico (pyq) corresponden al
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primer y segundo componente principal, respectivamente. El resultado de PCA mostro
dos poblaciones de datos, la primera que incluye al 80% de las proteinas esta centrada
en p = -4 y q = 0, delimitada por un 6valo azul, y la segunda centradaenp =10y q=2,
esta demarcada por un évalo rojo. Las dos poblaciones corresponden a dos patrones de
cambios conformacionales que son posibles de diferenciar en esta familia. El estudio de
la informaciéon anexa, en los archivos PDB, mostré que la mayoria de los LRCC
agrupados en el 6valo rojo, corresponden mayoritariamente a comparaciones entre
estructuras con celdas cristalograficas distintas, grupos espaciales P 2,2, 2,y P 3,21,
(ver tabla 2) en cambio en el 6valo azul estan presentes los LRCC obtenidos al comparar
estructuras con las mismas celdas cristalograficas, ya sea de grupo espacial P 2 2; 2,
entre si, o de simetria P 34 2 1, las Unicas excepciones son las comparaciones de los
LRCC producidos por las proteinas con cédigo PDB 1az8 y 1tgn, con una celda P 24 24
2; y P 3, 21, respectivamente, y las proteinas con coédigo PDB 1aq7 y 1tgn, con celdas
cristalograficas P 6; y P 3; 2 1, respectivamente. Este resultado sugiere que para
determinar los LRCC entre dos conformaciones de una proteina, se deben comparar
estructuras con las mismas celdas unitarias, pues comparar distintas celdas puede
producir un artificio debido a los distintos contactos cristalograficos en una y otra
conformacion.

Determinacién de los LRCC en FtsZ.

Comparacion de FtsZ de distintos organismos en conformacion GTP y GDP

El gran nimero de estructuras determinadas experimentalmente para FisZ, en distintos
microorganismos (mesofilos y terméfilos), y bajo distintas condiciones de cristalizacion,
permitié seleccionar estructuras en estado GDP y GTP de Mycobacterium tuberculosis,

archivos 1RQ7 y 1RLU, y de Methanococcus jannaschii, archivos 1W58 y 1FSZ,
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Tabla 2. Lista de los archivos PDB, de la familia de las serino proteasas, en una
conformacién con y sin ligando, analizados en la figura 12.

PDB unido Celda PDB libre Celda Ligando Grupo
{uto P3121 1tnj P212124 GOL Rojo
1utp P3:121 1tni P 212124 GOL Rojo
1xuj P3:121 1tid P212124 BOZ Rojo
1xuk P212124 1tid P212124 BAB Rojo
1gi2 P 212124 1tld P212124 122 Rojo
1gi1 P212¢24 1gi3 P212124 S04 Rojo
1gi1 P212124 1tid P212124 BMZ Rojo
1gi0 P3:121 1gil P 212124 MG Rojo
1c5s P3121 1tid P212:124 ESX Rojo
1c1t P3121 1xuk P212124 MG Rojo
1g3b P212124 1clo P3121 108 Rojo
1clo P3:121 1tid P 212124 MG Rojo

1jir P 212124 1tld P 212124 AML Azul
1k1j P212124 1tld P212124 FD2 Azul
1k1l P 212124 1tld P212124 FD3 Azul
1kim P 212124 1tld P 242124 FD4 Azul
1lge P 212124 1tid P 242124 IMA Azul
1917 P 212124 1tid P212124 ZEN Azul
1gi5 P 242124 1tid P 212124 123 Azul
1g36 P212{24 1tld P 212124 R11 Azul
1f0u P212124 1tid P212124 RPR Azul
1fot P212:124 1tid P212124 PR1 Azul
1eb2 P 212124 1tid P 212124 BPO Azul
1oyq P212124 1td P212:24 T87 Azul
1038 P212124 1tld P212124 653 Azul
1035 P 212124 1tld P212124 802 Azul
102q P 212124 1tld P 212124 991 Azul
1020 P212124 1tld P212:24 950 Azul
102n P212124 1td P212124 762 Azul
102i P 212124 1tid P212124 655 Azul
1c2k P3:21 1c2l P3:121 ABI Azul
1c2j P3421 1c2m P3:121 BAK Azul
1cip P3121 1clq P3i121 DMS Azul
1cir P3i21 1cip P3121 ZN Azul
1ciq P3121 1¢clo P3:21 BAI Azul
1c1t P321 1clo P3:21 BAB Azul
1¢2m P3:21 1clo P3121 ZN Azul
1c5p P3:121 1c1o P3:121 BAM Azul
1¢5u P321 1clo P3121 ESP Azul
1cio P3:21 1c5v P3:21 S04 Azul
1ghz P3121 1clo P3121 120 Azul
1gi0 P3121 1cto P3121 BMZ Azul
1az8 P 212124 1tgn P3121 IN4 Azul
1aq7 P 64 1ign P3121 AEB Azul
1fn6 P 212124 1fni P 212124 MOH Azul
1lkb P 212124 1gnj P 212124 CL Azul
158X P3:21 2alp P321 GOL -
1tal P3:21 2alp P321 TAM --

Tabla 2. La primera columna de la izquierda muestra el cédigo PDB de la proteina
acomplejada, la segunda columna indica la celda en que fue cristalizada, la tercera
columna muestra el cédigo PDB de la proteina libre, luego se indica la celda
cristalografica de la proteina libre, el codigo PDB para el ligando unido y la sexta columna
indica el grupo al que pertenece, de acuerdo al analisis de PCA de la figura 12C.
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respectivamente. Solo se condicioné la seleccion a proteinas que presentaran la misma
celda cristalografica, en ambas conformaciones.

La figura 13A, muestra de izquierda a derecha, en esquema de cintas, la estructura
3D de MibFtsZ y MjFtsZ, respectivamente, estas FisZ de diferentes organismos,
presentan una identidad de secuencia de 48% y un RMS de 1,45 A, para todos
los Co de sus estructuras cristalograficas. EI esquema de cintas de la figura 13A,
muestra en rojo los residuos del esqueleto de la proteina que participan en los LRCC, la
disposicién de estos grupos en la estructura es similar para las dos proteinas,
observandose una distribucién de estos grupos alrededor del sitio activo, en elementos
de estructura secundaria que pertenecen al dominio amino terminal, como el lazo T3,
lazo H6-H7 y hélice H2. Otros residuos se distribuyen en regiones alejadas del SA
como el lazo H8-S7, el lazo entre la hebra B S8 y hélice H10 y el lazo S9 — §10, en el
dominio carboxilo terminal de FtsZ. La magnitud de los cambios conformacionales no es
igual para las dos proteinas, MtbFtsZ (fig. 13A), muestra una mayor poblacion de
residuos que participan en los LRCC, respecto a MjFtsZ (fig. 13B). Un andlisis méas
detallado de la magnitud de los cambios conformacionales en los distintos elementos de
estructura secundaria se observa en la figura 14A, donde MjFtsZ (barras rojas) muestra
movimiento de los carbono o de los lazos H1 — S1, T3, T4, H4 — S5 y de la hélice H3 en
el dominio amino terminal. En general, la magnitud de los cambios conformacionales es
mayor para elementos de estructura secundaria del dominio carboxilo terminal, donde
destacan los lazos descritos en el analisis de la figura 13A. La mayor movilidad del
dominio carboxilo terminal con la hidrélisis de GTP se comprueba analizando los

valores de RMS para cada dominio de MjFtsZ por separado, con un valor de 0,3A
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Figura 13. LRCC Yy flexibilidad intrinseca en FtsZ de distintos microorganismos.
Las estructuras Ay B de FtsZ se representan con el esqueleto de las proteinas en cinta
y los aminoacidos que participan en los cambios conformacionales coloreados en rojo.
Las estructuras C, D muestran el esqueleto de las proteinas como cintas de ancho
variable dependiendo de los valores del factor térmico de los respectivos archivos PDB,
(mas anchas si la region es mas flexible). La orientacién de las proteinas muestra el
bolsillo de unién a nucleétido en el centro de la cara superior. En A, se observan los
LRCC para MtbFtsZ, donde se identifican algunos elementos de estructura secundaria
relacionados con los cambios conformacionales, y en B se observan los LRCC para
MjFtsZ. En C y D, se muestra la flexibilidad del esqueleto de MtbFtsZ y MjFtsz,
respectivamente.
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Figura 14. Grafico de barras de los desplazamientos de los Ca para MtbFtsZ y
MjFtsZ entre la conformaciéon GDP y GTP, y variaciones del factor térmico
normalizado para ambas proteinas en la conformacién GDP. En A, se muestran las
magnitudes de los desplazamientos de los Ca de MjFtsZ entre la conformacion GDP y
GTP (barras rojas), respecto a los elementos de estructura secundaria de la proteina. De
la misma manera se muestran en barras celestes las magnitudes de los
desplazamientos de los Ca para MtbFtsZ. La linea continua y la discontinua muestran el
error calculado para los desplazamientos de los Ca para MijFtsZ y MtbFtsZ,
respectivamente. En B, se muestran los valores de factor térmico normalizado para los
elementos de estructura secundaria de MjFtsZ y MtbFtsZ en barras moradas y celestes,
respectivamente.
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Tabla 3. Caracteristicas de la comparacién de estructuras en estado GTP y GDP
de la figura 13A, 13B y figura 14A.

PDB Organismo Grupo espacial RMS A Conformacion
GTP/GDP GTP/GDP? GTP/GDP® GTP/GDP
1W58 / 1FSZ M. jannaschii 12,3/12,3 0.3 Sustitucién en

el cristal
Dominio N 0.3
Dominio C 0.4
1RLU / 1RQ7 M. tuberculosis P65/P 65 0.2 Sustitucién en
el cristal
Dominio N 0.2
Dominio C 0.2

Tabla 3. De izquierda a derecha, la primera columna muestra el cédigo PDB de las
estructuras cristalinas en estado GTP y GDP para un determinado organismo, la
segunda columna indica a que organismo pertenece la FtsZ, y la tercera columna las
celdas cristalograficas de las estructuras comparadas en la figura 13, en la cuarta
columna se indica el RMS entre los Ca de la conformacion GTP y GDP, y en la quinta
columna se informa de las condiciones en que se obtuvieron las coordenadas
cristalogréficas de las proteinas en ambos estados.

para el dominio amino terminal y de 0,4 A para el dominio carboxilo terminal (tabla 3). El
analisis del movimiento de los carbono o de MibFtsZ (fig 14A, barras celestes) muestra
que los lazos S2 - H2, T3, H4 - S5, S5 - H5, H6 - H7 y la hélice H2 del dominio amino
terminal y los lazos S8 - H10 y H10 - S9 del dominio carboxilo terminal presentan los
mayores desplazamientos. La magnitud de los cambios conformacionales en MtbFtsZ
inducidos por la hidrdlisis de GTP son similares en ambos dominios de la proteina, con
un valor de RMS de 0,2 A. Si se contrastan los resultados de cambios conformacionales
con la informacién de flexibilidad (factor térmico) de MjFtsZ y MtbFisZ, representada por
el ancho de la cinta de la figura 13C y 13D, se observa que el SA formado por el lazo T4
y el segmento amino de las hélices H1 y H4 es mas rigido que el resto de la estructura,
en cambio en el dominio carboxilo terminal las hélices H9, H10, hebra B S9 y los lazos

entre estos elementos de estructura secundaria son flexibles. El analisis de flexibilidad,

mas detallado en la figura 14B, muestra una mayor rigidez de la estructura en el dominio
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amino terminal, que incluye: las hebras § S1, S2, S3, S4, S5 y S6; las hélices o H1, H3,
H4 y H5; y los lazos S1 - H1, H3 - S4, T4, H4 - S5, S5 - H5 y H5 - S6. En cambio el
dominio carboxilo terminal muestra en general una mayor flexibilidad, principalmente en
las hebras B S7, S9, las hélices o H9, H10 y los lazos S7 - H9, H9 - S8, S8 - H10, H10 -
S9y 89 - 810.

Los resultados de los andlisis de LRCC y de factor térmico presentan patrones similares
en el dominio carboxilo terminal de FtsZ, sin embargo hay regiones de bajo factor
térmico normalizado en la estructura que también participan en los LRCC, es el caso de
los residuos cercanos al nucleétido, como las hélices H1, H4 y el lazo T4, del dominio
amino terminal.

La tabla 3, muestra algunas caracteristicas relevantes de la comparacién de estructuras
presentada en la figura 13 y 14, como por ejemplo, en la segunda columna se observa
que las estructuras comparadas tenian la misma celda cristalografica. Otro parametro
importante es el analisis de RMS entre los Ca de las conformaciones GTP y GDP, que
muestra que tanto MjFtsZ como MtbFtsZ presentan en general pequefias variaciones
entre ambas conformaciones, lo que se explica debido a que la determinacién de las
conformaciones GTP y GDP para FtsZ, en ambos organismos, se obtuvo mediante el
lavado del cristal con el ligando que se deseaba analizar, ver columna 5 de la tabla 3.
Los resultados de FtsZ en su conjunto, le dan un contexto a las caracteristicas de los
LRCC derivadas del andlisis de la base de datos de cambios conformacionales, donde
los LRCC se distribuyen alrededor del SA que presenta una mayor rigidez y se extienden
a lo menos a 4 residuos de distancia o mas, probablemente dependiendo de la existencia
de regiones més flexibles, que en el caso de la FtsZ incluyen regiones en el dominio

carboxilo terminal.
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Comprobacién experimental del efecto esperado para la introducciéon de
mutaciones puntuales en zonas LRCC y no LRCC de FtsZ

Para evaluar el efecto de las regiones rigidas y flexibles sobre la estabilidad y funcién de
EcFtsZ, se introdujeron mediante mutaciones puntuales, triptéfanos en distintas
regiones de la proteina. Este aminoacido es ideal para el estudio de EcFtsZ que no tiene
triptéfanos en su secuencia aminoacidica y ademas puede ser usado como sonda
fluorescente. Los aminoacidos que se sustituyeron por triptéfano se seleccionaron
mediante un alineamiento multiple de secuencias de la familia de FtsZ. La mutante
F135W se seleccioné por el alto contenido de aminoacidos aromaticos en esa posicion
(99%). El analisis de cambios conformacionales de MibFtsZ (fig. 13B y 14A) muestra
que F135 localizada en el lazo S5 - H5 se desplaza con la hidrélisis del nucleétido,
ademas se ubica en la misma region que el lazo H6 - H7 en la estructura 3D (fig. 13Ay
fig. 3), uno de los elementos de estructura secundaria mas flexibles de FtsZ. En el
dominio carboxilo terminal la posicion 1294 presenta un 50% de conservaciéon en el
contenido de aromatico. Este residuo se localiza en la hebra B S9 en la regién mas
flexible del dominio carboxilo terminal y a un par de aminoacidos de distancia del lazo
H10 - 89, elemento de estructura secundaria que cambia su posicion al pasar de Ia
conformacién GTP a la conformacion GDP. Para determinar el efecto de una zona rigida
en la funcion de FtsZ, se construyo la mutante F40W que se localiza en la hebra B S2
(fig. 14B). Si los residuos que participan en los LRCC en MjFtsZ y MtbFtsZ, también
participan en los LRCC en EcFtsZ (LRCC conservados), se espera que las mutaciones
puntuales en estas regiones, F135W e 1294W, modifiquen parametros funcionales de la
proteina de Escherichia coli, y sin embargo no afecten el plegamiento de la proteina,

debido a que estas regiones son flexibles y podrian acomodar a un residuo voluminoso
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como triptéfano. En cambio, una mutacién en una region de bajo factor térmico
normalizado y alejada de las zonas que participan en LRCC, F40W, no deberia afectar la
funcion de EcFtsZ, pero podria producir problemas estéricos y afectar la estructura
tridimensional de la proteina.

Fenotipo de mutantes puntuales en regiones involucradas en LRCC de EcFtsZ.
Caracterizacién estructural de las mutantes puntuales de EcFtsZ, F40W, F135W e
1294W.

Posibles cambios en la estructura 3D de FtsZ producidos por la introduccién de un
triptéfano se analizaron por espectros de emision de fluorescencia y dicroismo circular
(CD) en el UV-lejano. Estas medidas permiten determinar cambios en el medio que
rodea a la sonda fluorescente en la estructura de las mutantes y en el contenido de
estructura secu/ndaria, respecto a FisZ wt.

Fluorescencia. Los espectros de emision de fluorescencia normalizados de las mutantes
F40W, F135W e 1204W, se muestran en la figura 15A. El espectro de emisién de
fluorescencia de la mutante F135W presenté un maximo de emisién a 343 nm, en
cambio 1294W presentd un maximo de emisién a 339 nm, a la misma concentracion de
proteina. La intensidad de fluorescencia de la mutante control, F40W, alcanza un
maximo de emisién a 340 nm. Estos resultados sugieren que el triptdéfano en las tres
mutantes se encuentra en un medio ambiente parecido diferente al del solvente, donde
el de mayor hidrofobicidad es el de la mutante 1294W. Si hubiese uno totalmente
expuesto deberia presentar un méaximo a 353 nm que es el del triptéfano en una proteina
desplegada (Lakowics 1999).

Dicroismo Circular. Los espectros de CD en el UV-lgjano de EcFtsZ wt y las mutantes

F40W, F135W e 1294W, se muestran en la figura 15B. Los espectros son tipicos de
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proteinas con estructura o/p, donde se observan dos minimos uno a 208 nmy otro a 222
nm, asociado a la absorcién del enlace peptidico en una estructura de hélice «, similar
para EcFtsZ wt y las mutantes. Las pequefias diferencias observadas a 208 nm para la
mutante 1294W, no afectaron el contenido de estructura secundaria de esta mutante,
sin embargo el cambio a 222 nm para la mutante F40W, modificé su contenido de
estructura secundaria respecto a FisZ wt en alrededor de un 2%. Este cambio es
compatible con la introduccién de un aminoacido voluminoso en una regién mas rigida
de la proteina.

Caracterizacién funcional de las mutantes puntuales de EcFtsZ, F40W, F135W e
1294W

La caracterizacion funcional de las mutantes de EcFtsZ se hizo por medio de la actividad
GTPasica, la polimerizacion y el grado de complementacion in vivo de las mutantes
F40W, F135W e 1294W, respecto a EcFtsZ wt.

Actividad GTP4sica. La mutante F40W, ubicada en una zona mas rigida de la estructura
de FtsZ distante de los cambios conformacionales, mostré una disminucion en la
actividad GTPasica similar a la obtenida para la otra mutante del dominio amino
terminal, F135W, 80% y 71%, respectivamente. En cambio [294W, ubicada en el
dominio carboxilo terminal, mostré solo un 13% de la actividad GTPasica de EcFtsZ wt

(figura 16A).
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Figura 15. Espectros de emisién de fluorescencia y dicroismo circular. En A se
muestran los espectros de emision de fluorescencia normalizados de las tres mutantes
puntuales de EcFtsZ, F40W en linea continua, F135W en lineas discontinuas e 1294W
en lineas punteadas. Longitud de onda de excitacion 295 nm. Concentracion de las
mutantes 12 uM. En B, se muestran los espectros de CD en el UV-lejano para EcFtsZ wt

(#); y las mutantes F40W (m), F135W (O), e 1294W (A), a 25°C en amortiguador
Tris-HCI 50 mM pH 7,5. (Resultados de R. Diaz y F. Montecinos).




Polimerizacion. La figura 16C muestra el curso temporal de la turbidez de las soluciones
de FtsZ después de agregar GTP. La turbidez es una medida de la polimerizacion de
FtsZ, y depende del largo y la forma de los polimeros. La curva de la mutante F40W,
presentd un 70% de la méaxima turbidez respecto a EcFisZ wt, para la misma
concentracion de proteina (25 uM), la extension del méaximo de la curva aumentd
respecto a EcFtsZ wt, indicando que la proteina permanece mas tiempo polimerizada, lo
que esta de acuerdo con su menor actividad GTPasica, respecto a EcFtsZ wt. La
mutante F135W, disminuy6 la turbidez asociada a la polimerizacion a un 32%,
comparada con EcFtsZ wt, con un aumento en la extensién del maximo de la curva. La
mutante [294W (inserto, figura 16C) mostré una turbidez inicial dos veces mayor que la
EcFtsZ wt inducida por GTP y no present6 el incremento tipico de la turbidez al agregar
GTP, que induce la formacién de polimeros. Para analizar el comportamiento anémalo
en la polimerizacion de 1294W, se observo el fenotipo de la mutante y de EcFtsZ wt por
microscopia electrénica, figura 17. En la figura 17A, se observa un campo representativo
de la micrografia electrénica, obtenida en condiciones no polimerizantes para EcFtsZ wt,
donde no se observa la presencia de estructuras poliméricas. La figura 178,
corresponde a EcFtsZ wt en presencia de GTP, condiciones polimerizantes, donde se
observan los tipicos filamentos simples y dobles de FtsZ polimerizada. La figura 17C,
muestra los polimeros responsables de la turbidez de la mutante 1294W en ausencia de
GTP. Los polimeros de 1294W son polimeros rectos de varios protofilamentos (hojas)
que comparados con los del contol, EcFtsZ - GTP, sugieren que la mutacién
favoreceria las interacciones laterales para formar las hojas de 4 o0 mas filamentos. En
otros campos de la preparacion, se observaron manojos de ldminas de FtsZ (no se

muestran los resultados).
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Figura16. Caracterizacion funcional de las mutantes de EcFtsZ, F4A0W, F135W e
1294W. En A, la hidroélisis del nucleétido se inicia agregando 1 mM GTP y se detiene con
acido perclérico al 10%. Cada proteina, 12 1M, se incub6 en tampén MES 50 mM pH 6,5
y 10 mM de MgCl,a 37°C, por 5 minutos. Los porcentajes de actividad son respecto a
EcFtsZ wt. Los errores se obtuvieron del andlisis de regresion lineal. En B, la
complementacién in vivo se estimé a partir del nimero de colonias a la temperatura
restrictiva (42°C, barras blancas) comparado con el niimero de colonias a la temperatura
permisiva (30°C, barras grises), para EcFtsZ wt y las tres mutantes transformadas en la
cepa VIP-2. C+ corresponde a la cepa VIP-2 complementada con un plasmidio con el
gen fisz silvestre, y C- es la cepa sin complementar. En C, polimerizacién de cada
mutante y EcFisZ wt, a una concentracién de 25uM, seguida por dispersion de luz a 90°.
En el inserto polimerizacién de EcFisZ wt y la mutante 1294W, a una concentracion de 12
HM. Las flechas indican el momento en que se agrega el GTP (resultados de R. Diaz yF.
Montecinos).
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Figura 17. Micrografias electrénicas de EcFtsZ wt y la mutante 1294W. En A,
micrografia electrénica de EcFtsZ wt en condiciones no polimerizantes, sin GTP. En B,
EcFtsZ wt en amortiguador de polimerizacién con GTP. C, micrografia electronica de la
mutante 1294W en condiciones no polimerizantes, sin GTP. Las muestras se prepararon
por tincién negativa con acetato de uranilo 1,0% (fotos de F. Montecinos).
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Complementacién in vivo. La cepa VIP-2/pLARO de Escherichia coli- presenta una
mutacion en el gen cromosomal de FisZ, esta mutacién letal ha sido complementada con
el plasmidio pLAR9 que le permite a la cepa replicarse normalmente a temperaturas
menores a 37 °C. En condiciones permisivas (42 °C) pLAR9 no produce FtsZ y la
bacteria no se replica (control negativo, C-), sin embargo al complementar la cepa
VIP-2/pLAR9 con un segundo plasmidio que no presenta un origen de replicacion
termosensible y que incluye el gen de la ftsz, las bacterias recuperan su capacidad de
dividirse a 42 °C (control positivo, C+). La complementacion de la cepa VIP-2/pLARS con
un segundo plasmidio que contiene las mutantes de EcFisZ, permite que a temperatura
permisiva solo se produzca FtsZ mutante, y que el experimento de complementacion
permita evaluar si estas mutantes son funcionales in vivo. La mutante F40W
complement6 in vivo a la temperatura restrictiva para EcFtsZ wt, 42°C (figura 16B). La
mutante F135W, dentro del error experimental también complementd, en cambio la
mutante [1294W practicamente no complemento a 42°C.

Conformacion de la mutante 1294W

La caracterizacion funcional de la mutante 1294W mostro6 la pérdida de un 87% de la
actividad GTPasica y un estado polimerizado permanente. Estas alteraciones
funcionales impiden que [1294W complemente in vivo, a pesar de presentar
caracteristicas estructurales muy similares a EcFtsZ wt y a las mutantes F4A0W y
F135W. Esto no se explica por la introduccidon de un grupo voluminoso como el
triptéfano, que podria alterar la estructura tridimensional de la proteina, pues esta es una
zona movil. Para estudiar las bases estructurales de la alteracién funcional de [294W,
se infiri6 la estructura de EcFtsZ, por modelado comparativo de proteinas, usando

como molde MjFtsZ. El modelo de la mutante mostré que el triptéfano 294 estaba
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separado solo por 4,5 A de la fenilalanina 275, sugiriendo que ambos residuos podrian
interactuar alterando la flexibilidad del dominio carboxilo terminal y por ende la funcion de
FtsZ, figura 18A. Si este fuera el caso deberia existir una relacion evolutiva entre ambas
posiciones, mutaciones correlacionadas, que impidiera la aparicion simultanea de dos
aminoacidos aromaticos en estas posiciones en FisZ. Para evaluar esta hipétesis, se
analizaron las mutaciones correlacionadas para la posicion 1294, a partir de un
alineamiento multiple de FtsZ, figura 18B. La posicién equivalente al aminoacido 275 de
EcFtsZ, en el alineamiento mdltiple mostré una clara alternancia con la posicion 294 en
el contenido de aminoacidos aromaticos, es decir si la posicién 294 correspondia a un
aminoacido aromatico, la posicion 275 presentaba un aminoacido alifatico y viceversa,
por ejemplo MjFtsZ presenta un triptéfano en la posicidén equivalente a 294 y una alanina
en la equivalente a 275 y MtbFtsZ una isoleucina en 275 y una fenilalanina en 294. Estos
resultados sugieren que la causa de la inhibicién producida por la mutacion 1294W seria
la formacién de un puente estabilizado por la interaccion entre los anillos aroméaticos de
la fenilalanina 275 y el triptéfano 1294, que estabilizaria la conformacién GTP de EcFtsZ.
Los resultados experimentales obtenidos para las mutantes puntuales de EcFtsZ F135W
e 1294W mostraron un marcado efecto sobre la funcionalidad sin alterar la estructura
secundaria y terciaria de la proteina, como era de esperar si estas mutantes pertenecian
a regiones involucradas en cambios conformacionales, sin embargo no se esperaba
obtener un fenotipo que sugiere que la proteina permanece en conformacion GTP
(1294W). Por otra parte, la mutante F40W que no participa en los LRCC presento
parametros funcionales similares a EcFtsZ silvestre, como se esperaba por estudios

bioinformaticos. Las pequefias diferencias respecto a FisZwt podrian deberse a
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EDIDLSGARGVLVNITAGFDLRLDEFETVGNTIRAFASDNATVVIGT SLDPDMN
DNISMKGARGILINITGGMDMTLFEVDAAANRIREEVDEEANITIFGSTFDENSA
DETSHMKGAQGLLISITGGRDLTLFEVDEAATRIREEVDPDANIILGATFDEALE
ENPSIKRASGLIISITGGRDLMLYEVDEAATRIRDEADPDANIIVGASFDESLE
HENSINWAKGGLINITGGMDMTLLEVDEVANRIRDEVDPEANIIFGSAF DEXKLN
GDF SVRSAKGHMLVNITGGKDLT LVEVDAAAQRIT SEIEEDANVIFGSSFDESLQ
EDIDLSGARGVLVNITAGEDLRLDEFETVGHNTIRAFASDNATVYVVIGT SLDPDMN
EDIDLSGARGVLYVNITAGFDLRLDEFETVGNTIRAFASDNATVVIGT SLDPDHN
EDVHLOGARGILVNITAGPDLELGEY SDVGNITEQFASDQAMVKVGTVIDPDMR
EDVDFTGARGVLVNITAGHDLSIGEFEQVGEAVRKAFASETATVVIGTVIDPDMS
DDVNLAGANGILVNITAGPDFTHSEFDEIGRTIEAFASEDATYVVVGTVLDPDHO
DDVNLAGANGILVNITAGSDFTMAEFDEIGRTIDGFASEDATVVVGTVLDRPEMQ
EEITLTGARGVLVNITAS SAMKMREVQEVMDIVKKMTAEDATVIVGTVIDENMG
DDVTLDGARGVLVNITTAPCLEKMSELSEVMKIVNQSAHPDLECKEGAAEDETMS
D-VDISGAKGALISISG-ADVRKLEEAQOQIIEYVTRNVDPRAQVIWGIQLEPELE
D-VDISGARGALISISG-ADVKLEEAQQITEYVTRNVDPKAQVIWGIQLEPELE
D-LDISNARGALINISGSEDLTLQEAERIVEVVAEELDPDANIIWGAQIQDELQ
D-VEVSGATGALVNIVGGKDLT LKEAEEVVELVASELSEDATVIWGAQIDEDLN
D-VDIDGATGALIHVMGPEDLTLEEAREVVATVSSRLDPNATIIWGATIDENLE
D-VEYGSGERALVEFTVGEPDVS LGEINEAMNIVYEKLGEKSEIKBGARIDEDMG
E-TSIVGATGVLINITGGADLGLLEINEAAEVVQQAADPDANT IFGAVIDENLK

Figura 18. Mutaciones correlacionadas en las posiciones 275 y 294 de EcFtsZ. En
A, se muestra un modelo de la estructura de la mutante 1294W representada en cintas,
donde se indica la posicién del residuo triptéfano 294 en rojo y fenilalanina 275 en azul.
En esferas y cable amarillo se muestra el nucleétido. En B, se observa una parte del
alineamiento multiple de FtsZ, donde la columna de la izquierda indica el organismo y la
columna de la derecha su respectiva secuencia aminoacidica. En azul se muestran las
posiciones correlacionadas, en rojo la secuencia de EcFtsZ y en verde la secuencia de
MjFtsZ (resultados de Andrea Garcés).
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diferencias en la estructura tridimensional de la proteina, como lo sugiere la variacion de

un 2% del contenido de estructura secundaria de la mutante.




DISCUSION

Analisis de la base de datos de proteinas en estado libre y como complejo
proteina-ligando. El analisis de la base de datos PDB muestra que existe un nimero
suficiente de estructuras de proteinas disponibles con y sin ligando, para caracterizar los
cambios conformacionales en familias de proteinas, mas aun con proteinas de una sola
cadena polipeptidica. Con este subconjunto de estructuras se determinaron los LRCC
sin considerar relaciones mas complejas como el grado de oligomerizacion de la
proteina. Esto no significa que todas las proteinas estudiadas tengan como forma
bioldgica activa el estado monomérico, pues muchas veces la notacién en los archivos
PDB solo incluye la unidad asimétrica (ASU), pero el estado biolégico de la proteina es
un homodimero, homotrimero, etc (Jones and Thornton 1996; Henrick and Thornton
1998, Ponstingl, Kabir et al. 2003). Ademas la obtencién automatica de las proteinas en
estado libre y acomplejada presentd varias dificultades principalmente dadas por
variaciones en la manera de anotar la informacion en los archivos PDB, donde aparecen,
por ejemplo, modificaciones covalentes en la proteina anotadas como heteroatomos
(ligandos) (Westbrook, Feng et al. 2002). En estos casos se usé un filtro de distancia,
donde las distancias menores a 1,9 A, entre cualquier atomo del ligando y cualquier
atomo de la proteina, representa una unién covalente, sin embargo como cualquier valor
de corte para discriminar, produce falsos positivos y omisiones. Otras proteinas
seleccionadas mostraron como ligandos mas de un atomo metalico. No se descartaron
estas proteinas, pues en algunos casos de proteinas seleccionadas se consideraba a los
aniones como CI ", Br ", y cationes como Na *, Ca **, etc., como ligandos. En estos casos

es dificil determinar si estos iones son parte del medio de cristalizacion y su interaccion



con la proteina inespecifica, y por lo tanto no serian verdaderos ligandos. Para estas
proteinas se consider6 que todos los iones correspondian a un solo ligando y de
esa manera se analiz6. También se observo que algunas proteinas en la base de datos
que presentan distintas condiciones de cristalizacion, como por ejemplo diferentes pH,
donde el cambio conformacional de la proteina podria deberse a la condicion de
cristalizacién y no a la unién del ligando. A pesar de estos casos, la gran mayoria de las
proteinas en estado libre y acomplejada cumplieron con los criterios establecidos para la
comparacion.

La prediccion de cambios conformacionales al comparar las estructuras 3D de una
misma proteina en estado libre y acomplejada, mostré que para proteinas cristalizadas
en distintos grupos espaciales, se pueden producir errores en la prediccién de cambios
conformacionales (figura 12) o incluso como lo muestra un estudio, omitir el papel de
residuos claves en la funcién de una proteina (Andre, Nonato et al. 2005). Mas aun la
correcta prediccién de los cambios conformacionales depende directamente de la
magnitud de los movimientos en la estructura al unir el ligando, debido a que cambios en
la orientacion de las cadenas laterales de los residuos en la superficie de la proteina, se
observan normalmente en difraccion de rayos X al generar varios cristales de la misma
proteina (Luque and Freire 2002). Para minimizar este problema, en esta tesis se
compararon solo los Ca de las proteinas en estado libre y acomplejada.

La caracterizacién de los LRCC a partir del andlisis de la base de datos de cambios
conformacionales mostréd que alrededor de un 8% de los residuos de la proteina
participan en cambios conformacionales, un resultado esperable si se considera que
para que una proteina cumpla su funcién biolégica debe ser estable y presentar cierto

grado de flexibilidad en la superficie, que le permita unir el ligando y adoptar una
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conformacion activa (Vihinen 1987; Zavodszky, Kardos et al. 1998). La estabilidad
estructural se lograria mediante un nécleo rigido de la proteina y la funcion mediante un
sitio de unién del ligando y regiones flexibles en la estructura responsable de los cambios
conformacionales (Hilser, Dowdy et al. 1998; Luque and Freire 2000). Los resultados
obtenidos en esta tesis, sugieren que el SA tendria un papel dual, por un lado formaria
parte del nicleo rigido responsable de la estabilidad de la proteina (figura 8), y por otro
lado une al ligando y permite la propagacion de los cambios conformacionales mediante
una fraccién de sus residuos (alrededor del 18%), a través de regiones flexibles (LRCC,
figura 8), en la superficie de la proteina (figura 7). La distribucion de los residuos que
participan en LRCC alrededor del SA indica que los cambios conformacionales estan
directamente relacionados a la uniéon del ligando (figura 5) y en promedio se propagan al
menos a 4 residuos de distancia del SA, lo que se ajusta a la gran cantidad de evidencia
en literatura, y en esta tesis sobre el efecto que presentan mutaciones puntuales
alejadas del SA sobre la funcién de las proteinas.

Conservacion de los LRCC en algunas familias de proteinas. Existen proteinas de
una misma familia, descritas en la literatura, que muestran conservacion de los cambios
conformacionales, es el caso de las integrinas, que median procesos de adhesion celular
y que para la transduccion del estimulo dado por el ligando mueven una hélice del
dominio MIDAS ("Metal ion-dependent adhesion site") méas de 10 A hacia el dominio
intracelular (Kleanthous 2000; Xiao, Takagi et al. 2004). Otro ejemplo son las proteinas
G (Sprang 1997), esta familia une e hidroliza GTP, que produce cambios
conformacionales conservados en las regiones “switch I’ y “switch II", que le permiten

formar complejos proteina - proteina. Los ejemplos de conservacidbn de cambios

conformacionales en las proteinas de familias de receptores de membrana, como las
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integrinas y la proteina G, se extienden a otras proteinas globulares y solubles de dos
especies distintas que presentan conservacion de sus cambios conformacionales, como
en el caso de proteinas de la familia de las lisozimas, donde se han comparado por NMR
y difraccién de rayos X los cambios conformacionales entre la lisozima humana y de
Gallus domesticus y se ha demostrado que son las mismas regiones en la estructura las
que se mueven con la union del ligando (Mine, Ueda et al. 2000; Ohmura, Motoshima et
al. 2002). El analisis bioinformatico de las proteinas de la familia de las lisozimas
presentes en la base de datos de cambios conformacionales (1.10.530.10), mostrd
patrones de LRCC conservados para 27 proteinas con un rango de identidad de
secuencia entre 56% y 100% (no se muestran los resultados), confirmando lo observado
por NMR vy difraccion de rayos X en lisozima humana y de Gallus domesticus. Esta
tendencia a la conservacion de los cambios conformacionales se hace evidente en los
resultados del analisis de la base de datos de cambios conformacionales, ver figuras 9,
10, 11 y 12. En la familia de las fosfotransferasas (fig. 9) existe gran variacion en la
identidad de secuencia de las proteinas que la conforman, con identidades de secuencia
de hasta un 22 %, sin embargo los ligandos se unen al mismo sitio activo y los patrones
de cambios conformacionales son similares. En la figura 12, se muestra otro ejemplo de
la conservacion de los LRCC, esta vez para la familia de las serino proteasas (Perona
and Craik 1995) que presenta un sitio de unién conservado, S1, donde ocurre la
hidrélisis de la union peptidica. Para las serino proteasas, tipo tripsina existen una gran
variedad de inhibidores, estos ligandos emulan péptidos unidos al SA. En presencia de
cationes divalentes que se comportan como coinhibidores y se unen al mismo sitio que

los inhibidores orgéanicos hay un aumento de la afinidad de los péptidos al coordinarse

los cationes tanto a la proteina como al inhibidor (Katz, Clark et al. 1998). Estos
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coinhibidores muestran el mismo patrén de LRCC que se produce con los inhibidores
organicos. Los resultados también mostraron patrones conservados de cambios
conformacionales para las familias de las globinas (1.10.490.10), citocromo P450
(1.10.630.10), anhidrasa carbodnica (3.10.200.10) y timidilato sintetasa (3.30.572.10),
resultados que no se muestran.

El hecho que la familia de las fosfotransferasas (1.10.510.10) presente LRCC similares
para la unién de diferentes ligandos a un mismo SA, en la misma proteina (fig. 9), se
explica porque solo participan en los LRCC en promedio uno de cada cinco aminoacidos
del SA, por lo tanto un ligando que contacte solo algunos residuos del SA puede generar
un patrén similar de cambios conformacionales que otro donde todos los residuos del SA
participan en la union. Por otro lado, la observacion de patrones similares de cambios
conformacionales para los residuos de LRCC cercanos al SA en proteinas de la misma
familia con distinta identidad de secuencia, puede explicarse, debido a que los
aminoacidos que participan en el SA de las proteinas son muy conservados (Aloy,
Querol et al. 2001; Gutteridge, Bartlett et al. 2003). En cambio los residuos involucrados
en LRCC alejados del SA, en general no son conservados a nivel de identidad de
secuencia (resultados no mostrados), no obstante se ha observado que algunas
propiedades en la estructura, como el grado de flexibilidad inferidas mediante el factor
térmico, clasifican a estas regiones de la estructura como flexibles. Esta propiedad esta
directamente relacionada a la composicibn aminoacidica de estas regiones de la
estructura, que son ricas en aminoacidos expuestos y polares: G, S, Ny D, figura 6A,

resultado sustentado por metodologias de prediccion de zonas rigidas y flexibles

(Radivojac, Obradovic et al. 2004). Un ejemplo puntual es la proteina FtsZ, donde se
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observé un patrén similar de flexibilidad en las estructuras provenientes de dos especies
distintas que presentan una identidad de secuencia del 48% (fig. 13 C,D).

El comportamiento de los LRCC inducidos por la unioén de ligandos a dos sitios de union
distintos en las proteinas, se analizd con la familia dihidrofolato reductasa (DHFR, cddigo
CATH 3.40.430.10), las proteinas de esta familia catalizan el paso de dihidrofolato a
tetrahidrofolato, y presentan un sitio de unién para el sustrato y un segundo sitio de
unién para la coenzima NADPH, que participa en la reaccion de oxido-reduccion.
En estudios espectroscépicos con mutaciones sitio dirigidas (Agarwal, Billeter et al.
2002) se observo que la actividad de la enzima se perturba si se mutan aminoacidos del
SA, y también residuos que pertenecen a elementos estructurales alejados del sitio
activo, como el “lazo” Met 20 y el “lazo” BF - BG. Por simulaciones de dinamica
molecular, se determiné que estos lazos modifican su posicion hasta permitir que el
sustrato y la coenzima queden muy préximos y debidamente orientados para la reacciéon
de transferencia de un protdn con su electrén. En esta tesis, la mayor parte de los pares
de proteinas libres y acomplejadas de la familia DHFR analizadas, mostraron la unién del
segundo ligando al sitio de NADPH, o al sitio de dihidrofolato (DDF), es decir a uno de
ellos mientras el otro contenia el ligando unido, la figura 11A muestra las estructuras de
las proteinas con y sin un ligando en el sitio de unién de DDF, con el sitio de unién para
la coenzima NADPH, ocupado. De la misma manera en la figura 11B se observan las
estructuras con y sin un ligando en el sitio de unién de NADPH,, donde DDF esta unido a
la proteina. Los patrones de LRCC confirman la importancia de los lazos Met-20 y BF
- BG en los cambios conformacionales en la familia DHFR (figura 19). Sin embargo cabe
destacar que los resultados demuestran que ambos sitios de unién presentan LRCC

diferentes y caracteristicos (fig. 11 Ay B). Los resultados en su conjunto, indican que el
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plegamiento de la proteina es el determinante principal de los LRCC, pues son
conservados dentro de la misma familia de proteinas e independientes de la naturaleza
del ligando, siempre y cuando éste se una a una misma region en la superficie de la
proteina.

Elementos estructurales que participan en los LRCC. En la figura 6, se muestran las
distintas proporciones de elementos de estructura secundaria presentes en los LRCC,
donde se observa que los lazos son los elementos estructurales més frecuentes, y en
menor grado las vueltas 3. No es de sorprender la presencia de lazos en los LRCC, pues
debido a sus caracteristicas estructurales son los elementos ideales para participar en
cambios conformacionales. Destacan entre sus caracteristicas, que no tienen patrones
definidos de puentes hidrégeno (Eswar, Ramakrishnan et al. 2003), normalmente se
encuentran expuestos en la superficie de las proteinas y presentan alto grado de
flexibilidad, determinado por estudios de NMR vy difraccién de rayos X. Esta flexibilidad
de los lazos es el factor determinante para orientar los aminoacidos cataliticos en
enzimas como lipasas y enolasas (Gunasekaran, Ma et al. 2003; Gunasekaran and
Nussinov 2004), y le proporciona cierta flexibilidad al sitio catalitico. Asi lo demuestran
estudios en la familia de las serino proteasas, donde se modificaron con mutaciones
sitio dirigidas el entorno del sitio activo, con el fin de aumentar su flexibilidad, y como
consecuencia la enzima amplié el rango de ligandos que reconoce (Perona and Craik
1995). La caracterizacion de los cambios conformacionales de las enzimas dihidrofolato

reductasa (Agarwal, Billeter et al. 2002) y lisozima (Ohmura, Motoshima et al. 2002)

mostraron como los lazos fueron elementos estructurales claves para cumplir su funcién.
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Figura 19. Regiones alejadas del SA que participan en LRCC en la familia DHFR.

En A, esquema de cintas que muestra la enzima dihidrofolato reductasa de Escherichia
coli (1rx2.pdb) con DDF y NADP en los sitios activos, representados como cables rojos y
violeta respectivamente. En B, grafico de densidad que muestra los LRCC para la unién
del ligando al sitio de NADP con el sitio de DDF ocupado. En italica azul se indican las
zonas de cambios conformacionales en el grafico de densidad, que corresponden a los

lazos Met — 20 y BF - BG.
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La abundancia de lazos en los LRCC, y la poca variabilidad en el contenido de estructura
secundaria producida por la union del ligando (resultados no se muestran), sugieren
que los movimientos en la proteina inducidos por la unién del ligando son movimientos
de cuerpos rigidos, donde elementos de estructura secundaria como hélices o y hojas 3
relativamente superficiales se mueven sin alterar el ntcleo de la proteina, es decir la
estabilidad global de la macromolécula (Hilser, Dowdy et al. 1998). La aspartato
transcarbamilasa presenta este tipo de movimientos de cuerpos rigidos (Yon, Perahia
et al. 1998). La presencia de movimientos de cuerpos rigidos en nuestra base de datos,
no se aplica a proteinas no estructuradas o poco estructuradas (Dunker, Lawson et al.
2001; Dyson and Wright 2002; Gunasekaran, Tsai et al. 2003) pues pueden presentar
otro tipo de movimientos que incluyan la variacién en el contenido de estructura
secundaria al unir el ligando. La pequefia poblacién de este tipo de proteinas en la base
de datos, debido a que son dificiles de cristalizar, no permitié dilucidar el problema.

Influencia de la flexibilidad sobre la funcién de FtsZ. La hidroélisis de GTP es esencial
para la dinamica de polimerizacién de FisZ (Nogales, Whittaker et al. 1999). Por esto
cuatro estructuras cristalinas de FtsZ fueron elegidas para comparar las conformaciones
GTP y GDP, debido a que tanto para MjFtsZ como para MtbFtsZ los grupos espaciales
de los cristales en estado GTP y GDP coincidian. El hecho que ambas conformaciones
tengan el mismo grupo espacial es esencial para evitar interferencias debidas a distintos
contactos cristalograficos en la prediccion de los cambios conformacionales. Sin
embargo la induccién de la conformacién GTP / GDP en MtbFtsZ se hizo difundiendo el
nucledtido sobre la proteina cristalizada en presencia de citrato, lo que se considero para
el analisis de los resultados. De manera similar la conformacion GTP / GDP en MjFtsZ se

obtuvo difundiendo un analogo no hidrolizable de GTP sobre el cristal en conformacién
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GDP. Considerando estas restricciones, el andlisis de los archivos PDB permitid
determinar la flexibilidad implicita y funcional de FisZ, para identificar aquellas regiones
involucradas en los cambios conformacionales relacionados a la hidrélisis de GTP. Se
analizo la estructura de MtbFtsZ unida a GTP (1RLU) y a GDP (1RQ7) (Leung, White et
al. 2004) y la conformacion de MjFtsZ cristalizada con GTP (1W58) y GDP (1FSZ). Los
resultados mostraron que el intercambio de GDP por GTP induce pequefios
movimientos (tabla 3) principalmente en regiones especificas en la superficie de las
proteinas, que incluye regiones proximas al sitio de unién de GTP y ofras regiones
alejadas del sitio de unién del nucleétido, en el dominio carboxilo terminal. El analisis,
mediante el factor térmico, de la flexibilidad intrinseca de FtsZ en distintos organismos
mostrd que son las mismas regiones de los dominios amino y carboxilo terminal las que
presentaron flexibilidad, sugiriendo una propensidad de estas regiones a sufrir
rearreglos con los cambios conformacionales. Coincidentemente, los elementos
estructurales en el dominio amino y carboxilo terminal de dos miembros de la familia de
las FisZ, el mesdfilo (MibFisZ) y el terméfilo (MjFtsZ) mostraron una dinamica similar
asociada al intercambio  entre la conformacion GTP y GDP.
Se sabe que la hidrélisis de GTP es inducida por la interaccién de la cara amino
longitudinal de un mondmero y la cara carboxilo longitudinal de otro monémero (Erickson
2000). La interaccion longitudinal es transitoria mientras el nucle6tido se encuentra
como GTP lo que permite la despolimerizacién en estado GDP después de la hidrdlisis.
El intercambio del nucleétido GDP por GTP induce la polimerizaciéon de la proteina
(Chen, Bjornson et al. 2005). Postulamos que la flexibilidad alrededor del sitio del

nucledtido y en la regidn carboxilo terminal de la FtsZ permite los cambios

conformacionales necesarios para que la conformaciéon GTP cambie a la conformacion
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GDP después de la hidrolisis y debilite [a estructura del polimero. Asi, GTP estabiliza la
conformacion recta del polimero, mientras que GDP la desestabiliza. Por 16 tanto una
mutacién que perturbe la flexibilidad alteraria el equilibrio entre estas conformaciones
afectando la polimerizacion o despolimerizacion, dependiendo de que conformacion se
favorezca. Triptéfano es el residuo con mayor volumen hidrodindmico entre todos los
amino&cidos, por lo tanto una mutacién puntual por triptéfano en la proteina produciria
una perturbaciéon estérica y rearreglos estructurales. Este efecto debiera ser mas
marcado en zonas rigidas, como se observa con la mutante F40W, donde se altera
levemente el espectro de dicroismo circular y la funcién. Si se introduce en zonas mas
flexibles no debiera observarse un efecto sobre la estructura. La funcién debiera
afectarse si es un residuo que participa en la funcién, por ejemplo si se altera la
flexibilidad y de este modo una conformacién necesaria para la funcién. Asi, la mutante
puntual F135W, localizada en una zona flexible que participa en los LRCC, lazo S5 — H5
del dominio amino, presenté una disminucidn en la funcionalidad, la polimerizacién se
redujo a un 32% y la actividad GTPésica a un 71% respecto a EcFtsZ wt, y mostrd
complementacién in vivo, aunque la estructura y la estabilidad no se afectaron. La
mutacion 1294W localizada en una region flexible del dominio carboxilo que participa en
los LRCC, en la hebra B S9, afectd severamente la funcionalidad, pues favoreci6 el
estado polimerizado, con una baja actividad GTPasica (13%) y una complementacion in
vivo residual. Los resultados apoyan la hip6tesis de que una pequefia modificacion en
las zonas flexibles que afecten a los cambios conformacionales, afectan la funcionalidad
de FtsZ. La actividad GTPasica de MjFtsZ se afect6 cuando el residuo W319, localizado
en la posicién estructuralmente equivalente al aminoacido 1294, se cambié por tirosina

(Oliva, Huecas et al. 2003). Estos resultados y el hecho que la mutacién 1294W no afecta
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la estabilidad estructural de FtsZ, como lo demostraron los espectros de fluorescencia y
CD, sugieren un marcado efecto sobre la flexibilidad causado por la mutacién en la
posicion 1294. La estabilizacion de una conformacién polimérica se deberia a la
formacién de un puente por la interacciébn aromatica entre el triptéfano 294 y la
fenilalanina 275, que estabilizaria la conformacién GTP. La energia tipica de una
interaccién aromatica es de alrededor de 1 o 2 kcal/mol, mientras que la contribucién a la
estabilidad global de la proteina varia entre —0,6 y +1,3 kcal, dependiendo del ambiente
del par aromatico (Burley and Petsko 1985). Los aminoacidos aromaticos F275 y W294
presentan una accesibilidad intermedia al solvente (entre el 5 y el 40%), con un ambiente
mayormente hidrofobico, por lo tanto la interaccién aromatica deberia ser mas favorable,
produciéndose una pérdida de flexibilidad en la region.

Otra posible explicacion de los resultados obtenidos con la mutante 1294W podria ser
que el lazo T7, responsable de la induccién de la actividad GTPasica, estabilizara la
interaccién longitudinal entre los mondmeros, aun en estado GDP al favorecer una
conformacion GTP. Sin embargo esta explicacién no daria cuenta de un cambio
concertado entre la hidrolisis del fosfato gama y el cambio conformacional a la
conformacién GDP. Una explicacién razonable que daria cuenta de todos los resultados
seria que la hélice H1 o H4 con su dipolo positivo ayude a estabilizar una conformacion
GTP. Al hidrolizarse el fosfato gama se pierde la interaccion entre el fosfato gama con el
fosfato beta dando libertad a la hélice, la que induciria un cambio conformacional donde
estaria involucrado el lazo T3 del dominio amino de un mondémero. Este cambio
conformacional se transmitiria hacia el dominio carboxilo terminal del monémero
adyacente a través de la superficie y el lazo T7 que llevaria a la conformacion GDP. Al

impedir este ultimo cambio con la mutacion 1294 no se formaria la conformacién GDP
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aunque se hubiera producido la hidrélisis, dejando a la proteina mas bien en una
conformaciéon GTP, como polimero. Esta hipétesis se sustenta en que el sitio activo de
la mutante conservdé su capacidad para hidrolizar GTP, demostrado al lavar los
polimeros de FtsZ para eliminar el nucledtido libre y posteriormente denaturarlos con
GdmCl, donde se aisld el nucleétido en una proporcion mayor al 95% en estado GDP
(Montecinos 2006). Estos resultados mostraron que la disminucidén en la actividad
GTPasica se debié mas bien a un lento intercambio de GDP por GTP, probablemente
asociado a la polimerizacion y formacion de manojos de filamentos (figura 17C)
(Marrington, Small et al. 2004).

Proponemos un modelo donde diferentes conformaciones de FtsZ existen en el polimero
y dependen del estado de fosforilacion, donde GTP favorece las interacciones
longitudinales y laterales en los pares de filamentos y GDP desestabiliza las
interacciones longitudinales y laterales a través de un cambio conformacional en el
dominio amino que se extiende de forma cooperativa, longitudinalmente al dominio
carboxilo. La regulacién fina de la interaccidn longitudinal y lateral se lleva a cabo
mediante aminoacidos especificos (LRCC) en ambas interfases, dependiendo del
estado de fosforilacion del nucleétido (fig. 20). Este modelo requiere de zonas flexibles
en el dominio amino y carboxilo terminal que debiliten las interacciones en el polimero de
FtsZ, y no de un gran cambio conformacional de los monémeros para despolimerizar los
protofilamentos. Nuestro modelo de regiones flexibles responsables de la funcionalidad
de FtsZ puede explicar el efecto de las mutantes puntuales, encontradas en literatura,

sobre la funcionalidad de EcFisZ (fig. 1) (Lutkenhaus 1990; Lu, Stricker et al. 2001;

Chen, Bjornson et al. 2005).
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La caracterizacion estructural, ademas del analisis funcional de las mutantes de EcFtsZ
provee evidencia experimental y tedrica de que la rigidizacién del dominio carboxilo en
conformacion GTP, puede estabilizar los protofilamentos, como sucede con los

polimeros de la mutante 1294W debido a la formacién de una interaccion aromatica.
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Figura 20. Modelo de interaccion longitudinal y lateral en los doble filamentos de
FtsZ. En esquema de cintas se muestra un tetramero de EcFtsZ que representa
verticalmente las interacciones longitudinales y horizontalmente las interacciones
laterales en los polimeros de FtsZ, de acuerdo a Lowe y col. 1999 (Lowe and Amos
1999). El nucleétido se muestra con barras amarillas, las mutantes F40W, F135W e
I1294W se representan con sus cadenas laterales en azul. En rojo se muestran los LRCC.

79



CONCLUSIONES

1. En promedio un 3% de los residuos en las proteinas forman parte del sitio activo, y un
8% forman parte de los LRCC. La distribucién de los LRCC es més importante alrededor

del sitio activo pero puede alcanzar regiones més alejadas en la estructura.

2. La composicién aminoacidica de los LRCC se caracteriza por la presencia de residuos
como: G, S, Dy N. Los elementos de estructura secundaria mas frecuentes son vueltas

B vy lazos.

3. Los LRCC se caracterizan por su alta proporcion de residuos expuestos al solvente,
en cambio los residuos del sitio activo se caracterizan por una accesibilidad intermedia.
El grado de exposicion se correlaciona con la flexibilidad de los residucs, donde los
LRCC muestran mayor flexibilidad expresada como factor térmico normalizado, a

diferencia de otros residuos mas rigidos del sitio activo.

4. Los LRCC para un mismo sitio activo son conservados en familias de proteinas e
independientes de la naturaleza del ligando. Sitios activos distintos, dentro de una familia

de proteinas, presentan LRCC distintos y caracteristicos para cada sitio.
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5. Analisis de LRCC y del factor térmico para FtsZ de Mycobacterium tuberculosis y
Methanococcus jannaschii, mostraron regiones flexibles similares en la estructura que

estarian participando en el intercambio entre la conformacion GTP y GDP.

6. Las mutaciones puntuales que afectan los cambios conformacionales, perturban la

funcion de la proteina sin un cambio significativo de su estructura 3D.

7. La mutante 1294W favorece la conformacion GTP en FisZ, a través de una interaccion
aromatica que rigidiza la estructura, favoreciendo las interacciones longitudinales y

laterales en los polimeros y disminuyendo la actividad GTPasica.

8. Los cambios conformacionales inducidos por la hidrélisis de GTP en los polimeros de
FtsZ, modificarian regiones puntuales de la estructura involucradas en las asociaciones

longitudinales y laterales de FtsZ, produciendo la desestabilizacion de los polimeros.
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