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Resumen

La divisién bacteriana es un proceso escencial que ocurre gracias a un conjunto de proteinas
que forman el divisoma. Las proteinas de membrana FtsW y Ftsl son parte de esta maquinaria de
divisién, que actfian como un complejo en la fase tardia, luego de la segregacién del cromosoma
y de la incorporacién del complejo FtsQ/FtsB/FtsL. Justamente este complejo es uno de los
gue menos informacién molecular se tiene y su funcién especifica permanece bajo un halo de

dudas.

Ftsl es una proteina de un paso transmembrana, de la familia de las proteinas de unién a
penicilina, con actividad enzimatica transpeptidasa. En tanto FtsW, es una proteina de 10 pasos
transmermbrana, sin funcién demostrada y sin estructura conocida. Tampoco tiene -hasta ahora-
homélogos que permitan suponer su plegamiento, Tampoco se conoce la forma en que estas

proteinas interactfian, ni cémo su funcién especifica contribuye al proceso de divisién.

En esta tesis se estudiaron en profundidad ambas proteinas, desde los puntos de vista estruc-
tural y evolutivo. A partir de estos analisis se sustenta la hipdtesis de que FtsWW es un miembro
lejano de la familia de las transglicosilasas y su funcién mas probable es extender las cadenas de
peptidoglicano, a partir del precursor lipidico Lipido II. Luego Fisl es capaz de entrecruzar dichas
cadenas. Con ambas actividades concentradas en un complejo, es posible extender la cadena de

peptidoglicano en el sentido de la constriccidn, para crear los nuevos polos de las células hijas.

Durante esta tesis fue posible ademés obtener modelos estructurales para ambas proteinas,
que en el caso de FtsW fue refrendado por algunos experimentos y para Ftsl, incluyé el modelado
de su regién transmembrana. Ademés se sugieren regiones y residuos de prabable contacto entre

ambas proteinas.

Finalmente se analiz6 el devenir evolutivo de los genes que codifican para ambas proteinas,
en el reino de las bacterias, concluyendo que el complejo FtsW/Fts! estd muy conservado y

podria ser un elemento que co-evoluciond junto a la pared de peptidoglicano.




Abstract

The bacterial division es an esential process that is executed by a complex of proteins, called
divisome. FtsW and Ftsl are membrane proteins part of this machinery, that form a complex.
This complex is formed in the late phase of division after the chromosome segregation and
FtsQ/FtsB/FtsL complex binding. However, the FtsW/Ftsl complex have a low number of

molecular evidences about its function and structure.

Ftsl has only one transmembrane span domain. It belongs to the penicillin binding protein
family and has transpeptidase activity. FtsW is a ten-transmembrane span protein, without a
demonstrated function or structure, It doesn’t have any homolog that could suggest a specific

folding. The way both proteins interact each other to form the complex is also a mistery.

In this Thesis both proteins was studied in deep, from structure to evolution. These analyses
support the hypothesis of FtsW being a far-member of the transglycosilase family, so its most
probable function is to extend the peptidoglycan chains from the precursor Lipid . After that,
Fts! can crosslink those chains. As the complex has both enzymatic activities, it is possible to
extend the peptidoglycan chain in the direction of constriction, creating the new poles of the

daughter cells.

During this Thesis it was possible to obtain structural models for both proteins. The FtsW
model was supported by some experiments and the Ftsl model incude its transmembrane domain.
Moreover, specific residues and regions of both proteins are proposed to form the contact

interfase in the complex.

Finally, the evolution of the corresponding genes was analyzed in all the bacteria kingdom.
The FtsW/Ftsl is very conserved and probably is an element that evolved together the pepti-

doglycan wall itself.
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1. Introduccién

1.1. La divisién bacteriana

La divisién celular en bacterias es un proceso complejo, sincronizado y fuertemente regulado,
que permite la formacién de células hijas mediante la constriccién de las membranas interna y
externa, gracias a la formacién de un anillo proteico en el lado citoplasmético y de un septo
de peptidoglicano (PG) en el periplismico. Al igual que otros procesos celulares, una serie
de interacciones proteina-proteina especificas de un conjunto de complejos proteicos son los

encargados de llevar a cabo la divisién celular [1, 2).

En la division celular de Escherichia coli participan al menos una docena de proteinas (FtsZ,
FtsA, ZipA, FtsE, FisX, FtsK, FtsQ, FtsB, FtsL, FtsW, Ftsl y FtsN), muchas de las cuales son
esenciales para el proceso de divisién y forman parte del llamado divisoma (Figura 1). Luego de
la replicacién del cromosoma bacteriano, el primer paso de la divisidn celular es la formacion
de un anillo de polimeros de FtsZ (anillo Z) que se localiza en |a cara interna de la membrana
celular en la mitad longitudinal de la bacteria. FtsZ es el principal elemento del citoesqueleto
bacteriano, es homélogo estructural de la tubulina eucarionte [3, 4], tiene actividad GTP4&sica
y se cree que ejerce la fuerza motriz necesaria para constrefiir la membrana plasmatica durante
la divisién [5, 6]. Ademas, su dominio C-terminal presenta zonas flexibles implicadas tanto en la

interaccién con proteinas del protoanillo (ZipA y FtsA) como en la actividad GTP4sica [7, 8].

Al inicio de la divisién celular y la formacién del divisoma, jos polimeros de FtsZ interactian
directamente con las proteinas ZipA y FtsA para formar la primera estructura macromolecular:
el protoanillo. ZipA es una proteina bitépica de membrana, mientras que FtsA presenta una
hélice anfipatica que le permite interactuar con la membrana de manera periférica. Al igual que
FtsZ, ambas proteinas poseen homologia con elementos del citoesqueleto eucarionte: ZipA es
homélogo de MAP-Tau [9], mientras que FtsA es homélogo de actina [10]. La funcién de estas

proteinas se centra principalmente en la organizacién y estabilizacidn del anillo Z en la cara




interna de la membrana plasmatica y a pesar que sus funciones son redundantes, esto asegura
el anclaje del anillo Z a la misma y la formacién del protoanillo, lo cual es la etapa esencial del

proceso de divisién.

DBBODEDD N

i - > < =
Proto Conector Sintesis
anillo peptidoglicano

E > < >
Anillo citoplasmatico Anillo periplasmatico

< = & B
Etapa temprana Etapa tardia

Figura 1: Esquema de las proteinas que participan en la divisién celular de E. coli, sus interaccio-
nes y su distribucién durante el proceso. El protoanillo es formado por la interaccién entre FtsZ,
FtsA y ZipA, cuyo ensamblaje es un evento temprano de la divisién. La adicién de FtsE/FtsX
y FtsK forma el anillo citoplasmatico. En una etapa tardia, se forma el conector periplasmatico
integrado por el complejo FtsQ/FtsB/FtsL y las proteinas involucradas en la sintesis de PG:
FtsW y Ftsl, seguido de FtsN. Los nombres son abreviados excluyendo el término Fts. Adaptado

de [2].

Una vez formado el protoanillo, éste es estabilizado por el complejo FtsE/FtsX, localizado
en la membrana interna donde actiia como un canal ABC [11]. En este momento se une FtsK
al dominio 1C de FtsA [12, 13], donde acopla la segregacién del cromosoma al proceso de
division celular. Asi el DNA replicado puede ser segregado a las dos células hijas por medio
de FtsK. Esta dltima es una proteina de membrana de 1.329 aminoacidos compuesta de un
dominio N-terminal formado por cuatro segmentos transmembrana (TM) que se localizan junto
con FtsZ; un dominio central o linker estabiliza la interaccién con proteinas de la divisién y; el

dominio C-terminal citoplasmatico que contiene un motivo de unién a ATP y es requerido para




la separacién del cromosoma recién duplicado (segregacién). in vitro el dominio C-terminal de
FtsK forma complejos hexaméricos que jalan al DNA de manera ATP-dependiente y activan la
recombinacién de los sitios dif, lo cual gatilla la segregacién del cromosoma bacteriano ([14, 15]).
La localizacién final de FtsK en el protoanillo y la segregacién de los cromosomas permiten
comenzar con el reclutamiento de las proteinas periplasmaticas requeridas para continuar con
la divisién bacteriana. Cabe mencionar que FtsK es parte del sistema de respuesta SOS de las

bacterias [16].

Luego de un retardo temporal {que en E. coli pueden llegar a ser 20 min), comienza la llamada
fase tardia, donde se reclutan tres proteinas bitépicas de membrana sin actividad enzimatica
conocida, pero esenciales para la divisién. Estas proteinas que localizan en el septo celular se
denominan FtsQ, FtsB y FisL en E. colf (sus homélogos en Bacillus subtilis son DiviB, DivIC y
FtsL, respectivamente). Cada una contiene tres dominios: uno citoplasmético corto, una regién
TM y otro periplasmético. Se ha visto que [as tres proteinas se ensamblan antes de su interaccién
con e anillo citoplasmatico [17], pero FisL y FtsB pueden hacerlo concertadamente de forma
independiente a FtsQ, y sin la necesidad de otro componente previo a su reclutamiento en e

sitio de divisién [18].

Una vez reclutado el complejo FtsQ/FtsB/FtsL, se localizan en el sitio de divisién dos protel-
nas involucradas en la sintesis de péptidoglicano: FtsW, un presunto translocador de precursores
de péptidoglicano [19] requerido para la localizacién de Ftsl [20], y Ftsl, proteina de unién a
penicilina (PBP) especifica de la septacién, |lamada también PBP3 (Penicillium Binding Protein

3) [18].

Finalmente, ia dltima protefna en reclutarse al sitio de divisién es FtsN, una proteina de
ensamblaje tardio y de funcién desconocida que requiere de todos los componentes rio arriba
para ser reclutada al sitio de septacién [18, 21]. Un modelo propuesto para la funcién de FtsN
sugiere que ésta se extiende en el espacio periplasmatico actuando come un puente entre la
capa de PG y el anillo citoplasmético [22]. El reclutamiento de FtsN estabiliza al anillo [2] y a

las otras protefnas del divisoma ya ensambladas. Una vez ensamblados todos los componentes




del divisoma, la célula se divide en dos células hijas.

1.2. Etapa tardia o periplasmica

Tradicionalmente se ha dividido todo el proceso de division en 2 etapas: la etapa temprana,
que comprende desde la polimerizacién de FtsZ hasta el reclutamiento de FitsK y la consecuente
segregacion de los cromosomas. La etapa tardia, ocurre con un desfase temporal respecto a la
primera (en este tiempo se debe reparar el DNA si est4 defectuoso) y comprende el reclutamiento
del complejo FtsQ/FtsB/FtsL (Figura 2), que a su vez recluta a FtsW/Ftsl, finalizando con FtsN
y otras enzimas modificadoras del PG, pero que no son esenciales para la divisin como AmiC

y PBP2B [23].

FtsQ es la primera de estas proteinas en unirse, interaccionando directamente con FtsK a
través de su dominio POTRA [24]. Aunque en E. coli, esta proteina es esencial para la viabilidad
celular, en B. subtilis es esencial sélo en condiciones de temperaturas extremas [25, 26]. En
B. subtilis (donde se conoce como DivIB) sélo se requiere de su dominio periplasmético para
su localizacién al sitio de divisién [27], mientras que en E. cofi se requieren ambos dominios

{citoplasmatice y periplasmatico)[28].

El dominio periplasmico de DivIB en Bacilus stearothermophilus tiene un plegamiento au-
ténomo: dominio o, dominio B y un probable dominio v sin estructura. El dominio « es el mas
cercano a la membrana citoplasmética y coincide con una prediccién teérica de dominio POTRA
(abreviacién del inglés, polypeptide-transport-associated) asociado a funciones de chaperona en
otras proteinas [24]. Ademas, mediante ensayos de doble hibrido e inmunoprecipitacién se ha
demostrado que FtsQ es capaz de interactuar con varias de las proteinas de la divisién, entre
ellas Ftsl, Ftsl, FtsN, FtsB y FtsW [29]. Estos resultados sugieren que el rol de DiviB (FtsQ)
podria ser de tipo chaperona al estabilizar a otras proteinas de la divisién y sus interacciones

correspondiente [30, 31], aunque esto no se ha demostrado experimentalmente. A la fecha, solo

se ha mostrado en B. subtilis que DiviB juega un rol crucial en la estabilidad de Ftsl frente a




altas temperaturas [32].

FtsB y FisL son dos pequefias proteinas de 103 y 121 residuos respectivamente, que se
unen a FtsQ y presentan una conformacién principalmente helicoidal, desde su fnica regién
TM hasta cerca del extremo C-terminal (Figura 2). Pueden formar heterodimeros u oligémeros
in vivo a través de sus motivos de cierre de leucinas en la regién periplismica y parte de sus
dominios TMs [32, 33]. Debido a la inestabilidad intrinseca de Ftsl en ausencia de FtsB en
B. subtilis [34], ambas proteinas se asocian antes de la formacién del complejo periplasméatico
[30], y lo mismo ha sido descrito en E. cofi [17]. La estructura cristalografica de FtsQ de E.
coli [35] muestra que varias mutaciones en la regién C-terminal de esta proteina desacoplan el
reclutamiento del heterodimero FtsB/FisL, lo que sugiere que el ensamblaje del multicomplejo
FtsQ/FtsB/FtsL podria estar mediado por el dominio C-terminal de cada proteina, propuesta

que ha sido confirmada usando mutantes truncas para FtsB y FtsL [36, 37].

A pesar que su funcién es aparentemente sélo estructural, la formacién del complejo ternario
FtsQ/FtsB/ FisL parece ser un punto de contral clave en la divisién celular. En B. subtilis
se ha descrito que la expresién de FisL esta altamente regulada tanto a nivel transcripcional
por la proteina de la iniciacién de la replicacién del DNA, DnaA [38], como a nivel post-
traduccional mediante protedlisis a través de la accién de la metaloproteasa YiuC [39]. Esta
proteasa, homéloga de la proteasa RseP de E. coli, participa en mecanismos de proteélisis de
intramembrana regulados (RIP) mediante el reconocimiento de estructuras anémalas en hélices
TMs. Todo esto enmarcado dentro de un complejo tipo de regulacién post-transcripcional [40].
La protedlisis de Ftsl. mediada por YluC altera los niveles celulares de FtsL, lo cual regula la

formacién del complejo FtsQ/FtsB/FtsL y a la vez la actividad del divisoma [39, 41].

El complejo FtsQ/FtsB/FtsL es importante como factor estructural clave para conectar
los eventos citoplasmicos (fase temprana, anillo Z) con los eventos periplasmicos (fase tardia,
sintesis de PG). Con la informacién disponible [35, 36, 37] se ha generado un modelo de [a

estructura de este complejo [42], postulando dos posibles configuraciones, un heterotrimero y

un heterchexdmero (2:2:2). De este trabajo destaca la cantidad de residuos hidrofébicos que
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Figura 2: Modelos de la region periplasmica del complejo FtsB(azul)/FtsL(verde)/FtsQ(rojo)
generados por modelamiento molecular. Se muestran en alambres las cadenas laterales de los
residuos identificados en las interfases de interaccién entre proteinas. La parte inferior del es-
quema corresponde a la region N-terminal de cada proteina que conecta con su correspondiente
hélice TM (no resuelto por el modelo). A. Complejo con estequiometria 1:1:1. B. Complejo con

estequiometria 2:2:2. Tomado de [42]

quedan disponibles para interactuar con otras proteinas como FtsW y Ftsl. También quedan
disponibles algunas regiones del dominio POTRA de FtsQ, asi como de su dominio C-terminal,

para poder interactuar con estas mismas proteinas [42].

Luego del complejo FtsQ/FtsB/FtsL, se unen al divisoma las proteinas FtsW y Ftsl. Ftsl
es una PBP tipo B, con un dominio transpeptidasa (TP), que participa directamente en |a
formacién de PG, entrecruzando cadenas de éste, siendo su actividad enzimatica esencial para la
division [43]. Una vez localizada Ftsl, puede interactuar con otras PBPs como PBP1B [44, 23]
que no son esenciales, pero que poseen ademas actividad transglicosilasa, ausente en Ftsl.
Estudios han confirmado que para que Ftsl se localice en el septo de divisién son suficientes

sus primeros 56 residuos N-terminales [45], aunque estudios posteriores muestran que incluso




bastaria con la region TM [46, 47].

Por su parte, FtsW es una proteina con 10 segmentos TM, que se asocié desde su descripcisn
como compafiera de Ftsl, sin haber claridad sobre su funcién [48, 49). Se ha reportado que tiene
actividad “flipasa” sobre la molécula de Lipido I [19], precursor de PG y sustrato de Ftsl, pero este
resultado ha sido cuestionado [50]. Mediante mutaciones y proteinas truncas se han identificado
algunas regiones como probables de interaccién con Ftsl, como el “loop™ periplasmatico entre

las regiones TM9 y TM10 [51, 52].

Ambas proteinas necesitan que las otras proteinas de la divisién estén presentes [53, 20, y
se necesitan de la una a la otra para localizar en el septo de divisién [18], aunque FtsW podria
localizar sin necesidad de Ftsl [20]. A su vez FtsW y Ftsl son necesarias para la correcta locali-
zacién de FtsN [16]. Se ha demostrade mediante inmunoprecipitacién y ensayos de transferencia
de energia resonante (FRET) in vivo que estas dos protefnas pueden formar un complejo entre

ellas y luego localizar en el septo de divisién [54], tal como el complejo FtsQ/FtsB/FtsL [17].

En este complejo FtsW/Ftsl, las evidencias indican que FtsW seria quien contiene el de-
terminante para localizar en el divisoma, asi como de la unién al complejo FtsQ/FtsB /FtsL,
aunque aun no existen pruebas de esto iltimo. De hecho, existen apenas dos evidencias respec-
to a la interaccién entre ambos complejos en E. coli, contandose una muy indirecta, donde Ia
sobreexpresién de FtsQ aumenta los efectos negativos (longitud de bacterias que no se dividen)
de mutantes de Ftsl que no localizan en el septo [55]. La otra es que ambos complejos, son
capaces de reclutar al otro, cuando sélo uno de ellos puede localizar en el septo (por fusién con

ZapA en cepas carentes de FtsA) [18].

Por el modelo de interaccién y reclutamiento de las proteinas en el divisoma de E. coli se
acepta que luego del compleje FtsQ/FtsB/FtsL debe reclutarse FtsW /Ftsl, para finalizar con
FtsN. Diversos estudios de interaccién usando experimentos de doble hibrido muestran miltiples
interacciones entre estas protefnas [29, 56]. Sin embargo, hay poca informacién directa de |a

interaccién de estos dos subcomplejos, que a su vez se forman de manera independiente del




divisoma antes de unirse a éste.

1.3. Magquinaria de sintesis de peptidoglicano

En el final de la fase tardia de la divisién bacteriana se recluta lo que se conoce como la
maquinaria de sintesis de PG, compuesta por las proteinas FtsW y Ftsl. Este complejo tiene por
funcién la sintesis de pared celular en el sitio de septacién, de modo de que ésta vaya exten-
diéndose en el sentido de la constriccién, y formar pared en los nuevos polos de las bacterias
hijas. Sin embargo, este evento por sf solo no impulsa fisicamente la separacién. La polimeriza-
cién/despolimerizacién de FtsZ en el citoplasma y la participacién de todas las otras proteinas
del divisoma contribuyen a este fenémeno y aun se debate cual de ellos es el principal (revisado

en [57]).

FtsW es una proteina de membrana multipaso de 414 residuos y 10 regiones TM (Figura 3).
Su gen esté codificado en la regién dew (division and cell wall) y existe en practicamente todas
las bacterias que poseen una pared de PG [58, 49]. Pertenece a la familia de proteinas SEDS
(del inglés: shape, elongation, division and sporulation) que incluye a otras dos proteinas: RodA,
que participa en [a elongacién de E. coli y otras bacterias cilindricas [59] y SpoVE, que participa
en el proceso de esporulacién de B. subtilis y otras bacterias Gram-positivo [60], compartiendo
un 30 % de identidad entre ellas [48]. Por largos afios solo se especuld con la funcién de estas
proteinas [61, 62] y no hubo ningiin estudio destinade a esclarecer su funcién, hasta que se
logré determinar que FtsW puede traslocar Lipido Il [19, 63], precursor de PG. A pesar que
este resultado ha sido cuestionado, cualquiera sea la funcién de FtsW, muy probablemente sus

homélogos RodA y SpoVE comparten esa funcién.

Ftsl, una PBP tipo B con funcién transpeptidasa tiene 588 residuos y es esencial para la
divisién [43]. Comparte homologia con todas las transpeptidasas bacterianas, aunque carece de
actividad trasglicosilasa como otras enzimas de esta familia. Estd compuesta por tres dominios

(Figura 3): el dominio de uni6n a membrana que consiste en una hélice TM: el dominio no




catalitico o dominio de funcién desconocida y el dominio catalitico. Este Gltimo es sensible a

ser inactivado por antibiéticos beta-lactamicos.

Ambas proteinas, FtsW y Ftsl, forman parte crucial del divisoma [16] y pueden formar un
complejo entre ellas antes de unirse al resto de las proteinas de la divisién [54]. De las dos, FtsW
parece ser quien contiene el determinante para unirse al resto del divisoma, pues en ausencia
de Ftsl puede localizar en el septo de divisién y no al revés [20]. Sin embargo, no se conoce
ningin mecanismo o con cudl otra proteina interacta directamente. De hecho, en un trabajo
donde investigan el efecto in vivo de una gran cantidad de mutantes y proteinas FtsW truncas,

ninguna de ellas falla en la localizacién en el septo [51].

FtsW Ftsl

Figura 3: Representacién esquematica de las proteinas FtsW y Ftsl. El rectangulo amarillo
representa la membrana interna, donde la parte superior a éste corresponde al periplasma y
la parte inferior al citoplasma. Las regiones TM de FtsW aparecen numeradas. Se muestra la
region periplasmica de Ftsl modelada, utilizando como templado estructuras cristalograficas de
otras PBP. En rosado se muestra la regién TM de Ftsl (residuo 19 al 39) y el dominio central

(residuos 40 al 236); en celeste el dominio catalitico (residuo 237 al 577).

Ftsl, por si sola es incapaz de localizar en el septo y requiere de FtsW para hacerlo. Se ha

encontrado que es la regién TM de Ftsl la que posee todo lo necesario para ser reconocida




por FtsW, aunque no se puede descartar la participacién de regiones del dominio no catalitico,
aunque en menor grado de importancia [45, 47]. Este dominio no catalitico sf es necesario para

interactuar con FitsN, la préxima y dltima proteina esencial para la divisién bacteriana [46].

Respecto al mecanismo de interaccién entre FtsW y Fisl, se sabe que la primera recluta a |a
segunda al sitio de divisién a través de [a zona TM de Ftsl, aunque no se ha logrado determinar
cuél o cudles de las 10 zonas TM de FtsW son necesarias para ello. La finica evidencia relacionada
es que el doble mutante P268A/P275A no puede reclutar a Fisl in vivo, pero si es capaz de
localizarse en el sitio de divisién [51], aunque lo dltimo no pudo ser confirmado con certeza
en un estudio posterior, donde fue analizado por ensayos de doble hibrido [54]. Estos residuos
de prolina mutados se encuentran en una regién bastante conservada entre las proteinas de
la familia y se localizan en el "loop- periplasmatico entre las regiones TM9 y TM10, hacia el

extremo C-terminal de la proteina.

1.4. La controversia de la funcién de FtsW

Desde su descripcién se ignord por completo la funcién molecular de FtsW, RodA o cualquiera
de sus homélogos. Todas pertenecen a una misma familia de proteinas, que no tiene homologia
con ninguna otra. La falta de trabajos bioquimicos en este tipo de proteinas parecia indicar
dificultades metodoldgicas. Solo se especuls con alguna funcién relacionada con Lipido Il (Figura

4), el sustrato de las PBP, que acompafian a FtsW/RodA.

Sin embargo, la falta de una funcién parecié no importar a quienes trabajan en el tema,
pues hay un trabajo [51] donde se encontré un mutante de FtsW, R243Q (sobre el “loop”
periplasmatico que conecta los TM 7 y 8), que es letal e impide la divisién y fue relacionado

con pérdida de funcién. Funcién, curiosamente, desconocida en ese momento.

Recién en 2011, se publicé un trabajo donde se determinaba in vitro que la funcién de FtsW
seria traslocar, de manera especifica, un precursor de PG de un lado de la bicapa a otro. O

sea FtsW, y por lo tanto sus homélogas, serfan flipasas de Lipido [l (Figura 5). En un trabajo
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Figura 4: Molécula de Lipido Il. A. Representacién esquematica. B. Modelo molecular, embebido
en una membrana. La cola lipidica aparece en amarillo; grupos fosfato en naranjo; aziicares en

celeste; y el pentapéptido en rosado. Adaptado de [64].

posterior de este mismo |aboratorio, se profundiza en los residuos que serian clave para esta
funcién, identificando la zona TM4 como clave para la especificidad, mencionando los residuos
R145 y K153 [63]. En este trabajo también se determina que FtsW puede traslocar fosfolipidos,

sin especificidad, pero por un mecanismo distinto, que no necesita la TM4.

El precursor Lipido II, es sintetizado en la cara interna de la membrana citoplasmatica
de la bacteria (Figura 5) gracias a un conjunto de enzimas, que lo sintetizan modularmente.
Primero una molécula de glicopentapéptido se une a un carrier lipidico derivado del isopreno,
el undecaprenol. A esta molécula (Lipido I) la enzima MurG le agrega una unidad de GlcNAc,
para formar Lipido Il. Para que las proteinas que sintetizan PG - como las PBPs - usen el Lipido
I, éste debe estar disponible para unirse a los respectivos sitios activos que se encuentran en
el periplasma. Por ello es necesaria una proteina que lleve a cabo su traslocacién, dado que la
molécula de Lipido |l es muy grande y polar como para hacerlo de manera espontanea [65]. Esto

seria llevado a cabo por Fts\W.
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Figura 5: Sintesis de Lipido Il en E. coli. Tomado de [66]

Esta funcion de flipasa tiene cierto sentido, pensando en la formacién del complejo FtsW /Fts|,
y sus homélogos RodA/PBP2 y SpoVE/SpoVD, ya que indicaria la formacién de un complejo,
no sélo estructural, sino que también funcional. A partir de esto se puede generalizar que el
complejo proteina SEDS/PBP tiene la funcién de extender la pared bacteriana a partir del pre-
cursor sintetizado citoplasmaticamente [67]. Cada complejo seria especifico para cada condicién

fisiolégica (divisién, elongacién o esporulacién).

Sin embargo, investigaciones del grupo liderado por Natividad Ruiz en Ohio State University,
llevadas practicamente en paralelo con el grupo holandés responsable de los trabajos anteriores,
indican que seria otra la proteina encargada de esta funcién [66]. MurJ es un transportador
ABC de 14 pasos TM, perteneciente a la superfamilia de exportadores MOP (multidrug/oligo-
saccharidyl-lipid/polysaccharide). A esta familia pertenecen otras flipasas de oligosacaridos uni-
dos a poliprenoles, como Wzx del sistema de biosintesis de antigeno O. De hecho son homélogas
y se construyé un modelo estructural a partir de |a estructura de Wzx, modelo refrendado por

experimentos de accesibilidad de cisteinas [68].
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Con ensayos in vivo usando DAP (aminoacido Ginicamente usado para la sintesis de pepti-
doglicano) marcado con tritio y ColM (colicina que corta la seccién soluble de Lipido 1, solo si
estd en la cara externa) demostraron que al inhibir la funcién de MurJ, el Lipido Il se vuelve
resistente al tratamiento con ColM, lo que indica que éste se queda en la cara interna de la
membrana [50]. De hecho, estos mismos experimentos en cepas knock out para FtsW indican
que aun hay traslocacién de Lipido li, descartando que FtsW sea la traslocadora de este lipido

y de paso contradiciendo las evidencias anteriores [19, 63].

Con esta controversia presente, durante septiembre de 2015 aparece un completo trabajo
[69] de modelamiento estructural ab initio de familias de proteinas sin estructura conocida ni
hemdlogos con estructura conocida. En este trabajo se extiende la funcionalidad del programa
de modelamiento Rosetta [70], incluyendo anélisis de perfiles de secuencia y mutaciones corre-
lacionadas, logrando modelar 58 estructuras de familias de proteinas procariéticas. Una de estas
familias de proteinas es SEDS, y los autores modelan la proteina FtsW basindose remétamente
en la estructura de una glicosiltransferasa eucarionte. Esta proteina usada como molde [71],
cataliza la transferencia de oligosacéridos desde un carrier lipidico (dolicol) hasta residucs de

asparagina en proteinas con una secuencia consenso en particular.

A pesar que la similitud de secuencia es muy baja (35 %), segiin los autores hay una coinci-
dencia entre el mapa de mutaciones correlacionadas en FtsW y el mapa de contactos en el cristal
de la transglicosilasa para 7 de sus 10 zonas TM [69]. Esto, complementado con el algoritmo
ab initio de Rosetta [70] para modelar fragmentos pequefios, les permite modelar FtsW en toda
su extensién. Dado el foco del trabajo donde describen otros tantos modelamientos, los autores

no profundizan en detalles ni en refinamientos estructurales necesarios.

Un afio después de este trabajo, aparecen dos articulos que detectan experimentalmente
una funcién transglicosilasa en RodA, el cercano homélogo de FtsW [72, 73]. En Meeske et
al. 2016, incluso se indentifican dos residuos fundamentales para la funcién, Trp105 y Asp280,
conservados en FtsW. En ambos trabajos los autores discuten que probablemente la funcién

de toda proteina de la familia SEDS es la actividad transglicosilasa, que en conjunto con la
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actividad transpeptidasa de sus comparfieras PBP tipo B (como Ftsl), conforman la maquinaria

elemental para |a sintesis de PG.

1.5. Presentacién del problema

El complejo FtsW/Ftsl es parte esencial de la maquinaria de divisién celular. Ambas proteinas
forman un complejo in vivo independiente del resto del divisoma, que por lo menos en cuanto a
la funcién de Ftsl, se sabe que entrecruza cadenas de PG en los nuevos polos de las bacterias
hijas en formacién. Sin embargo, la estructura de este complejo, las regiones que intervienen en
su interaccién y lo que es muy relevante, la real funcién de FtsW, son temas aun no resultos y

que podrian dar informacién clave en el entendimiento del proceso de divisién bacteriana.

En cuanto a la interaccién de ambas proteinas, no se sabe qué regién de FtsW recluta
a Ftsl, y cual seria el rol del loop entre las regiones TM9 y TM10 que fue sugerido como
importante para esta interaccién. Para abarcar estas interrogantes desde un punto de vista
molecular, inevitablemente surge la necesidad de considerar temas mas béasicos, concernientes a

la estructura de estas proteinas y la relacién con su funcién.

Producto de la controversia respecto a la funcién especifica de FtsW, el tener informacién
estructural respecto al complejo completo, o a las regiones peptidicas involucradas en I3 inter-
accién, podria ser relevante. Si efectivamente en FtsW hay un poro que cruce de lado a lado
de la membrana, o una regién abierta hacia la parte lipidica de la bicapa (como en SecY) [74],
podria indicar la posibilidad de que trasloque alguna molécula. Por el contrario, la ausencia de
este poro y la identificacién de posibles residuos cataliticos, podrian apoyar la hipétesis de que

FtsW es en realidad una transglicosilasa, tal como se demostré para RodA [72].

Asi también el tema podria ser abordado desde un punto de vista evolutivo, al tener en cuenta
que -en teoria- cada proteina de la familia SEDS actia en compafifa de una PBP tipo B. Funcio-
nes complementarias requieren necesariamente residuos y regiones que hayan co-evolucionado.

Estos analisis estructural y evolutivo, podrian también indicar si es que FtsW tiene las caracte-
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risticas necesarias para ser una flipasa, o si es que siempre estd acompafiado de una PBP.
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2. Objetivo General

Obtener un modelo tridimensional para el complejo FtsW/Ftsl y analizar [a relacion de éste

con su funcién

3. Objetivos Especificos

1. Analizar estructuralmente las proteinas FisW y Ftsl, proponiendo un modelo estructural

para cada una
2. Analizar la formacién del complejo FtsW/Ftsl y sus implicancias funcionales

3. Estudiar [as relaciones evolutivas del complejo FtsW/Ftsl en el reino de las bacterias
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4. Materiales y métodos

4.1. Obtencién de secuencias

Las secuencias de FtsW, Fisl, RodA v MrdA, de E. cofli fueron obtenidas de la base de
datos KnowledgeBase Uniprot. Las secuencias de los genomas analizados y de las secuencias
proteicas correspondientes se obtuvieron de la base de datos Microbial Genome Database for
Comparative Analysis (MBGD) [75]. Las comparaciones entre secuencias se hicieron con el
programa seqret de la suite EMBOSS usando valores por defecto para puntajes, y la matriz de

sustitucién BLOSUM62.

4,2, Alineamientos multiples

Los alineamientos miltiples de secuencia se realizaron con el programa Muscle [76], de mane-

ra iterativa hasta alcanzar un alineamiento estable, usando la matriz de sustitucién BLOSUMG62.

4.3. Analisis filogenético

Para todos los dendrogramas mostrados se hicieron muestreos de 1000 subgrupos de se-
cuencias, a partir de alineamientos miitiples. Con cada uno de estos subgrupos se construyé
un dendograma usando el programa Fasttree [77]. Con los 1000 dendrogramas se construyé un
arbol consenso usando el programa consense de la suite para analisis evolutivos Phylip [78]. La

evaluacién del modelo de ajuste evolutivo se hizo con programa ProtTest [79].
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4.4, ldentificacion de dominios

Para |a identificacién de dominios presentes en cada secuencia, se utilizaron las descripciones
provistas por Pfam. Estas definiciones, escritas como modelos ocultos de Markov (HMM), se

alinearon con cada secuencia de interés utilizando la suite de programas HMMER 3.0 [80].

4.5. Analisis de propiedades de secuencias

La prediccién de zonas TM se hizo con el programa Phobius [81]. La prediccién de las zonas
TM que podrian conformar un poro se hizo con el programa Memsat-SVM [82], disponible a

través del servidor web del University College London.

4.6. Creacion de Logos

Para la creacién de logos de secuencia a partir de alineamientos miiltiples, se utilizé el
programa Skylign [83], que utiliza informacién de modelos ocultos de Markov para extraer

informacién de la entropia en cada columna.

4.7. Software interactivo de analisis de proteinas de membrana

Durante el desarrollo de esta Tesis, se elaboré un software ad hoc de analisis de proteinas
de membrana interactivo. Este programa sirvié para centralizar un conjunto de herramientas de
anzlisis existentes, asi como otras que se desarrollaron especificamente. E| programa denominado
memprot se escribié en el lenguaje python con el intérprete versién 2.7.9, Este programa usa las
herramientas ya descritas, asf como ofras de licencia GPL entre las que podemos mencionar.a
gnuplot para algunos graficos, la suite de analisis MDAnalysis [84] para los mapas de contactos

y numpy para célculos matematicos avanzados.
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4.8. Mutaciones correlacionadas y prediccién de contactos

Se utilizaron 3 programas distintos para calcular mutaciones correlacionadas o predecir con-
tactos fisicos a partir de estos. Gremlin [85], PSICOV [86] y Cmat [87]. Los resultados se
normalizan para que vayan de cero (minimo) a uno (méximo). Se promedian por cada par de

residuos para obtener un mapa consenso.

4.9, Proyeccién helicoidal

Los anélisis de proyeccién helicoidal de cada TM, se realizan asumiento una hélice a de
geometria teérica ideal, con 100° de rotacién entre cada residuo consecutivo, vista desde su
extremo C-terminal. Los graficos que se muestran al interior de cada hélice, correponden al
histograma polar de cualquier propiedad numérica de los residuos. Se calcula representando
coma coordenada polar el valor de dicha propiedad para cada residuo en funcién del 4ngulo
correspondiente en la hélice. Los valores para cada residuc de una hélice completa se promedian
polarmente, para obtener la direccién del vector de dicha propiedad. Esto para cada secuencia
en el alineamiento. Luego se hace un histograma de todes [as direcciones de los vectores de

todas las secuencias, y este histograma se grafica polarmente al interior de cada hélice.

4.10. Biologia molecular

Construccidn de mutantes. Se construyé un derivado del gen #sW con un tag FLAG [88]
adecuado para su visualizacién por WB y un promotor que permita su transcripcién. Este gen
es un mutante doble C1745/C361S, que no posee residuos de cisteinas. Este gen se denomina
ftsW ACys y sobre este se construyeron los mutantes descritos en la Tabla 1 (Genescript, USA),
todos sobre un plasmidio pUC57 con un promotor /ac para su adecuada expresién usando el

inductor IPTG.
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Estos plasmidios se usaron para transformar cepas E. colfi EC912 [20]. Esta cepa tiene el
gen cromosomal de FtsW interrumpido por un gen de resistencia a kanamicina y un gen extra
de FtsW en otra ubicacién del cromosoma, controlado por un promotor inducible por arabinosa

y reprimible por glucosa.

4.11. SCAM

Cultivos bacterianos y transformaciones. Las bacterias se mantuvieron a -80 °C en solucién
de glicerol 50% v/v. Se utilizé medio Luria-Bertani (LB), con o sin agar, suplementado con
ampicilina (50 pg/ml), cloranfenicol (50 pg/ml), kanamicina (50 pg/ml), arabinosa (0,2 % v/v),
glucosa (0,2 % upg/ml) o IPTG (0,1 mM), segiin fuera necesario. Para [a transformacién de las
bacterias con los respectivos plasmidios se usé quimiotransformacién. Medio LB suplementado
segiin fuera necesario fue inoculado e incubado overnight. A partir de ese pre-indculo se inocu-
laron 100 ml de cultivo LB, también suplementados, e incubados a 37 °C hasta alcanzar DOggq
entre 0,4-0,5. El volumen total de cultivo se incubé en hielo durante 30 min y posteriormente

se centrifugd durante 10 min, a 4 °C y 7.000 rpm.

El sobrenadante se eliminé y las células se suspendieron en 50 mL de solucién de CaCl; 0,1
M. La suspensién bacteriana nuevamente se centrifugd y las células suspendidas en 500 pl de
solucién de CaClz 0,1 M y glicerol 30 % v/v. Este volumen se fracciond en 50 pl por reaccién y
se mantuvieron a -80 °C para su uso posterior. Para la transformacién, una alicuota de células
quimiocompetentes se descongelé en bafio agua-hielo, luego se afiadié plasmidio (entre 100 y
200 pg de plasmidio total). La suspensién de bacterias se agité suavemente e incubé en hielo
durante 30 min. Luego las células se incubaron a 42 °C por 60 seg e inmediatamente se pusieron
en hielo por 5 min. Luego se agregd 900 pl de medio LB sin antibiéticos y se incubaron durante
60 min para la recuperacién de las células y expresién de la resistencia. Las curvas de crecimiento

se hicieron mediante mediciones continuas y agitacién a 37 °C.

SCAM. Se crecié cada cepa en las condiciones descritas hasta que llegaron a una DQgqq de
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1,0. Se colectaron, lavaron, y se suspendieron en PBS. Se dividieron en 3 tubos iguales por cepa,
donde uno se usa para tratamiento (T) y los otros para control negativo (C-) y positivo (C+). A
la muestra T se agregé 5 mM de N-etil-maleimida (NEM; Sigma, USA) y se dejé con agitacién
suave a temperatura ambiente por 5 min. Pasado el tiempo se agregé 500 ul de PBS para
detener |a reaccién. Se centrifugaron todas las células y se suspendieron en buffer de lisis (urea
6M, SDS 1%, Tris-HCl 15 mM pH 7,4). Las células se resuspendieron por pipeteo y se agregs 20
mM de metil-polietilenglicol-maleimida (MalPEG; Sigma, USA ) en dimetil formamida (DMF)
a T y C+. Se agitaron suavemente por 5 min a temperatura ambiente, protegidos de la luz.
Se agregé buffer de carga y se incubaron por 30 min a 42 °C. Con estas muestras se corrié un
western blot (WB), usando anticuerpo monoclonal anti tag FLAG (ThermoFisher, USA) para

revelar seguido de anticuerpo secundario acoplado a peroxidasa de rabano (HRP).
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5. Resultados

6. Objetivo Especifico 1

Para analizar estructuralmente proteinas de membrana existe un conjunto de herramientas
descritas en la bibliografia que incluyen programas de prediccién, inclusién de datos evolutivos o
de evidencias experimentales. Sin embargo, no existe un programa capaz de integrar esos resulta-
dos en un analisis integrado. Por ello, durante el desarrollo de esta Tesis se elabord un programa
de anilisis de proteinas de membrana, que integra diversos softwares existentes y otros métodos
desarrollados ad hoc en una plataforma gréfica, amigable e interactiva, que permite ademas leer
los formatos mas usados en bioinformatica (Uniprot, FASTA, CLUSTAL, PIR, etc.) y es alta-
mente portable. Este programa denominado temporalmente memprot, permite leer secuencias
con o sin informacién de la topologia de membrana o de estructura secundaria, que se carga
de manera grafica en la pantalla (Figura 6). El esquema de la topologia es ademas interactivo,
pues se puede colorear por distintas propiedades (hidrofobicidad, pa-cking, conservacién) y se
pueden seleccionar residuos o regiones para otros anélisis especificos. El programa puede cargar
alineamientos miiltiples y proyectar la conservacién sobre [a secuencia. También dispone de algu-
nos visualizadores especificos, como uno del alineamiente miltiple (donde se pueden identificar
las regiones TM) y otro de la proyeccién en el eje Z (o proyeccién tipo wheel) de las zonas
TM. El programa permite también cargar informacién de mutaciones correlacionadas generadas

externamente y predecir las zonas TM en caso de no disponer de una definicién primaria.

Utilizando este programa se realizaron la mayoria de los anilisis presentados en esta Tesis,
asi como las figuras de representacién. Los algoritmos especificos disefiados se explican junto a

los respectivos resultados,
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6.1. Analisis de FtsW

6.1.1. Conservacién

FtsW es una proteina multipaso, con 10 zonas transmembrana que pertenece a la familia
de proteinas SEDS. En esta familia hay sélo proteinas procariéticas, bastante similares entre
ellas, con 10 zonas TM cada una y funcién molecular desconocida a la fecha. Se presume que
todas estas proteinas podrian tener la misma funcién en contextos fisiolégicos diferentes, como

la divisién en FtsW, la elongacién en RodA o la esporulacién en SpoVD.

Para comenzar el analisis de conservacién se colectaron 1.507 genes de ftsW/rodA pertene-
cientes a la familia SEDS, extrayendo las correspondientes secuencias proteicas y alineandolas.
De este alineamiento miltiple se calculé el nivel de conservacién entre ellas, el cual se proyecté

sobre una topologia 2D de la proteina (Figura 6)
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Figura 6: Topologia 2D de FtsW (usando la definicién de zonas TM de Lara et al. [49]), mos-
trando en escala de verde los valores de conservacién para cada residuo, usando un alineamiento
miltiple de 1.507 secuencias de proteinas de la familia SEDS. Mientras més oscuro el verde,
mayor conservacion. Figura se generé usando el software memprot desarrollado durante esta

Tesis.
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De un anilisis visual se identificaron 5 regiones TMs mas conservadas que las otras: TM4,
TM8 y TM10 con algunos aminoacidos altamente conservados {verde oscuro); y TM1 y TMS
con varios residuos conservados, A su vez, los loops periplasmiticos, con excepcién del loop 1-2,

estin bastante conservados.

La mayoria de los residuos conservados en las zonas TMs son glicinas, lo que tiene sentido
considerando que este residuo es importante en la interaccién hélice-hélice dentro de la mem-
brana [89]. Ademés se puede observar algunos residuos polares como GIn147, Glu150 y Lys153
en TM4, con los dos dltimos que podrian estar formando un par iénico; N359 en TM9 y Ia

regién 378-383 en TM10.

Por su parte, en los loop periplésmicos se observa Arg137-Trp138 en el loop 3-4 y Arg246,
Asp297, ademis de varios residuos de glicina en el loop 7-8. Cabe destacar que los residuos
Trp138 y Asp297 altamente conservados coinciden con los residuos Trp105 y Asp280 identifi-

cados como esenciales para la funcién en RodA [72].

La mayoria de los residuos con alto nivel de conservacién estan orientados hacia el periplasma,
ya sea en loops o en zonas TM. Esta observacién es interesante considerando que una de las
posibles funciones de FtsW es la de flipasa especifica de Lipido 1l. Si este fuera el caso, se
hubiese esperado algiin residuo o loop conservado en la cara citoplasmatica de la proteina, que

sirviera para el reconocimiento especifico de este lipido, cosa que no se observa.
Zonas transmembrana

Para analizar la conservacién o caracteristicas evolutivas especificas cada zona TM, hace
falta tener un alineamiento miltiple éptimo de estas regiones. Los programas de alineamiento
miiltiple existentes se basan en alinear globalmente la totalidad de las secuencias dadas, sin
procurar entre regiones particulares al interior de cada secuencia. Esto puede significar una
desventaja en proteinas de membrana, considerando que las zonas TMs tienen caracteristicas
distintivas, tanto de polaridad [90] como de conservacién [91, 92]. De hecho se han construido

matrices de sustitucién especificas para estas regiones [91, 92].
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A partir de estas caracterfsticas diferenciales y de la disponibilidad de matrices de sustitucién
especfficas, se han disefiado algunos programas especificos para el alineamiento mialtiple de
proteinas de membrana. Sin embargo, estos programas tienen caracteristicas no aptas para
el trabajo de esta Tesis, como: buscar homdlogos de manera automética en PSl-Coffee [93];
disponer solo de una versién web con una cantidad limitada de secuencias en PRALINETM [94],
basarse en la disponibilidad de estructuras tridimensionales en 3D-Coffee [95], o no tener el

programa disponible en AlignME [96].

Debido a la falta de un programa adecuado para este trabajo, en el curso de esta Tesis se
disefié un algoritmo nuevo para optimizar alineamientos multiples de proteinas de membrana
helicoidales, utilizando matrices de sustitucién especificas, modelos ocultos de Markov [97] y
prediccién de zonas TM usando el programa Phobius [81], que hasta ahora es el que ha generado
mejores resultados. Una innovacién del programa es que si bien utiliza predicciones para las
secuencias sin informacién topolégica, complementa estas predicciones con la definicién de
regiones TM establecida para un miembro de referencia, que en este caso es FtsW de E. cofl.
La definicién de la topologia TM de FtsW fue obtenida experimentalemente [49], por lo tanto
es més confiable que las predicciones descritas y tiene prioridad en el algoritmo desarrollado, a

la hora de buscar un inicio y fin consenso de cada TM.

Utilizando este programa fue posible obtener sub-alineamientos especificos para cada regién
TMy analizar diferencialmente su conservacién. Una forma visual de hacer esto es generar fogos
de secuencias, que codifican en el tamafio de cada simbolo la conservacién de cada residuo en
cada posicién o columna. En la Figura 7 se muestran los logos para cada una de las 10 regiones
TM de FisW. Se puede observar un bajo nivel de conservacién para TMs especialmente en TM1,
TM2, TM5 y TM6. Ademas se ven algunos residuos particulares, como los ya mencionados
GIn147, Glul50 y Lys153 en TM4, N359 en TM9 vy la regién 378-383 en TM10. Esto corrobora

el andlisis visual mostrado en la Figura 6.

Las zonas TM, a pesar que pueden tener residuos puntuales altamente conservados como los

recién descritos, son en general poco conservadas. Sin embargo, ciertas caracteristicas especificas
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podrian conservarse, independiente de la identidad del residuo, como la hidrofobicidad. Para
explorar la conservacién de la hidrofobicidad de cada TM se utilizé la escala de hidrofobicidad

de Engelman, Steitz y Goldman [98] promediada en los residuos de cada TM. En la Tabla 1 se
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Figura 7: Logos de secuencia para las 10 zonas TM de FtsW




puede ver un anlisis general de cada TM donde se promedia la polaridad de todos los residuos

de ésta, junto con su desviacién estindar.

™ Polaridad Empaquetamiento | Ocurrencia
TM1 | 0.127 4 0.044 0.458 £ 0.051 80.4%
TM2 | 0.140 £ 0.034 0.465 + 0.053 94.5%
TM3 | 0.119 -+ 0.027 0.466 + 0.048 93.2%
TM4 | 0.208 + 0.028 0.471 £ 0.036 96.1%
TM5 | 0.147 £ 0.030 0.457 + 0.049 81.8%
TM6 | 0.107 + 0.027 0.500 -+ 0.049 85.6%
TM7 | 0.135 £ 0.040 0.490 + 0.059 86.2%
TM8 | 0.091 £ 0.017 0.455 + 0.037 99.7%
TM9 | 0.130 £ 0.018 0.502 £+ 0.034 93.0%
TM10 | 0.124 + 0.015 0.536 = 0.030 71.9%

Tabla 1: Valores promedio de indice de polaridad e indice de empaquetamiento para cada TM

a partir de alineamiento miiltiple.

Dado que al promediar la polaridad de cada residuo se podria estar perdiendo informacién
estructural, se proyecté este indice sobre un mapa helicoidal que considera las dimesiones tedricas
de una hélice a.. En esta proyeccién es posible tener una idea de si existen superficies con cierta
polaridad conservada, en lugar de solo el promedio, independiente de la naturaleza de cada
amino4cido. Este analisis se realizé con el programa memprot y se presenta en la Figura 8
(barras amarillas al centro) y vemos que algunas TM como 1, 3, 4 y 9 muestran claras tendencias
de orientacién en cuanto a su indice de polaridad. Esto podria indicar que esa superficie esta

orientada hacia los lipidos de la membrana.

Es interesante destacar que el programa desarrollado en esta Tesis permite hacer un analisis
en funcién de |2 presencia o ausencia de cada zona TM (Tabla 2). Un analisis de este tipo permite
por un lado saber cuales regiones TM son eventualmente prescindibles para la funcién, y por otro,
hacer correlaciones entre ellas en cuanto a su presencia, independiente de su secuencia peptidica.
De la ocurrencia de cada TM se observa que en general todas estin muy conservadas, siendo
las menos las TM extremas. Esto tiene sentido si pensamos en procesos de corte y empalme de

genes, que podrian generar proteinas truncas, principalmente en los extremos.
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Figura 8: Proyeccién helicoidal de cada zona TM de FtsW indicando el indice de polaridad
(verde) y el indice de empaquetamiento (amarillo). El d4ngulo cero corresponde al primer residuo
de cada TM, donde los residuos subsiguientes se ubican a a+100 grados del anterior, en funcién

de las dimensiones de una hélice o perfecta.
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Por su parte, la correlacién entre la ocurrencia de distintas TMs podria mostrar una posible
interaccién debido a su dependencia mutua. En la Tabla 2 vemos que TM3, TM5, TM9 y TM10
estan correlacionadas, de modo que si una de estas falta, otra TM especifica la reemplazara.

Esto podria indicar una interaccién directa entre estas TMs.

TM1 | TM2 | TM3 | TM4 | TMS | TME | TM7 | TVB | TMS
TMz_[0.10

TM3_[0.08]0.17
TM4 | 003 0,01 [-0.01
TMs_[0.08]0.13 0.02
TME |-0,02|-0.01 -0.05
[fM7_[-0.070,04| 0,21 0,00 | 0,19 | 6,07
[TMB_[0.01 |-0,01]-0.01] 0,06 |-0.02| 0,05 | 0,02
TM9  |-0.12(D0,14 0,04 0,19 |-0,01
[rM10 | 0.06 [0.08 [0,36 0.01 |0,36] 0.21| 0,13 | 0,00 |[038

Tabla 2: Coeficiente de correlacién de Matthews para cada par de zonas TM. En blanco corre-
laciones no significativas (menores de 0.20), en amarillo levemente correlacionadas (0.20-0.29),
en escala de rojos (de mas claro a més intenso) correlacién media (0.30-0.79), en rojo intenso

correlacién alta (0.79-1.00)

Analisis de loops

A partir de la Figura 6 se identifica que los loops mas conservados estin en |a regién
periplasmica, a excepcién del loop 1-2, que esta pobremente conservado. Esto es interesante dado
que en general los loops cortos de proteinas de membrana estan pobremente conservados [99];
sin embargo loop 3-4, loop 5-6 y loop 9-10 que tienen solo 11, 4, 9 residuos, respectivamente,
estan muy conservados, no solo en cuanto a identidad de residuos, sino que también en cuanto

a su longitud (Figura 9 y Figura 15).

El loop 3-4 contiene un residuo de triptéfano (Trp138) conservado en el 100 % de las secuen-
cias que corresponde con el residuo Trp102 de RodA, que fue identificado como esencial para la
funcién transglicosilasa [72]. Aparecen también uno o dos residuos de arginina conservados, en
las posiciones inmediatamente anteriores a Trp138. Estos residuos podrian eventualmente tener

que ver con la unién de los grupos fosfato del Lipido II.

El loop 5-6 tiene una conservacién casi exacta de sus (inicos 4 residuos. Esto podria indicar

la necesidad de un posicionamiento preciso entre TM5 y TM6, asi como un rol funcional para
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Figura 9: Logos de secuencia para los loops cortos mas conservados en FtsW

alguno de estos residuos. Pro196 y Gly199 podrian ser importantes para la conformacién del loop,
y Asp197 podria tener algin rol funcional, como coordinar iones magnesio, que probablemente

estén unidos a los grupos fosfato.

El loop 9-10 tiene una longitud también conservada y en cuanto a residuos, se pueden
encontrar glicinas y prolinas altamente conservadas. Se presume que este loop es importante
para posicionar TM9 y TM10, ya que no tiene residuos con grupos funcionales que pudieran ser

importantes para la funcién o interaccién especifica con el sustrato.

Finalmente el loop 7-8, posee 58 residuos y también es muy conservado (Figura 10). Dada
la longitud es probable que este loop tenga algin tipo de plegamiento, y por lo tanto se realizé
una prediccién de estructura secundaria. Esta muestra que hay tres probables hélices « |, una al
principio, que eventualmente podria ser una continuacién de TM7, una al centro y una al final,
que podria ser una hélice continua con TM8. También se observa una posible estructura de hebra
B en la regién central. Cabe destacar la numerosa presencia de residuos de glicina conservados.
Biasquedas por homologia de esta regién o de patrones de plegamiento (threading) no dieron

resultados, por lo que se infiere un plegamiento (inico, que probablemente posee un importante

grado de flexibilidad.

Justo antes de comenzar la tercera hélice predicha de este loop, se encuentra el residuo

Asp297, que corresponde con el residuo Asp262 identificado en RodA como vital para la funcién
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Figura 10: Logo de secuencia del loop 7-8. En la parte inferior se muestra la prediccién de

estructura secundaria, cilindros amarillos para hélices a y flechas verdes para hebras p.

[72], nuevamente un residuo cargado que podria tener que ver con la interaccién con el sustrato

Lipido II. Asi también existen otros residuos cargados altamente conservados.

6.1.2. Empaquetamiento

Existe una estrategia interesante que permite analizar proteinas de membrana a pesar de las
dificultades que presenta su modelamiento completo. La identificacién de aminoacidos relevantes
en el empaquetamiento de hélices TMs [100] que permitan predecir el arreglo u ordenamiento
de estas regiones en la proteina en su estado nativo. De esta manera, teniendo un mapa de
la topologia 2D de la proteina (Figura 11) es posible predecir cuales residuos podrian estar
dirigidos hacia las cadenas lipidicas que componen la membrana y cuéles interaccionan con
otras hélices de la misma proteina, permitiendo y facilitando la prediccién de la estructura
terciaria de la proteina estudiada. Si dicho anélisis es acompafiado con estudios de conservacién

de aminoacidos se podrian encontrar posiciones relevantes en el plegamiento de FtsW.

Para realizar el estudio se deben otorgar valores de empaquetamiento a cada aminoacido.
Estos se obtienen desde el anélisis de estructuras cristalograficas de proteinas de membrana que
se encuentran en la bases de datos PDB [100]. Este valor indica de manera indirecta el promedio
de las distancias del aminoacido especifico con el resto de la proteina, es decir, mientras menos
distancia existe entre un determinado amino4cido y el resto de la proteina, mayor serd su valor

de empaquetamiento.
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Figura 11: Topologia 2D de FtsW (usando la definicion de zonas TM de [49]), mostrando en

escala de azul los valores de empaquetamiento para cada residuo de las zonas TM.

Al calcular las superficies de cada hélice TM modelada como una hélice perfecta, se pueden
calcular valores de empaquetamiento promediadas o suavizadas para cada residuo. Esta infor-
macién se puede complementar ademas con datos de conservacién. Se sabe que los residuos en
zonas TM que interactdan con otras zonas TM, son mucho mas conservados que los residuos
que enfrentan a los lipidos, y por ello complementar este analisis con datos de conservacién

robustece las observaciones.

Al igual que con el indice de polaridad, es posible proyectar el valor de empaquetamiento en
una visién helicoidal de cada TM, asumiendo una geometria perfecta. De este modo es posible
identificar caras de TMs preferidas a nivel de conservacién. La Figura 8 presenta este analisis,

con las barras verdes al interior de cada circulo.

6.1.3. Mutaciones correlacionadas

El estudio de mutaciones correlacionadas corresponde al analisis estadistico combinado en-

tre cada par posible de posiciones dentro de un alineamiento mltiple de secuencias [101]. Este
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tipo de andlisis permite identificar posibles interacciones entre residuos, tanto intra-proteina,
como inter-proteinas, pues el encontrar una mutacién correlacionada, implica que al cambiar un
aminoécido del par, el otro también cambia para mantener la interaccién. Estas posibles inter-
acciones pueden ser contactos directos entre esos residuos [102), importantes para la estructura
o para la funcién, o ser residuos que se encuentren lejos fisicamente, pero que por las caracte-
risticas de la proteina mantienen una dependencia mutua. Estos analisis es posible hacerlos sélo

con alineamientos maltiples con un alto nimero de secuencias, usualmente superior a 100.

Existen varias técnicas estadisticas para eliminar el ruido que generan pares de residuos que
no estan correlacionados. Ademas es posible incluir més informacién adicional de la secuencia
en base a modelos estadisticos entrenados con datos empiricos. Estos métodos pretenden, no
sélo encontrar pares de residuos correlacionados, sino que predecir especificamente contactos
fisicos, usando datos experimentales de estructuras proteicas. En este trabajo se usaron dos de
los mejores métodos descritos para predecir contactos fisicos, Gremlin [85] y PSICOV [86], asi
como Cmat [87], un método que se basa exclusivamente en las secuencias, usando un novedoso

método de eliminacién del ruido de fondo.

Utilizando el alineamiento miltiple descrito anteriormente para FtsW, se calcularon Jas mu-
taciones correlacionadas usando los 3 métodos descritos. Interesantemente la mayoria de los
pares con alto puntaje coinciden para los 3 métodos, particularmente para Gremlin y PSICOV,

lo que se refleja en el grafico consenso mostrado en la Figura 12.

A partir de estos grificos es posible identificar la region entre el loop 7-8 y la TM10 con
gran cantidad de contactos con otras regiones y entre ellas. Las zonas TMs que muestran
contactos en diagonal podrian corresponder a TMs que interactiian. Asi es posible identificar
un posible cluster de hélices TMs entre TM3, TM4, TM5 y TM6. A este clister se podria
sumar, aunque mas débilmente TM7. Por otro lado TM8, TM9 y TM10 podrian formar otro
claster. TM1 y TM2 parecen interactuar entre ellas y con TM8-TM10. En cuanto a los loops,
con excepcién de loop 1-2, todos los loops peripasmicos estan correlacionados entre ellos. Por el

lado citoplasmatico, el loop 2-3 y el loop 8-9 muestran correlacién. Por su parte el gran loop 7-8
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Figura 12: Mapa consenso de contactos predichos para FtsW. Las barras amarillas que cruzan
el grafico son las regiones TMs. El 4rea de cada punto y el color son proporcionales al puntaje
consenso dado para cada prediccién o contacto. Se incluyen los resultados de los programas

Gremlin [85], PSICOV [86], Cmat [87]. Los mapas tienen simetria diagonal.

muestra una mayor complejidad de interacciones producto de su probable plegamiento. TM9 y
TM10 son las regiones TMs con mayor cantidad de posibles contactos con el resto de la proteina,

por lo que es probable que tengan un rol central en el arreglo de hélices en la membrana.

Para cuantificar cuales son las regiones con mayor probabilidad de estar en contacto, se
contabilizan el total de contactos entre dos regiones puntuales, considerando sélo 207 pares
de contactos (la mitad del largo de la proteina). En la Tabla 3 se observan las regiones mas

interconectadas, lo que refuerza el anilisis anterior.
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Regién | Regién | Gremlin | PSICOV | Cmat
Loop7-8 | Loop7-8 27 22 40
TM2 TM10 11 9 2
TM1 TMS8 10 9 1
TME TM9 8 9 3
Loop7-8 T™s8 7 5 7
TM9 TM10 6 9 5
TM4 TM6 6 6 1
™1 Loop7-8 ] 8 8
TM3 TM4 5 7 1
Loop8-9 T™M9 5 5 4
TM9 | Loop8-10 4 5 5
TM1 TM10 4 4 2

Tabla 3: Conteo de mutaciones correlacionadas y posibles contactos en funcién de pares de

regiones en FisW.

6.1.4. Prediccién estructural

Ab initio

A pesar de la complejidad y dificultad que implica modelar una proteina de membrana multi-
paso, que no tiene ninguna homdloga con estructura conocida, como es el caso de FtsW/RodA
hay métodos que permiten tener una aproximacién. El modelamiento ab initio de proteinas de
membrana ha concitado creciente interés, dada la dificultad de obtener cristales de protefnas
de membrana en estado nativo y el consecuente escaso nitmero de este tipo de estructuras
disponibles en la base de datos PDB (menos del 2% del total) [103]. La inclusién de pardmetros
evolutivos y descriptores de las hélices TM (como el comentado indice de empaquetamiento),
permiten alimentar métodos de red neural que permiten predecir estructuras con confiabilidades

aceptables, aunque siempre por debajo de sus similes para proteinas solubles.

FILM3 [104] es un programa que utilizando la secuencia, datos evolutivos (como mutaciones
correlacionadas) y descriptores de |as hélices TM, ha conseguido mejorar la confiabilidad respecto
a los otros programas existentes hasta el momento. Por lo tanto, se utilizg este programa y las

mutaciones correlacionadas calculadas (Figura 12), para obtener un modelo aproximado de la
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estructura de FtsW.

Se obtuvieron 400 modelos a partir del mismo set de mutaciones correlacionadas. Estos
modelos se evaluaron con la herramienta proporcionada por FILM3, asi como por el software
maiden [105], programa que analiza modelos de proteinas de membrana usando potenciales
estadisticos especialmente disefiados. Con esta clasificacién, se escogié el mejor modelo y con
el programa modeller se re-modelaron los loops, excepto el loop 7-8 por su longitud y aparente

flexibilidad.

Figura 13: Modelo ab initio generado por el programa FILM3. A. Vista desde el plano de la

membrana. B Vista desde el periplasma.

En la Figura 13 se muestra el mejor modelo obtenido para FtsW, usando las definiciones
de zonas TM reportadas en [49]. Las TM3, TM4, TM5, TM6 y TM7 son modeladas como
un manojo de hélices relativamente compacto. Las hélices TM1 y TM8 son modeladas juntas;
TM9 y TM10 son modeladas como hélices inclinadas que pasan por dentro de la estructura, y
conectan con TM2 ligeramente alejada de TM3. El loop 7-8 se modela desordenado por sobre

la hélice TM9. Los loop 3-4, loop 5-6 y loop 9-10 aparecen relativamente cercanos, en la regién
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central de la estructura, confirmande la idea de que podrian participar de la funcisn.
Modelamiento comparativo

Un excelente método para detectar homologias remotas son los modelos ocultos de Mar-
kov (HMM). Estos son formas de representacién estadistica de los alineamientos miiltiples que
permiten detectar relaciones evolutivas, que escapan del alcance de métodos solo basados en
secuencias. Usando este tipo de modelo se ha desarrollado un alogoritmo de bisqueda de ho-
mologia HMM-HMM llamado HHpred [106]. Buscando a partir de la secuencia de FtsW de
E. colf se encuentra, aparte de otras proteinas de la familia SEDS, similitud con una ligasa de
antigeno O. Este enzima, es una transglicosilasa que transfiere polimeros de antigeno O a un
glicolipido aceptor [107]. El sustrato est, al igual que en el caso de FtsW, unido a un carrier

de undecaprenil-fosfato, por lo que tiene sentido pensar que esta relacién evolutiva es real.

A partir de este misma bisqueda, surgié el estudio que muestra que RodA de E. coli es
una transglicosilasa [72], de una familia completamente distinta a las PBPs tipo A, que tienen
un dominio transpeptidasa y uno transglicosilasa y, son inhibibles por monoemicina. Finalmente
este estudio se complementa con uno de modelamiento tridimensional, que usé la estructura
de una transglicosilasa de arquea como molde, basindose en la correspondencia de contactos

experimentales de dicha proteina con los contactos predichos para FtsW [85].

Sin embargo, en el estudio donde se presenta el modelamiento tridimensional de FtsW tam-
bién se modelan otras 10 proteinas, a través de un método semi-automatico [85]. Por lo tanto, el
modelamiento no contiene un anlisis especifico ni antes ni después del modelamiento. Por elio
en esta Tesis se planteé como objetivo modelar FtsW utilizando como molde transglicosilasas

de membrana, o sea, asumiendo dicha funcién para FtsW.
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Figura 14: Visualizacién de las estructuras cristalograficas usadas como moldes para generar un
modelo comparativo de FtsW. A. 3WAK. En rojo, clister de TM1 a TM6; rojo oscuro, hélices
TM entre los clasteres; violeta, clister de TM10-TM12; naranjo, dominio C-terminal B. 5F15.
En azul claro, clister de TM1 a TM6; azul opaco, hélices TM entre los clisteres; celeste, clister
de TM18-TM10; verde, dominio C-terminal. A y B estan alineadas estructuralmente. C. Zoom
del posible sitio activo en 5F15. Se destaca el grupo fosfato de una molécula de undecaprenil
fosfato, y las cadenas laterales de los residuos que podrian participar en la unién. Los loops,

loop3-4 y loop5-6 se destacan en violeta.
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El trabajo de Kamisetty et al. [85] usé como molde la estructura de una oligosacaril-
transferasa de arquea que transfiere oligosacaridos a un residuo de asparagina proteico, al-
macenada en la base de datos PDB (cédigo 3WAK) [71]. Las oligosiltransferasas que tienen
proteinas como aceptores del oligosacérido, son abundantes en eucariontes y arqueas y han sido
clasificadas en la familia STT3 [108, 109]. En bacterias solo han sido identificadas en Campylo-
bacter jejuni [110]. No obstante, en bacterias existen oligosiltransferasas que tienen aceptores
distintos de proteinas, como lipidos. Este es el caso de la proteina ArnT, que transfiere una
molécula de 4-amino-4-deoxi-L-arabinosa a Lipido A, para modificar la capa de lipopolisacarido
[111]. Dado que la proteina ArnT de Cupriavidus metallidurans posee estructura tridimensional
resuelta, se incluyé como posible molde (depositada en la base de datos PDB con el cédigo

5F15).

Ambas proteinas tienen un plegamiento similar, con dos arreglos de hélices que interactiian
entre ellos (Figura 14). Un primer clilster esta conformado por 6 hélices TM ordenadas antipa-
ralelamente, con un gran loop entre el TM1 y TM2. A su vez TM3 se caracteriza por ser una
hélice desordenada, con un quiebre en [a regién central. Este clister, en particular el loop 1-2
forma interacciones con un dominio C-terminal alfa-beta que ambas proteinas poseen, de unos
500 residuos En este mismo clister TM5 y TM6 forman un par antiparalelo cercano, con un
loop muy corto que las conecta. El otro cliister de TMs es de 3 hélices, con una hélice quebrada,
otra que cruza por el interior de la proteina y una dltima hélice larga e inclinada. Las dltimas
dos hélices interactitan con el otro clister. Ambos cliisteres estsn conectados por hélices TM
de cantidad variable. Estas hélices variables son, una en 5F15 (TM7) y 3 en 3WAK (TM7,
TM8 y TM9). La dltima de estas hélices desemboca en el periplasma, con una hélice paralela
a la membrana que forma un loop desestructurado que conecta con el segundo clister. Hacia
el C-terminal, después del segundo cluster hay un niimero variable de TMs que no interactfian

fuertemente con el resto de la proteina, 1 en 3WAK y 3 en 5F15.

Un primer paso del proceso de modelamiento comparativo es tener un alineamiento secuencia-

estructura de la proteina a modelar, en este caso FtsW y los moldes. Sin embargo, las proteinas
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seleccionadas 3WAK y 5F15, tienen 13 zonas TM cada una, dificultando ia asignacion de las
regiones similares a Fts\W. Ademas del gran dominio C-terminal que FtsW no posee, que sirve
para reconocer el sustrato proteico en 3WAK o Lipido A en 5F15. Otra diferencia importante
es la presencia en estas proteinas de un gran loop entre las TM1 y TM2, que contiene varios
residuos, que entre otros, forman lo que se presume es el sitio activo (Figura 14C) por la unién
de un &tomo de manganeso, que podria estar en reemplazo de un §tomo de magnesio, en 3WAK

[71] y por la posicién de una molécula de undecaprenil fosfato, co-cristalizada en 5F15 [111].

En FtsW y las otras protefnas de la familia SEDS, el loop 1-2 es mucho mis corto y esta
pobremente conservado. Esto tiene sentido, considerando que este loop en las proteinas moldes
interacttia con el dominio C-terminal, ausente en FtsW. Sin embargo, deja abierto el problema

del sitio activo.

Otros residuos que forman el sitio activo en las proteinas molde yacen sobre los loops
periplasmaticos loop 3-4 y loop 5-6. Estos loops, junto con residuos en el mencionado loop
1-2 y el loop 9-10, forman un sitio a la altura de las cabezas polares de los fosfolipidos, con
abundantes residuos cargados y arométicos donde podria alojarse el grupo pirofosfato de Lipido

It, tal como lo muestra la posicién del undecaprenil fosfato en 5F15 [111].

Los loops 3-4, loop 5-6 y loop 9-10 estén altamente conservados en FtsW y otras protefnas
de la familia SEDS. La diferencia critica esta en el loop 7-8, que en las proteinas molde (loop
9-10 en 3WAK) es corto, no partipa directamente en la unién del sustrato y es altamente flexible,

dada su falta de estructura e incluso, no es posible resolver [a posicién de varios de sus residuos.

Como se analiz$ en la seccién anterior, el loop 7-8 est4 altamente conservado en las proteinas
SEDS y contiene algunos residuos candidatos a participar de la unién de sustrato. Entonces,
aparecen dos posibles hipdtesis: la primera es que el loop 7-8 de FtsW se corresponda con el
loop 1-2 de las otras proteinas, dada la presencia de residuos importantes para la funcién, el
largo y la capacidad de formar una estructura relativamente compleja. La otra hipétesis es que

dada la pérdida del dominio C-terminal en FtsW, también se haya perdido el loop 1-2, y su rol
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de unién del sustrato haya sido reemplazado por el loop 7-8, desestructurado en 3WAK (donde
corresponde al loop 9-10), pero que en 5F15 también contiene algunos residuos que podrian estar
implicados en la unién de los grupos fosfatos (Figura 14C). Esta segunda hipétesis implicaria
que el loop 1-2 de FtsW viene de un evento evolutivo distinto y por lo tanto no participaria de

la funcién.

Para resolver esta disyuntiva, se requiere analizar los otros loops que intervienen en la unién
de sustrato y en la formacién del posible sitio activo. Especificamente los loop 3-4 y loop 5-6
que estan altamente conservados tanto en los moldes como en FtsW. Si se analiza la secuencia,
no hay tanta similitud, sin embargo se conserva la longitud de esos loops (Figura 15), algo
que podria estar relacionado con su funcion [112]. Ademas, en FtsW existen numerosos pares
de residuos correlacionados entre los loop 3,4, loop 5-6 y loop 9-10, que podria indicar una
homologia entre estas regiones. Adicionalmente la TM3, tanto en 3WAK como en 5F15, muestra
un quiebre que es clave para posicionar el loop 3-4, generado por un residuo de prolina altamente

conservado, pero que en ocasiones puede ser reemplazado por glicina. En el TM3 de FtsW se
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Figura 15: Distribucién del largo de los loops de FtsW calculados a partir del alineamiento
maltiple de trabajo. Los cuadrados rojos corresponden al promedio, las lineas rojas a la mediana.
La caja azul corresponde a los datos entre el 25 y 75 % de la distribucién. Las lineas azules son
los valores que estan entre el 5y el 95% de la distribucién. Los puntos azules los datos fuera

de este ultimo rango.
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encuentra un residuo de glicina también altamente conservado, ademas de un residuo de prolina
dos posiciones antes, pero menos conservado. Por lo tanto tiene sentido pensar que los TMs,
desde TM3 hasta TM6 son homélogos a los correspondientes TMs en 3WAK y 5F15, y forman
parte del sitio de unién al sustrato, donde la gran cantidad de residuos cargados conservados
podria ser clave en la interaccién con el grupo pirofosfato de Lipido II, sea directamente o través

de los iones magnesio que lo acompafan.

En tanto, el segundo clister de TMs observado en las estructuras molde, también podria
tener un correlato en FtsW. El loop 9-10 corresponde en longitud al loop de los moldes (Figura
15), pudiendo completar parte importante de la estructura. Sin embargo, un dato relevante lo
aportan los mapas de contactos inter-residuos de los moldes (Figura 16), en comparacién con
los datos de prediccién de contactos a partir de mutaciones correlacionadas en FtsW (Figura

12).

Al comparar los mapas de contacto con los mapas de predicciones de contactos de FtsW,
vemos que en las regiones del TM3 al TM6 hay una similitud importante, especialmente en las

interacciones entre hélices antiparalelas (puntos que forman una linea de pendiente negativa,
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Figura 16: Mapas de contactos para 3WAK A y 5F15 B, generados al calcular pares de residuos
cuyos carbonos B estan a menos de 6A en la estructura cristalografica. El tamafio de los puntos
es proporcional a la distancia entre los atomos, y el color corresponde al nivel de conservacién.

Cuadros amarillos son las zonas TMs.

42




como TM3 con TM4 o TM4 con TM5), o interacciones de hélices paralelas, como TM4 con
TM6. En tanto en las regiones TM8-TM10, también se observan similitudes a niveles de con-
tacto. No obstante, un punto de discordancia entre estos mapas es evidente en las TM1 a TM2,
que en los moldes aparece estableciendo contactos con el primer cluster de hélices, pero en
FtsW aparece estableciendo contacto con las TM8 y TM10, pertenecientes al segundo clister.
De hecho a nivel de contactos, TM1 de FtsW parece tener mayor similitud con TMs posteriores

al segundo clister, como TM12 o TM3, ausentes en Fts\W.

Dados estos analisis, se plantea que en FtsW las TM1 y TM2 vy el loop que las conecta,
no corresponde con las TM1-TM2 de los moldes, se encuentra estructuralmente ligado al se-
gundo clister y no al primero. Esto se podria explicar porque al perderse el dominio alfa-beta
C-terminal en las proteinas tipo SEDS, se perdi6 la presién evolutiva para mantener el gran loop
1-2 y por lo tanto, la funcién de las TM1 y TM2 que lo formaban. En cambio las actuales TM1
y TM2 de FtsW podrian venir de un proceso evolutivo independiente y ello explicaria su perfil
de contactos diferente y su baja conservacién, tanto en términos de secuencia (Figura 7) como

en términos de su presencia (Tabla 1).

Finalmente se elaboré un modelo comparativo, alineando las zonas TMs como se muestra en
la Figura 17, especificamente desde TM3 hasta TM10, tomando como patrén a las estructuras
depositadas como 3WAK y 5F15, dejando fuera las hélices intermedias TM7 y TM8 de 3WAK.
El loop 7-8 de FtsW se model6 basandose en las regiones iniciales del loop correspondiente

en los moldes, que corresponden con hélices quebradas, que contintan luego de las respectivas
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Figura 17: Alineamiento esquematico entre 3WAK, 5F15 y FtsW. En amarillo, zonas TM simi-
lares entre moldes y FtsW; en naranjo, zonas TM de FtsW alineadas de manera discontinuada

con TMs de 5F15; en rojo, zonas TM de moldes sin regiones TM similares en FtsW. En azul

dominio de unién a sustrato, ausente en Fts\W.
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que segfin la prediccién de estructura secundaria corresponden (Figura 10). El resto del loop 7-8
se modeld usando un servidor de threading. Por su parte los TM1 y TM2 se modelaron basadas
en los TM12 y TM13 de 5F15 que si bien no comparten una homologia detectable, corresponden
en cierta medida en sus contactos con el resto de la estructura. El modelo final se seleccions
en base a potenciales estadisticos especificamente disefiados para proteinas de membrana [105]

y se muestra en la Figura 18.




™7

Figura 18: Modelo final obtenido por comparacién con los moldes cristalograficos 3WAK y 5F15.
En A se observa la estructura sola, en representacién de cartoons mirada desde el plano de la
membrana. Se indican algunas regiones. En B se observa la misma estructura desde el lado
externo de la membrana. En C se observa la estructura (en verde) embebida en una bicapa de

POPC.
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6.1.5. Estabilidad estructural

Para estimar la estabilidad del modelo generado, este se embebié en un bicapa lipidica
(Figura 18B) y se sometid a dindmica molecular. Luego de una etapa de minimizacién energética
y otra de equilibrado (para ajustar presién y volumen) se calculé el movimiento promedio de la

estructura.

En la Figura 19A se observa tanto el radio giro como la desviacién cuadrética media de cada
paso de |a dindmica en funcién del estado inicial. Estos anilisis permiten tener una idea general
del movimiento o cambio de la estructura a medida que avanza la simulacién. Al observar en
RMSD se observa que en la primera mitad de la simuacién, la proteina aun ests ajustando su
posicién, pero en |a segunda mitad ya parece mantenerse en torno a un valor estable de 4 A. En
tanto el radio de giro se mantiene estable en torno a los 2,4 nm, lo que indica que la estructura
general de la proteina es estable y no tiende a desplegarse. Esto iltimo no es trivial, considerando
la muy baja similitud con los moldes empleados, y la inexactitud del posicionamiento de las
interfases entre hélices TM. Ciertamente, mayores tiempos de simulacién son ideales para este
tipo de estruturas embebidas en una membrana lipidica, sin embargo con estos tiempos aun es

posible tener una idea general de la estabilidad.

A partir de la segunda mitad de [a dinamica, cuando se alcanza un meta-equilibrio, se puede
realizar el mismo anilisis de desviacién cuadratica media, pero no promediando el movimiento
de todos los &tomos, sino promediando en funcién de cada residuo a lo largo del tiempo de
simulacién. Este anlisis o fluctuacién de la raiz cuadratica media (RMSF) (Figura 19B) permite
analizar la movilidad en funcién de las regiones. Es posible observar una movilidad diferenciada
entre las regiones TMs y los loops. Como era esperado, los loops mas largos, tienen una mayor
movilidad, como loop 1-2 y loop 7-8. A pesar de la movilidad general menor de las zonas TMs
(Figura 19A, linea verde), hay algunas de estas hélices que presentan mayor movilidad como
TM6, TM7 y TM10. Esto podria deberse a la mala orientacién de algunos residuos respeto a

la membrana ¢ a la ambigua asignacién de los limites de cada zona TM. Estos limites fueron
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Figura 19: Estabilidad del modelo de FtsW embebido en una bicapa de POPC. A. En el eje Y
de la izquierda se grafica el RMSD para FtsW completa (linea roja) y solo las zonas TM de
FtsW (linea verde). En el eje Y de la izquierda se muestra el radio de giro de FtsW completa

(linea morada entrecortada). B. RMSF de FtsW. Abajo del gréfico se indican las regiones TMs.

considerados como los estimados en Lara et al. [49], los que se obtuvieron usando truncos
fusionados a enzimas reporteras (HRP). Sin embargo, este analisis podria ser un tanto ambiguo
en la definicién exacta de los limites de cada regién, particularmente en hélices TM de estructura
no-canénicas como lo muestran algunas hélices en los moldes, con quiebres internos o hélices

paralelas a la membrana.
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6.2. Ensayos de accesibilidad a cisteina

Con el objetivo de dar algiin tipo de soporte experimental al modelo de FtsW presentado,
se recurrié a la técnica llamada ensayo de accesibilidad a cisteina [113]. Este ensayo consiste
en expresar mutantes de la proteina a analizar, con un solo residuo de cisteina y tratar las
bacterias vivas que expresen dichos mutantes en baja concentracién, con distintos reactivos
capaces de reaccionar con el grupo tiol de la cisteina en funcién de su accesibilidad al solvente.
De este modo, este ensayo se ha utilizado para analizar distintas proteinas de membrana [68,
114, 115]. Uno de los reactivos itiles para este ensayo es A-etil-maleimida (NEM) (Figura
20), que se une covalentemente a cistefnas que estén en sitios expuestos (independiente de
su orientacién respecto a la membrana). Una vez tratadas las bacterias con este reactivo (o
respectivos controles) las bacterias se lisan y se desnaturan con urea 8 M para exponer todas las
cisteinas independiente de su posicién en la proteina, o sea independiente de si han reaccionado
con NEM o no. Se trata la muestra con metil-polietilenglicol-maleimida (Mal-PEG) (Figura 20),
que se une a todas las cisteinas que no sido bloqueadas por NEM (o sea por su posicién en
la estructura). La masa molar del ditimo reactivo es 2 kDa, por lo que al unirse a la proteina
aumenta su movilidad electroforética y es posible ver la diferencia en un Western blot (WB)
al comparar con un control no tratado. Asi, usando un conjunto de mutantes cisteina finica
y los resultados de accesibilidad obtenidos mediante este ensayo, es posible tener una idea de
la topologfa 3D de la proteina FtsW y verificar si es compatible con el modelo tridimensional

planteade en las secciones anteriares.
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Figura 20: Reactivos a usar para el ensayo de accesibilidad a cisteinas. A. NEM. B. Mal-PEG.

Para el caso de FtsW, donde ya se conoce la topologia de la proteina [49], este enssayo puede

servir para identificar regiones intra-membrana accesibles a solvente. Esto podria significar la
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presencia de un poro o canal a través de la membrana, lo que seria coherente con el rol de lipasa
de Lipido |l asignado a esta protefna [19]. Esta forma de indentificar un poro o canal, ya ha sido

utilizada para la proteina MurJ, que también es indicada como traslocadora de Lipido I [68].

6.2.1. Sintesis de mutantes

Para el analisis del método SCAM es necesario generar mutantes de FtsW cisteina-tinica
en distintas posiciones de su estructura. Los resultados SCAM pueden ser interpretados en
términos de la accesibilidad de la regién donde esta la cistefna y por lo tanto la eleccion de la
ubicacién de ésta(s) es clave. En particular en el caso de las zonas TM, que en teorfa deberfan
ser completamente inaccesibles, es posible interpretar un aumento de la accesibilidad como |a

posible presencia de un poro.

A partir de un anélisis de canservacién e hidrofobicidad se propone el disefio y construccién
de mutantes cistefna-inica para FtsW en las regiones transmembrana TM1, TM4, TM8, TM9 y

TMI10. Estas regiones son las mas conservadas 7 y muestran indicics de tener algiin rol funcional.

La posicién especifica para incorporar estas cisteinas, se propone considerando la mayor
centralidad posible respecto a la posicién en [a bicapa, pero en un residuo que esté pobremente
conservado, para minimizar la posibilidad de que diche mutante interfiera con la funcién o genere
una protefna inviable. Las mutaciones propuestas se muestran en la Tabla 4. Cabe destacar que
estas mutaciones se deben hacer sobre un gen de ftslW libre de cisteinas. En FtsW existen dos
residuos de cisteina que estdn pobremente conservados, por lo que se mutaron a serinas 6, para

tener el background cisteina-libre y sobre éste sintetizar las mutantes descritas a continuacién.

6.2.2. Curvas de crecimiento

Al analizar las curvas de crecimiento para todas las cepas mutantes, incluidos los respectivos

controles, se ve que la expresién de las mutantes y supresién de la expresién del gen WT
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TM | Mutacidn
T™M1 A56C
TM4 T152C
TMS8 A315C
T™9 $353C

TM10 S382C

Tabla 4: Mutaciones disefiadas para ensayos de SCAM

cromosomal (creciendo en glucosa/IPTG) no afecta significativamente el crecimiento de las
cepas (Figura 21). Estos resultados indican que ninguna de las mutantes es téxica para las

bacterias y complementan bien a la proteina WT.

6.2.3. Resultados SCAM

Los experimentos de SCAM se analizan en funcién de la exposicién al solvente de la cisteina
analizada. Si una cisteina estd expuesta al solvente podra ser bloqueada por NEM, y esto a
su vez impedira que el reactivo MalPEG reaccione y aumente la masa aparente en el WB. Por
lo tanto, una banda que se asemeje al control negativo (donde no se agrega ningin reactivo),
corresponderd a una cisteina que est4 expuesta al solvente. Al contrario si una banda se asemeja
al control positivo (MalPEG agregado a la protefna desnaturada), indica que ese residuo no
estd expuesto al solvente y por lo tanto no pudo ser bloqueado por NEM. A continuacién los

resultados obtenidos (Figura 22), ast como el analisis por separado de cada mutante.

ACys. Este doble mutante C1745/C361S no posee ningfin residuo de cistefna, por lo tanto
es insensible a la aplicacién de los reactivos usados en SCAM. Se usa sélo como contral, para

identificar la marca correspondiente a la proteina FtsW, sin modificar (flecha negra)

A56C. Este mutante est4 ubicado en la TM1. Al tratar con NEM se observa el mismo patrén
que con el control positivo, concluyéndose que este residuo no ests expuesto al solvente. En el

control negativo se observa una doble banda.
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Figura 21: Curvas de crecimiento de cepas mutantes cisteina-nica de FtsW. Leyenda en préxima

pagina.

25

0 5 10 15

20
Tiempo [h]
EC912 pUCS57 FtsW T152C
1.0+
0.8+
0.6+
0.44
0.2+

25

0 5 1ID 11;
Tiempo [h]

20

25

51

1.04

0.8

0.6+

0.4+

0.24

EC912

1.0

0.8+

0.6

5 10 15 20 25

Tiempo [h]
EC912 pUC57 FtsW A56C

5 10 15 20 25

Tiempo [h]

EC912 pUC57 FtsW A315C

5 10 15 20 25

Tiempo [h]




EC912 pUC57 FtsW S353C EC912 pUC57 FtsW S382C

1.0 1.0-
0.8 0.8
:
=] 0.6+
©
©
o} 1
a 0.4
0.2
0 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20 25
Tiempo [h] Tiempo [h]

Figura 21: Para todos los graficos, los colores corresponden a los medios de crecimiento: rojo,
solo LB; verde, LB con arabinosa 0,02 %; azul, LB con 0,1 mM IPTG: naranjo, LB con 0,1 mM
IPTG y 0,02 % de glucosa. La cepa EC912 es el gen WT de ftsW en un plasmidio en trans. La
cepa FtsW WF, es el gen ftsWV libre de cisteinas (C158S/C346S). Todas las otras mutantes se

hacen sobre este dltimo background.
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Figura 22: .

Resultados de WB con anélisis de SCAM. Flecha negra indica marca de la proteina sin marcar
con MalPEG. Flecha roja indica movilidad electroforética alterada por la unién de MalPEG.

T152C. Esta mutacién est4 ubicada en el TM4. Al tratar con NEM se observa un patrén muy
similar al control positivo, concluyéndose que este residuo no estd expuesto al solvente. En
todos los carriles se observa una banda de peso aparente intermedio, que no deberia influir en
los resultados, dado que se ve en todas las muestras. Aunque esto también podria indicar una

exposicién intermedia.
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A315C. Esta mutacién se encuentra en la TM8. Al tratar con NEM se observa un patrén muy

similar al control positivo, concluyéndose que este residuo no ests expuesto al solvente.

A353C. Esta mutacién se encuentra en la TM9, una de las mas conservadas y mas polares. Al
tratar con NEM se observa un patrén similar al control positivo, concluyéndose que este residuo

no estd expuesto al solvente.

A382C. Esta mutacién se encuentra en la TM10, junto con TM9 una de las més conservadas y
mas polares. Al tratar con NEM se observa un patrén similar al control negativo, concluyéndose

que este residuo si estd expuesto al solvente. Es [a (inica mutacién que revela esta caracteristica.

Interesantemente, s6lo uno de los mutantes probados aparece como expuesto al solvente.
Para la funcién propuesta para FtsW como flipasa, estos resultados no son los esperados va
que la habilidad de traslocar un glicolipido desde una cara de la membrana a la otra, supone
la presencia de un poco o regién polar al interior de la estructura, que permitiera el paso de
la regién polar de Lipido il a través de la bicapa lipidica. La presencia de residuos cargados y
conservados en TM4 (Figura 7) apoyaba esta hipétesis, asi como la prediccién de un posible
pora en la TM9. Sin embargo, ninguna de estas hélices parece expuesta al solvente, solo TM10,

que también esta conservada.

En cambio la hipétesis de que FtsW seria una transglicosilasas, con homologia remota con
transglicosilasas eucariontes y de arqueas, parece hacer mas sentido con estos resultados. De
hecho, el modelo estructural presentado, a partir de esta homologia remota (Figura 18) es
bastante consistente con estos resultados, con la tnica excepcién de la exposicién del TM10.
Esta tltima hélice, esta en el modelo desarrollado en esta Tesis, oculto entre otras TMs, por lo

que no concuerda un nivel alto de exposicién,
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6.3. Analisis de Fitsl

6.3.1. Conservacion

A partir de los alineamientos muiltiples obtenidos para Ftsl, se estima el nivel de conservacién
de cada residuo. Este nivel se puede graficar en forma de color sobre la estructura tridimensional
completa (que se describe en la préxima seccién). En la Figura 24B es posible apreciar este
coloreado. En general podemos ver un mayor nivel de conservacién en el dominio PBP parti-
cularmente en el sitio activo y el bolsillo donde se aloja el sustrato. En cambio en la zona TM
y en dominio no-catalitico (NC) hay solo algunos residuos puntuales conservados. En la zona
TM destacan las argininas al principio y final (Arg23 y Arg41). En el dominio NC hay residuos

conservados en algunas hélices, unas en la interfase con el dominio PBP y otras més alejadas.

La zona TM de Fisl (Figura 23) que no aparece en ninguna estructura cristalografica,
en general estd poco conservada, salvo por un par de residuos de arginina que flanquean esta
regién. En un estudio con fusiones a GFP encuentran varios residuos en el TM, cuyas mutaciones
impiden la correcta localizacién septal de Fisl, entre los que se encontran Arg23, Phe24, Argdl
y Trp44, entre otros [53]. Sin embargo, ellos discuten sobre la poca conservacién de esta regisn,
y sugieren que la participacién del dominio no catalitico podria ser mayor en otras especies de

bacterias, o que habrian mutaciones correlacionadas con FtsW que enmascaran la conservacisn.

6.3.2. Modelamiento estructural

Ftsl posee solo una hélice TM y el resto de sus residuos se encuentran en el periplasma. A
pesar de que no hay estructuras cristalograficas de esta proteina completa en E. cofi, si hay para
la regidn soluble [116] y para varias homélogas como Ftsl de Pseudomonas aeruginosa [117],
de Staphylococcus aureus [118] o PBP2 de Neisseria gonorrhoeae [119]. En estos anélisis de
cristalografia se observan los dos dominios de las PBPs tipo B, uno catalitico o PBP, donde se

une al PG [116] y el dominio N-terminal NC, de aun dudosa funcién. Se piensa que podria tener
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Figura 23: Caracterizacién de la regién TM de Ftsl. A. Logo de secuencia que muestra el nivel
de conservacién. B. Proyeccién helicoidal, que incluye en su interior histograma del vector de

empaquetamiento (verde) y vector de hidrofobicidad (amarillo).

que ver con la interaccién con otras proteinas del divisoma como FtsW o FtsN, ya que posee
numerosos loops no definidos (Figura 24) que eventualmente se estabilizan al estar en contacto
con otras proteinas [116]. Este dominio no se une al saco de PG y quedan dudas de si es un
dominio de dimerizacion o no, pues los experimentos no son concluyentes [116]. Esto a pesar

de que este dominio también se conoce como dominio de dimerizacién de PBPs.

En tanto la zona TM no es posible modelarla por comparacién (pues no esta incluida en
ninguna de las estructuras cristalograficas citadas), pero no es un problema dada su simplicidad
y los pocos residuos que quedan hacia el lado citoplasmético. Gracias a esto, en este trabajo se
modeld la zona TM de Ftsl, como una hélice recta, desde el residuo F18 hasta el residuo R60

en la interfase con el dominio NC. Esta regién que denominamos proximal, entre la membrana
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y el dominio catalitico, también fue modelada como una hélice « continua, debido a que la

prediccién de estructura secundaria asi lo indica.
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Figura 24: Estructura de Ftsl de E. coli, modelada a partir de los moldes descritos en el texto. La
region citoplasmatica y TM fueron modeladas forzando una hélice a continua desde el residuo
18. A. Estructura coloreada segiin sus dominios, en celeste regién citoplasmatica, en amarillo
zona TM, en naranjo zona proximal, en pirpura dominio no-catalitico, y en azul dominio PBP.
En rojo se indentifica el residuo catalitico Ser307. B. La misma estructura anterior coloreada
segln su nivel de conservacién. Mientras mas roja la cinta mayor conservacién, mientras mas azul
menos conservada. Las cadenas laterales representadas explicitamente corresponden a residuos

identificados como correlacionados con residuos en FtsW. Mientras mas verdes estos residuos

mas alta la probabilidad de que esté en contacto con FtsW.
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7. Objetivo Especifico 2

7.1. Mutaciones correlacionadas

Tal como se hace para una sola proteina, también es posible obtener mutaciones correlacio-
nadas entre dos proteinas diferentes, a partir de un alineamiento miiltiple de ambas secuencias
concatenadas, que correspondan en cuanto al par que forman {que sean de la misma especie),
Usando el programa Gremlin, que posee una variante especifica para pares de proteinas, que
se basa en mutaciones correlacionadas, pero ademds incluye informacién empirica de complejos

proteicos. En la Tabla 5 se muestran los resultados para estas predicciones.

Regién en FtsW | Regidon en Ftsl | Namero de contactos
TM4 PBP 14
TM9 PBP 14

Loop7-8 PBP i0
TM8 ™ 6
TM9 ™ 6
TM10 NC 6
TM8 Prox 5
TM4 NC 5
TM7 NC 5
TM9 Prox 5

Loop8-10 ™ 3

Loop9-10 PBP 3

Tabla 5: Niimero de contactos fisicos por regiones, predichos para FtsW-Fisl. Para Fts] la
simbologia de las regiones es: TM: Regién TM; Prox: regién periplasmica entre la zona TM y

el dominio no-funcional; NC: dominio no-funcional; PBP: dominio transpeptidasa.

De este anilisis (Tabla 5) se pueden identificar algunos puntos de probable interaccién entre
ambas proteinas. Llama la atencién que la regién de Ftsl con mayor niimero de posibles contactos
con FtsW sea su dominio PBP, que estd demasiado lejos como para formar una interaccién fisica
con FtsW, particularmente con sus zonas TM. Una hipétesis para explicar esto, es que cambios
en &l tipo de sustrato que distintas bacterias usan, podria generar cambios en los sitios de unién

en FtsW y a su vez en el sitio de unién de sustrato en Ftsl, que esta cerca del sitio activo, en
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FtsW Ftsl -
Residuo | Region | Residuo | Region | | ropabilidad de contacto
Val313 TM8 Leu39 ™ 0.982
Phe271 | Loop7-8 (H2) | Leud5 Prox 0.842
Tyr309 TME8 Valar Prox 0.842
Val360 TM9 Leu38 ™ 0.802
Val312 TM™M8 Val42 Prox 0.729
Tyr300 T™M9 Alad3 Prox 0.717
Leu276 | Loop7-8 (L2) | Val47 Prox 0.470
Met366 Loop8-10 Leu3s ™ 0.450
Leu276 | Loop7-8 (L2) | Val244 NC 0.346
Leugl TM2 GIn203 NC 0.321
Leu316 ™8 Leu39 ™ 0.318
Thr369 Loop9-10 Glu219 NC 0.317
Phe300 | Loop7-8 (H3) | Val42 Prox 0.304

Tabla 6: Contactos fisicos predichos para el par FtsW-Ftsl, sin considerar el dominio PBP de
Ftsl. Se indica probabilidad de acierto entregada por el mismo programa. La simbologia de
regiones es la misma de [a Tabla 5. Para loop 7-8 de FtsW, se agregé el elemento de estructura

secundaria donde se encuentra el residuo.

el dominio PBP. Esta hipétesis es plausible dada la gran cantidad de bacterias consideradas en
los alineamientos miltiples y el hecho que las zonas de FtsW predichas como relacionadas son

bastante conservadas y conectan con loops identificados en la unién del sustrato.

Aparte del dominio PBP de Ftsl, otras regiones establecen posibles contactos con FtsW,
aunque en menor cantidad. Una de interés es la {nica zona TM de Ftsl, que se espera que
sea vital en la interaccién con FtsW. Sin embargo, establece pocos contactos, con TMS y el
loop8-10, por lo menos a nivel de prediccion. Este resultado es contradictorio, porgque por un
lado se corresponde con el hecho de esta zona en Ftsl no estd demasiado conservada (Figura
23A), pero por otro lado existe evidencia experimental que muestra, que al menos en E. cofi, la

zona TM si contiene residuos importantes para la unién [53].

Dados los resultados de mutaciones correlacionadas, una de las hipétesis presentadas por
Weiss et al. [53] para explicar la poca conservacién queda sin base, que era [a presencia de

correlacién con residuos en FtsW [53]. Ademas, los dos residuos de arginina identificados como
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importantes en Ftsl, y que si estén conservados (Figura 23A), deberian estar interactuando
con restduos cargados negativamente en FtsW. Esos posibles puntos de contacto en FtsW,
ademas deberian estar igualmente conservados y expuestos a la regién externa de la proteina.
Sin embargo, hay solo un residuo que cumple con estos requisitos, que es Glu305, al principio
del TM8. Este residuo podria estar interactuando con Arg4l en el lado periplasmico de Ftsl,
aunque es discutible dado que estarian a la altura de los grupos fosfato de los fosfolipidos que

eventualmente apantallarian una interaccién de cargas como esa.

Del anilisis individual de los posibles contactes (Tabla 6) se identifican otras regiones como
TM8, TM9, loop 7-8 y loop 9-10. La mayoria de los residuos identificados se encuentran en la
parte periplasmatica, especificamente en Ftsl entre su TM y el dominio NC, en la denominada
regién proximal, que se modelé como una hélice o continua. Por lo tanto esta regién parece
clave para interactuar con FtsW, ya sea por sus TM8 y TM9, que estan cercanas, y en menor
medida el loop 7-8. Particularmente las regiones del loop 7-8 que estarfan haciendo contacto

con Fisl, es su hélice central {H2), y la hélice final (H3) que conecta con el TM8.

7.2. Modelamiento estructural

Dados los antecedentes recabados aparecen dos regiones en cada proteina que podrian estar
involucradas en la formacién del complejo FtsW /Ftsl. En ambos casos las interacciones estarfan
en el lado peripldsmico de l]a membrana. En FtsW, tanto TM8 como TMO, y en menor medida
el loop 9-10 que conecta TMS con TM10, muestran evidencias de que establecen contactos con
Ftsl. TM8 es una hélice particular, que aparece quebrada al centro, muy inclinada y con una
hélice anterior, casi paralela a la bipaca. Esta hélice anterior denominada H3, dentro del loop 7-8,
forma un dngulo de 30° con TM8 y posee gran cantidad de residuos conservados. Luego de TM8
viene un gran loop citoplasmatico, pobremente conservado, que da origen a TM9, una hélice
recta que cruza por el centro del manojo de hélices, pero deja una cara expuesta a la membrana.
Esta regién en FtsW estaria en contacto con la regién periplasmica de Ftsl que esta entre la

mitad de su dnica zona TM y el dominio NC. Toda esta parte de Ftsl probablemente adopta
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una configuracion helicoidal y contiene residuos conservados y correlacionados con residuos en

FtsW, particularmente en el rango 38-47.

Por otro lado, existe otro par de regiones en ambas proteinas que podrian estar involucradas
en su interaccién, pero con evidencia un poco més débil. E! gran loop 7-8 de FtsW, altamente
conservado y de estructura probablemente flexible, contiene residuos que eventualmente con-
tactan a Fisl en su dominio NC. El dominio NC de las PBP tipo B, contiene algunos residuos
conservados, pero no hay consenso sobre su funcién. Una de las funciones propuestas es la for-
macién de interacciones con otras proteinas, lo que soporta la idea de que estaria contactando
al loop 7-8 de FtsW. El loop 1-2 de FtsW, a pesar de estar menos conservado que los otros

loops periplasmaticos, también podria establecer contactos con este dominio de Ftsl.

Al insertar en la membrana ambas proteinas juntas, hacen sentido las interacciones propues-
tas, ya que estan a una distancia de interaccién posible, particularmente la regién proximal de
Ftsl y los TM8 y TM9 de FisW. Por su parte, el domionio NC de Ftsl parece muy lejos de la
membrana como para interactuar con FtsW, sin embargo la flexibilidad del loop 7-8 hace pensar
de que esta interaccién si podria generarse. De hecho, la proteina Fisl esta anclada en un solo
punto a la membrana, como un tallo, que eventualmente podria doblarse y acercar al domtnio

NC a los loops periplasmiticos de FtsW (Figura 25).
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Figura 25: Representacion esquematica de la propuesta de interaccion entre FtsW (rojo y verde)
y Ftsl (celeste). En Ftsl se omite el dominio PBP. La membrana lipidica se representa como
un recténgulo amarillo, donde la parte inferior es el citoplasma y la superior el periplasma. Las
lineas punteadas indican las posibles regiones de interaccién. La interaccién entre la regién 38-47
de Ftsl con los TM8 y TM9 de FtsW, seria la principal regién de interaccién. La interaccién
entre el loopl-2 y loop7-8 de FtsW con el dominio NC de Ftsl también es una posible regién de

interaccién, pero con menor cantidad de evidencias. Se indican algunos residuos importantes.
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7.3. Objetivo Especifico 3

7.3.1. Presencia del complejo Fts\WW /Ftsl

La interaccién de entre FtsW y Ftsl es indispensabie para la divisién bacteriana en E. cof;.
Si bien este proceso es relativamente bien conservado, en la diversidad bacteriana podrian
haber variantes a nivel de presencia o ausencia de genes y protefnas especificas. Para estudiar
la conservacién del complejo FtsW/Ftsl se analizaron clisteres de genes ortélogos (COG) en
la base de datos Microbial Genome Database for Comparative Analysis (MBGD). Esta base de
datos identifica ortélogos mediante similitud de secuencias nucleotidicas en genomas bacterianos
completamente secuenciados. Al analizar 868 genomas (que abarcan practicamente todos los
filos conocidos de bacterias) se identificaron 3 COGs correspondientes a FtsW y 3 para Ftsl.
Dada la similitud a nivel de secuencias y el hecho que también forma un complejo binario con
una PBP tipo B, se analizaron también los COGs correspondientes a las protefnas RodA (1
clister) y MrdA (2 clisteres) [48], homélogos de FtsW y Ftsl, respectivamente. Sélo un bajo

niimero de genomas no contiene ningiin miembro de la familia SEDS (2,8 %).

En este analisis se encontraron 1.507 genes de ftsW/rodA y 3.153 genes de ftsl/mrdA. Estos
genes tienen una distribucién bastante diversa, aunque la mayor proporcién corresponde a pares
ftsW /ftsl dentro de la regién dcw, identificada en E. coli como un gran operén que contiene
a la mayoria de los genes de la divisién celular y sintesis de PG [120]. Asi también hay genes
ftsW/rodA con mas de un gen ftsl/mrdA en su cercania. Para el caso de rodA y mrdA, ambos
genes estan contiguos en E. coli en una unidad transcripcional inica, fuera del cluster dew [121].
En la Figura 26 se muestra la distribucion de ftsW/rodA en funcién del niimero total de estos

genes en cada especie, asi como de la cantidad de fts//mrdA en su vecindad.

Sin embargo existen muchos genes ftsW/rodA que no tienen ningiin gen en su vecindad,
lo que incluye hasta 10.000 bp rio arriba y rio abajo de cada gen. Esto hace dificil clasificarlos

como genes ftsW o rodA dada su alta similitud de secuencia. Ademas, el método para asignar
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Figura 26: Distribucién de la cantidad de ftsW por genoma, y de la cantidad de #ts/ acompa-

nantes.

los nombres de los genes en las bases de datos es con métodos automaticos que simplemente
copian los nombres en funcién de la homologia con otros genes. Asi, este método puede llevar
a ambigiiedades, y eso explica que muchos de estos genes supuestamente fsW o rodA en los

COGs podrian no corresponder, dado el analisis hecho en esta Tesis.

7.3.2. Clasificacién de genes ftsW /rodA

Dada la dificultad de clasificar a priori cada gen como ftsW o rodA, la ambigiiedad de los
nombres asignados automaticamente y su diversa distribucién en los genomas estudiados, se

realizé una novedosa clasificacién de los genes fts\W/rodA en cada especie. Esta clasificacién es
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compleja, pero necesaria dado que los genes ftsW/rodA pueden estar ambos en cada especie, en
mas de una copia. Ademas en el caso de Gram positivos, como B. subtilis, se ha identificado el
complejo SpoVD/SpoVE, homélogo a FtsW/Ftsl (y por lo tanto a RodA/MrdA). Este complejo
participaria en el proceso de esporulacién de estas bacterias. Por lo tanto en este caso, las
bacterias podrian tener genes que codificarian para 3 proteinas de la familia SEDS. Lo interesante
de B. subtilis y otras bacterias Gram positivo, es que los genes spoVE y spoVD estin ubicados
en el clister dew, exactamente en la posicion de ftsWV y fts/ de otras bacterias, dejando dudas
sobre si es la misma u otra proteina. El denominado ftsW de B. subtilis en cambia, es un gen
que no se encuentra en una unidad transcripcional con otro gen, est4 al parecer aislado de otros
genes relacionados con divisién, esporulacién o sintesis de PG. Es lo que en este trabajo hemos

denominado FtsW/RodA huérfana.

Para hacer un anilisis evolutivo de la proteina FtsW es vital poder dlasificar cada gen en-
contrado como ftsW, rodA o spoVE. Como se mencioné anteriormente, los tres genes son lo
suficientemente similares como para que los programas automaticos los confundan. De hecho,
todos poseen el dominio FtsW/RodA/SpoVE, encontrado en servidores de dominios como In-
terPro o Pfam, de donde también se suele tomar la informacién para asignar nombres a genes

desconocidos.

A partir de los 1.507 genes ftsW/rodA, se identificaron sus contextos gendmicos para clasi-
ficarlos de mejor manera. El anilisis de los contextos genémicos permitié identificar 7 tipos de

genes distintos definidos segin la Tabla 7.

Sélo en el caso de FtsW I, FtsW Il y RodA es posible encontrar con seguridad el par de genes
necesario para formar el complejo FtsW/Ftsl (o su homélogo correspondiente). Sin embargo,
no es posible descartar que una proteina FtsW forme un complejo con una PBP de una regién
distinta, como es el ya mencionado caso de FtsW de B. subtilis. De hecho, un cuarto de todas
los genes ftsw/rodA son huérfanos, lo que no significa que no formen un complejo con una PBP,

sino que no es posible saber con certeza si lo hace o no, o con cual gen ftsl/mrdA se asocia.
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Tipo Contexto genémico Observacion | Proporcion
W 1 En claster dew, incluyendo por lo menos un gen ftsl FtsW clésica | 20,5 %
y al menos 3 genes del proceso de sintesis de PG
En clster dew no clasico, incluyendo por lo menos
fisW Il | un gen fts/ y entre 1 y 3 genes del proceso de 0,9%
sintesis de PG
ftsW 11l | En claster dew clasico, pero sin gen fts/ 17,0%
ftsW IV | En claster dcw no cldsico, sin gen fts/ 4,6%
ftsW O | ftsW/rodA huérfana 26,7 %
rodA | Contigua a gen de PBP tipo B (fts/ 0 mrdA) y RodA ciésica | 22,6%
fuera del clitster dew
rodA O Contlgu.a a gen de PBP tipo B (fts/ o mrdA) que 7.6%
ha perdido st zona TM

Tabla 7: Clasificacion de genes ftsW/rodA usada para identificar los genes en los genomas

estudiados.

Por su parte, los genes pbp tipo B son aproximadamente los mismos que ftsWW/rodA (1.503),

pero tienen una distribucién distinta (Tabla 8). Los genes insertos en el cluster dew, o sea clasi-

ficados inequivocamente como fts! son el 34,4 % del total y los que estan fuera de este cliister,
q

pero contiguos a un gen rodA son clasificados como genes mrdA, y corresponden al 29,7 %.

Esta disparidad entre ftsW y ftsl se explica porque puede haber mas de un gen ftsl en el claster

dcw. Por su parte el par rodA/mrdA parece mucho mejor conservado. Cabe destacar que existe

un porcentaje de genes pbp tipo B que han perdido su hélice TM, quedando solubles, pero re-

presentan apenas un 4,1 % del total, siendo un porcentaje muy menor incluso en PBPs huérfanas.

A partir de esta clasificacién es posible inferir que el complejo FtsW/Ftsl es un evento

conservado, al menos en cuanto a la presencia de los genes correspondientes. Perfectamente

el total de los genes clasificados como ftsWW podria tener una contraparte pbp tipo B, si se

considera que los genes aislados o huérfanos, igualmente podrian formar el complejo.




Tipo Contexto gendmico Observacién Proporcion
En claster dew, incluyendo por lo menos un gen

ftsl ftsWW y al menos un gen del proceso de sintesis de | Fts] clasica 34,4%
PG

ftslx Como ftsl pero sin su zona TM Ftsl desanclada 1,3%

mrdA | Contigua a gen de rodA MrdA clasica 29,7%

mrdAx | Como mrdA pero sin su zona TM MrdA desanclada | 0,8%

pbp O | PBP tipo B huérfana 317%

pbp Ox | PBP tipo B huérfana desanclada 2,0%

Tabla 8: Clasificacién de genes fts//mrdA usada para identificar ios genes en los genomas estu-

diados.

7.3.3. Modelamiento evolutivo del complejo FtsW/Ftsl

Con el objetivo de analizar la evolucién de FtsW, Ftsl y el complejo que forman, se hicieron
alineamientos maitiples y a partir de éstos, dendogramas con todas las secuencias traducidas de
los genes identificados la seccién anterior. Estos dendrogramas se convirtieron en rboles filoge-
néticos usandc como raiz una secuencia de proteina de membrana no emparentada directamente

(SecY para FtsW/RodA y betalactamasa para Ftsl/MrdA).

En la Figura 27 se ve el érbol filogenético para todas las proteinas FtsW/RodA identificadas,
indicando en los anillos externos su clasificacién (segin la Tabla 7) y los filos taxonémicos a los

que pertenecen.

Del analisis del arbol filogenético de FtsW/RodA se pueden diferenciar zonas exclusivas
con proteinas FtsW o RodA, en sus distintas variantes, que no se mezclan entre ellas. Esto
es interesante, pues en la construccién del arbol se consideraron exclusivamente las secuencias
aminoacfdicas y no la clasificacién realizada mediante el contexto genémico. Esto podria indicar
que los genes de ftsW y rodA se diferenciaron temprano en la evolucién, en varios episodios
discretos y luego se transmitieron verticalmente en las distintas especies que fueron apareciendo.
De hecho la distribucién de filos taxonémicos (que se muestra en el anillo exterior) parece apoyar

esta idea.
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Los genes huérfanos (amarillos en el anillo interno en la Figura 27) aparecen intercalados
en todo el arbol, tanto en regiones de ftsW y rodA. Esto no invalida la hipétesis anterior, pues
estos genes huérfanos podrian corresponder a duplicados de ftsW y rodA o a transposiciones
virales que se intercalan en regiones distintas del genoma y que podrian mantener su funcién,
asociéndose a las mismas u otras PBP o permanecer como huellas vestigiales del fenémeno de

duplicacién.

FtsW classic

FtsW classic in non-classic dew
FtsW classic without Ftsl

FtsW non-classic

RodA classic

RodA non-classic

FtsW orphan

Alphaprotecbacteria
Betaproteobacteria
Gammaproteobacteria
Cyanobacteria
Firmicutes
Tenericutes
Armatimonadetes
Actinobacteria
Chloroflexi

Aquificae
Thermotogae
Deinococcus-Thermus
Synergistetes
Fusobacteria
Caldiserica
Dictyoglomi
Bacteroidetes
Chlorobi
Ignavibacteriae
Gemmatimonadetes
Fibrobacteres
Elusimicrobia
Planctomycetes
Chlamydiae
Verrucomicrobia
Acidobacteria
Nitrospirae
Deltaproteobacteria
Thermodesulfobacteria
Deferribacteres
Spirochaetes
Epsilonprotecbacteria
Chrysiogenetes
Berkelbacteria
Saccharibacteria

B BRRCNERRNNRANEND

Figura 27: Arbol filogenético de las secuencias proteicas de FtsW/RodA. De los circulos que
rodean el arbol, el interior indica el tipo de proteina, segin la clasificacién mostrada en la Tabla
8, el circulo exterior muestra los filos taxonémicos a los que pertenecen. Los colores de los clados
al interior, corresponden a la distribucién de tipo de proteina de los nodos hijos. Azul si todos
los nodos son FtsW, rojos si son RodA, naranjo si son RodA mezcladas con FtsW huérfanas,

verde si son FtsW mezcladas con FtsW huérfanas, negros si es una mezcla mas compleja.

El mismo tipo de analisis se puede realizar para los genes ftsl/mrdA. Estos genes codifican
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para proteinas PBP tipo B, y en general poseen una zona TM, un dominio central y un dominio
TP. Dado que el dominio TP es sensible a compuestos betalactamicos, estd sometido a una
presién evolutiva diferente del resto de la proteina. Por lo tanto, para poder realizar un analisis

evolutivo, se quité este dominio de la construccién de los arboles filogenéticos.

Bl FtsI classic B Alphaproteobacteria
Betaproteobacteria
= Ir:"lt:;:nanchored Bl Gammaproteobacteria
EW MrdA unanchored - Cvan_obactena
PBP orphan i Hrmu;uta
: BN Tenericutes
/ BN Amatimonadetes
~ L BN Actinobacteria
>y Chloroflexi
9 Aquificae
Thermotogae

Deinococcus-Thermus
Synergistetes
Fusobacteria
Caldiserica
Dictyoglomi
Bacteroidetes
Chlorobi
Ignavibacteriae
Gemmatimonadetes
Fibrobacteres
Elusimicrobia
Planctomycetes
Chlamydiae
Verrucomicrobia
Aadobacteria
Nitrospirae
Deltaproteobacteria
Thermmodesulfobacteria
Deferribacteres
Spirochaetes
Epsilonproteobacteria
Chrysiogenetes
Berkelbacteria
Saccharibacteria

B RRECHRERRREDEDNN

Figura 28: Arbol filogenético de las secuencias proteicas de Ftsl/MrdA. De los circulos que
rodean el arbol, el interior indica el tipo de proteina, segiin la clasificacién mostrada en la Tabla

8, el circulo exterior muestra los filos taxonémicos a los que pertenecen.

En la Figura 28 se observa que, al igual que en el analisis anterior, las proteinas PBP tipo
B parecen distribuidas en regiones exclusivas tanto para Ftsl como para MrdA, a pesar de su
similitud. Tal como en FtsW/RodA, en general solo las PBP huérfanas (en amarillo) aparecen
entremezcladas con las otras, pudiendo deberse al mismo fenénemo discutido para FtsW/RodA.
Sin embargo, en una region del grafico (zona superior izquierda) parece haber una mezcla de

proteinas Ftsl con MrdA, con presencia de proteinas de los taxones Actinobacteria y Firmicutes,
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entre otros. Dentro de estos taxones podemos encontrar bacterias que esporulan, y ello podria

explicar la mezcla de proteinas, dada su distribucién distintiva de genes.

Para profundizar en la evolucion del complejo FtsW/Ftsl, sin la interferencia de los genes
ftsW/rodA que hayan perdido a su compafiero PBP, se seleccionaron las secuencias de las pro-
teinas tipo FtsW |, FtsW |l y RodA, que poseen solo una PBP cercana. También se seleccionaron
las proteinas PBP correspondientes. Con ambos grupos de proteinas se realizaron alineamientos

mltiples y dendrogramas, que se muestran en la Figura 29.

En esta figura es posible ver, que la distribucién de taxones es bastante similar entre Fts\W

y Ftsl, confirmando la idea de que este complejo pudo haber evolucionado de manera conjunta.

Firmicutes
~-g— >

Actinobacterias

Gammaproteobacteria

Betaproteobacteria

Deltaproteobacteria

Bacteroidetes

Figura 29: Comparacién de dendrogramas de las proteinas FtsW y Fts que podrian formar un
dnico complejo por especie. Los colores indican filo taxonémico tal como en las figuras anteriores

y se indican los mas numerosos.
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8. Discusién y Conclusiones

En esta Tesis se estudié el complejo que forman las proteinas FtsW y Ftsl en E. coli, asi como
las proteinas por separado. Este complejo es esencial para la divisién bacteriana e interactfia con

otras proteinas del divisoma.
Fits\W y Ftsl

En un primer objetivo se estudié en profundidad cada proteina tanto a nivel de conservacién
de su secuencia como de su estructura, con el objetivo de obtener un modelo del complejo
FtsW/Ftsl, o al menos proponer regiones de interaccién entre ambas proteinas. Con este mismo
objetivo, en ambas se estudiaron las propiedades de sus zonas TM (10 hélices para FisW; 1
hélice para Ftsl), de modo de conocer su posible crientacién en la membrana. Para FtsW se
identificaron zonas TM claves en la posible interaccidn con varias otras hélices, haciendo las
veces de nucleadoras de la estructura terciaria. Asi también se identificaron loops periplésmicos,
que parecen tener una funcién clave en FtsW, tanto por la conservacion de sus residuos como

de su longitud. El loop 7-8 por cierto, uno de los mas conservados parece clave en la funcién.

Todos estos loops se encuentran orientados hacia el periplasma y son ricos en residuos
cargados altamente conservados. Esto tiene sentido pensando en el sustrato de FtsW, la molécula
de Lipido Il. Esta molécula posee una cola lipidica (undecaprenol) unida a pirofosfato, que a su
vez esta unido a su parte glicopeptidica. Estos grupos fosfatos quedan alineados con las cabezas
polares de los fosfolipidos, y en general estan coordinados con iones magnesio que neutralizan
la carga negativa. En otras proteinas que unen undecaprenil-fosfato, como en UppP de E. cofi,
los residucs cargados en esta regién de interfase membrana-periplasma son claves en la unign

de esta molécula [122, 123].

La controversial funcién de FtsW, fue considerada en estos analisis para explorar la compa-
tibilidad de los resultados con una de las dos hipétesis planteadas para explicar su funcién. La

primera hipétesis sobre la funcién de FtsW propone que es una flipasa de Lipido il que lo trasloca
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desde la cara interna a la cara externa de la membrana bacteriana interna. Esta hipétesis fue
considerada por buena parte de la comunidad experta en el 4rea, incluso antes de la aparicién de
evidencia experimental [19, 63]. Sin embargo, estas evidencias no parecieron convencer a todos,
dada la propuesta de una flipasa diferente, |a proteina de membrana MurJ, que también contaba
con evidencia experimental [66, 68, 50] y que comenzé a recibir la aceptacién de la comunidad.
En lo que concierne a esta Tesis, la posible funcién flipasa parece dificil de sostener por dos
razones de peso: por un lado, las proteinas con funcién flipasas conocidas, tanto en E. coli
como en otras especies, no tienen ningdn tipo de similitud con Fts\W, de hecho la tienen con la
otra flipasa propuesta, MurJ. Por otro lado, FtsW y las proteinas de la familia SEDS, no tienen
residuos conservados en la cara citoplasmatica, sino mas bien en la cara periplasmica, haciéndo
dificil concebir un mecanismo de reconocimiento para este lipido en caso de ser una flipasa.
De hecho en MurJ, la distribucién de residuos conservados parece estar méas homogéneamente

distribuida entre regiones citoplasmicas y periplasmicas (Figura 30).

Figura 30: Conservacién de residuos en flipasa MurJ. Los tonos de verde mas oscuros indican

mayor conservacion. Imagen generada con el programa memprot, desarrollado en esta Tesis.

La segunda hipétesis considerada acerca de la funcién de FtsW, indica que podria ser una
transglicosilasa, que usa Lipido II como dador del grupo glicopeptidico. Esto a partir de homo-
logias remotas encontradas, usando modelos estadisticos de representacién de secuencias [69].
Esta funcién tendria mucho sentido ya que de este modo, el complejo FtsW /Ftsl seria suficiente
para extender y entrecruzar las cadenas de peptidoglicano que crecen hacia el interior de la célula

durante la division. Esta hipdtesis cuenta con evidencia experimental a su favor, pero usando el
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homédlogo cercano de FtsW, RodA, la que probablemente cumple una funcién molecular idéntica
a FtsW, pero en el contexto de la elongacién, formando un complejo con MrdA, homéloga de

Ftsl [72].

La disponibilidad de estructuras tridimensionales de transglicosilasas de membrana, permi-
tieron hacer comparaciones pertinentes con FtsW. De este modo, los anélisis tanto estructurales
como de secuencia hechos en esta Tesis apuntan a que hay varias similitudes con estas transglico-
silasas. La estructura general parece coincidir con estas enzimas, tanto en modelos comparativos
(Figura 18) como en modelos ab initio que no tienen en cuenta esta hipétesis (Figura 13). In-
teresantemente, estos iltimos modelos muestran una coincidencia importante con los modelos
comparativos, en cuanto al ordenamiento de las zonas TM dentro de la membrana, sus inter-
acciones y la ubicacién de los loops. Ademas, se encuentran niveles de similitud de secuencia
en varias regiones de la proteina, como zonas TM, en general poco conservadas, y en loops
periplasmicos, lo que le da sustento a nuestra hipétesis. Solo la regién desde el N-terminal hasta
el TM2 parece no coindicir con las enzimas transglicosilasas, lo que se condice con la poca con-
servacién de esta regién en las proteinas SEDS. Una observacién interesante es que [as regiones
TM1 y TM2 parecen mejor modeladas en el modelo ab initio que en el comparative, pues satis-
facen mejor las predicciones de contactos entre residuos, ya que en el modelo comparativo estas
regiones no tienen un patrén para comparar y solo se usaron un par de TMs extra observadas en
5F15, pero que claramente no corresponden evolutivamente con TM1 y TM2 de FtsW (Figura

17).

Para tener evidencia experimental que apoye o desmienta a los modelos propuestos se realizé
el ensayo de accesibilidad a cisteinas (SCAM) en FisW. De las zonas TM probadas para su
accesibilidad, solo la TM10 se muestra como accesible al solvente y TM4 eventualmente presenta
una accesibilidad baja (Figura 22). En conjunto, esta evidencia es dificilmente compatible con
la hipétesis que FtsW sea una flipasa, dada la falta de un poro o canal por donde pase la
regién polar de Lipido Il, lo que si se observa en MurlJ, con esta misma técnica [68]. Esto se

complementa con la falta de conservacién en zonas citoplasmiticas de la proteina. Respecto del
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modelo estructural planteado se observa congruencia con los resultados de accesibilidad, con la
excepcién de TM10, que no deberia estar expuesta segiin el modelo. Sin embargo, esta hélice
es larga e inclinada y estd préxima a la TM4 que esti quebrada. Esto podria indicar que es
posible que entre TM10 y TM4 se presente un sitio relativamente accesible hacia al periplasma,
si la proteina es lo suficientemente flexible o las condiciones experimentales usadas para hacer
el ensayo favorecieran una conformacién de este tipo. De hecho, las proteinas usadas para este
ensayo provienen de un gen en trans (de un plasmidio) que podria tener una expresién mayor a
la proteina cromosomal. Este exceso de proteina podria no encontrar una cantidad equivalente
de proteina Ftsl para formar el complejo FtsW/Ftsl u otras proteinas del divisoma, y esto a
su vez podria generar una proteina con un plegamiento no Sptimo, como ha sido observado
para otras proteinas del divisoma [34]. Una proyeccién de esta Tesis es continuar los ensayos de
SCAM con otras mutantes en otras regiones TM o en loops, para seguir validando la estructura

tridimensional propuesta.

Para concluir esta parte de la Tesis se pude decir que el modelo estructural propuesto para
FtsW, tiene consistencia estadistica con las estructuras experimentales de proteinas de membra-
na disponibles y es estable en simulaciones moleculares una vez embebida en una bipaca lipidica.
Aunque lo ideal es realizar estas simulaciones a tiempos mayores para verificar la estabilidad del
modelo, trabajo que se plantea como una proyeccién a esta Tesis. Adicionalmente los resultados
de SCAM, si bien no son concluyentes, no apoyan la hipétesis de que FtsW tenga un poro como
en otras flipasas, y en buena medida son congruentes con el modelo estructural planteado. Por
lo tanto, segiin los analisis in silico y experimentales hechos en esta Tesis, se concluye que la

hipétesis de que FtsW es una transglicosilasa y no una flipasa, es la mas plausible.

Esta conclusién acerca de la nueva funcién de FtsW, puede ser reforzada desde un punto de
vista evolutivo. Las transglicosilasas que presentan esta homologia remota con FtsW, miembros
de la familia de proteinas STT3, contienen miembros en eucariontes y arqueas, pero no en bac-
terias. Estas proteinas presentan un niicleo de plegamiento comiin con los modelos propuestos

para FtsW, pero con algunas caracteristicas distintas como la presencia de un gran dominio
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C-terminal de unién y reconocimiento al aceptor del grupo glicosidico, que en algunos casos
es una proteina y en otros, son otros lipidos. Justamente el aceptor del grupo glicosidico en
FtsW es diferente, es la capa de peptidoglicano, por lo que tiene sentido pensar en la pérdida
de este dominio. Otra regién, presente en las proteinas STT3 y ausente en FisW, es el largo
loop entre las zonas TM1 y TM2, que también interactiia con el dominio C-terminal, por lo que
también tiene sentido su pérdida durante la evolucién dado el cambio en el sustrato aceptor.
Por lo tanto, es razonable pensar que ambas familias de proteinas, SEDS y STT3, tienen un
ancestro comiln presente en proto-organismos previos a la separacién entre bacterias, arqueas y
eucariontes. Entonces, la diferenciacién de estas proteinas pudo estar ligada a la diferenciacién
de las bacterias, que desarrollaron una pared de peptidoglicano, finica para este tipo de célu-
las. Ciertamente, para explorar en detalle esta posibilidad hacen falta estudios filogenéticos y

evolutivos mas detallados.

Por su parte, Ftsl es una proteina mas estudiada que FtsW, tanto por su dominio de unién a
penicilina, como por su homologia con otras PBP tipo B, que incluso poseen estructura conocida.
Por lo tanto, el foco de esta Tesis respecto a Ftsl fue la conservacién y estructura de su regién
més préxima a la membrana y por lo tanto a FtsW. Su dnica zona TM no es tan conservada,
aunque en la regién proximal, entre la zona TM y el dominio no-catalitico parecen haber residuos
clave en la interaccién con FtsW. Las mutaciones correlacionadas apuntan a esta regién, asi
como algunas partes del dominio no-catalitico, que muestran la importancia de ellos para la
interaccién con FtsW. Llama la atencién dos residuos de arginina altamente conservados en la
zona TM de Ftsl, ambos mirando la misma cara de la hélice, a la altura de las cabezas polares
de los fosfolipidos. Por lo que se podria pensar que estos son importantes para la interaccién
con FtsW, pero no aparecen correlacionados con ningiin residuo en sus respectivas compafieras
SEDS. Ademdas aparecen en la cara opuesta a otros residuos sf correlacionados con residuos en

FtsW.
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Complejo FtsW /Ftsl

A partir de los modelos construidos para ambas proteinas se proponen dos posibles regiones
de interaccion (Figura 25), que estarian dando origen al complejo FtsW/Ftsl. Una es la regisn
proximal de Ftsl, con la zona TM8-TM9 de FtsW. Otras regiones serian el loop 7-8 y el loop
1-2 de FtsW con loops del dominio no-catalitico de Ftsl. Esta Gltima regién ya habia sido
identificada como posible zona de interaccién [53] entre ambas proteinas. Sin embargo, en
los datos de mutaciones correlacionadas aparecen ademas varios residuos en el dominio no-
catalitico y en el dominio PBP de Ftsl haciendo contacto con FtsW, pero que estan bastante
lejanos espacialmente, segiin la configuracién tipo tallo de Ftsl. Esta estructura tipo tallo, es
solo una suposicién, pues nunca se ha cristalizado una PBP tipo B con su zona TM vy por lo

tanto no se podria descartar que su estructura en realidad este paralela a la membrana.

Esto implicaria que su zona proximal, que nunca se ha podido cristalizar, esté doblada en

Region
proximal
Periplasma

Membrana

Citoplasma

Figura 31: Posible posicién de Ftsl respecto a la membrana. En esta posicién su dominio PBP

quedaria a distancia de interaccién con varios loops de FtsW, especialmente el loop 7-8.
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casi 90° acercando los dominios que parecen miés lejanos a la membrana a FtsW, permitiéndole
establecer contactos con esta y acercar ambos sitios activos para trabajar coordinadamente
(Figura 31). Como proyeccién para confirmar o refutar esta posibilidad se plantea la opcién de
hacer pruebas experimentales in vivo, como ensayos de entrecruzamiento entre mutantes FtsW
y Ftsl cistefna-iinicas, usando entrecruzantes que reaccionen con grupos tioles en funcién de su

distancia.

Se optd solo por proponer un modo de interaccién y no un modelo tridimensional. Esto
porque la propuesta de estructura para FisW es lo suficientemente gruesa para que contenga
errores en la posicién de ciertos residuos particulares. Asf también la estructura propuesta para el
loop 7-8 esta lejos de ser la 6ptima, dada su probable flexibilidad y st falta de patrones o moldes
similares. Por lo tanto |a construccién de un modelo tridimensional exacto entre ambas proteinas,
solo obedecerfa a una sobre-interpretacién de los datos, y a un nivel de detalle imposible de
obtener con las técnicas empleadas en este trabajo. En un futuro, se podrian disefiar rutinas

complejas de modelamiento-simulacién de zonas TMs y loops para optimizar su estructura.
Relaciones evolutivas de FtsW y Ftsl

Finalmente en el Gltimo objetivo se realizé un anélisis evolutivo de ambas proteinas, tanto a
nivel de secuencia génica como aminoacidica, para observar la relacién entre ellas, el complejo
que forman y las otras proteinas del divisoma. Ambas proteinas pertenecen a sus respectivas
familias, SEDS para FtsW y PBP tipo B para Ftsl. Otros miembros de estas familias son

altamente conservados y también forman un complejo entre ellas.

El anilisis genético muestra una complementacién debido a la presencia de ambos genes en
la mayoria de los genomas bacterianos estudiados. Como no siempre es posible identificar a nivel
genético los participantes de la formacién de cada complejo FtsW/Ftsl, se propuso una nueva
clasificacién, tanto de los genes de ftsW (genes de la familia SEDS), como para fis/ (genes
pbp tipo B) basada en el contexto genémico. Gracias a esta clasificacién, se identificé que la

mayoria de los genes fisW estdn dentro del cliister dew y es posible encontrar uno o mas genes
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fts! en la misma regién. Otro complejo que se incluyé en este anilisis fue el de RodA/MrdA
que se ha propuesto cumple la misma funcién molecular que FtsW/Ftsl, pero en un contexto
fisiolégico distinto, como es la elongacién. La clasificacién propuesta permite diferenciar entre

ambos tipos de complejo.

Como complemento, se analizg la relacién evolutiva entre las secuencias proteicas, indepen-
diente del contexto genémico de sus respectivos genes, pudiendo construir drboles filogenéticos
de ambas protefnas. Al cruzar estos resultados con la clasificacién propuesta se logré ver que
tanto FtsW como RodA son diferenciables en estos dendogramas (Figura 27), pudiendo haberse
diferenciado en eventos evolutivos discretos. Lo mismo se observé para Ftsl y MrdA, apoyando la
idea que ambos complejos han evolucionado de manera separada, y en general como complejo.
La presencia de genes huérfanos se observan intercalados en los dendogramas de ambos tipos
de proteinas y podrian explicarse como eventos de duplicacién/empalme en regiones diferentes

de los genomas. Esto no refutaria la hipétesis de la coevolucién de FtsW con Ftsl.

Finalmente, a manera de conclusién, en esta Tesis se propone la conservacién del complejo
FtsW/Ftsl debido a la presencia de sus respectivos genes en contextos genémicos especificos, y
por las relaciones filogenéticas que se establecen a partir de sus secuencias proteicas. También
se entrega evidencia que apoya la idea de que FtsW es una transglicosilasa de peptidoglicano
y no una flipasa para Lipido Il. Se propone una estructura para FtsW basada en este tipo de
enzimas y los resultados experimentales apoyan este modelo. La estructura modelada de FtsW
y de Ftsl completa, permite proponer un modo de unién entre ambas, identificando regiones

que consecuentemente serfan importantes para todo el proceso de divisién bacteriana [42].
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