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SUMMARY

1 SUMMARY

OXA-24 is a class D carbapenem-hydrolyzing oxacillinase extracted from a
clinically epidemic multidrug-resistant Acinetobacter baumannii strain. In contrast
to other oxacillinases, most of these OXA-type carbapenemases do not present
hydrolytic activity against oxacillin, cloxacillin, and metbhicillin, and they display
activity against carbapenems. Moreover, these enzymes are widely dispersed in
clinically relevant species, such as A. baumannii and Pseudomonas aeruginosa.
Carbapenems are the remaining drug of choice to treat these multiresistant
pathogens responsible for severe nosocomial infections. Thus, the emergence of
OXA-type carbapenemases represents a particularly disturbing problem.

The native form of OXA-24 is a monomer with 275 residues. OXA-24 folds
into an a/B structure composed by two domains, one helical and one mixed a/B
containing a six stranded antiparallel B-sheet covered by the N- and C-terminal a-
helices.

The active site of OXA-24 lies in a cleft at the interface of the B-sheet and
the helical domain and is composed of three highly conserved motifs in all Class D
B- lactamases, which are referred to as the active site elements 1 (S81-T82-F83-
K84), 2 (5128-A129-V130) and 3 (K218-5219-G220). The first element is located at
the N-terminal end of the 310 helix 3 and contains the catalytic serine (S81) and
the carboxylated lysine (K84), which plays a regulatory role in the acylation-
deacylation process. The second motif is located at the loop connecting helixes 4
and 5 and the third active site element is made up by residues from the B4 strand.
The interaction between Tyr-112 and Met-223 is essential for the carbapenem
specificity in OXA-24. The interaction between these residues creates a
hydrophobic barrier that limits the access to the catalytic site, defining a tunnel-
like entrance to the active site. The substrate is anchored into the tunnel-like
cavity of the binding site through the Tyr-112 that binds the 6-hydroxyethyl group
of the carbapenemic antibiotics, playing an important role in the catalytic
efficiency of OXA-24 for carbapenems. The key role of theTyr-112 and the Met-223
has been confirmed by mutagenesis studies. The substitution of the residues Y112
and M223 by alanine eliminates the hydrophobic barrier essential for the
carbapenem specificity and decreased significantly the hydrolytic activity of OXA-
24 against carbapenems. When both amino acids are mutated, the MIC for
imipenem and meropenem decreased and reached basal levels, respectively.
Biochemical experiments also confirm the lower catalytic efficiency of the mutants
for carbapenemes.

Class D carbapenemases are usually resistant to commercial B-lactamase
inhibitors, so new effective inhibitors are urgently needed. Three unique 6-
alkylidene-2 - substituted penicillanic acid sulfones were synthesized and tested
against OXA-24. The X-ray structures of OXA-24 in complex with these compounds
reveal the formation of stable bicyclic aromatic intermediates with their carbonyl
oxygen in the oxyanion hole.
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The position of the inhibitors was clearly defined in the active site through
its conjugated acyl group covalently attached to the catalytic serine (Ser81). The
conformation of the active site is very similar to that of the native enzyme, but
several conformational changes can be observed in some residues involved
directly in the accommodation of the inhibitor. A network of interactions
contributes to stabilize the intermediate state. The stable acyl-enzyme complexes
from the 6- alkylidene-2"-substituted penicillin sulfone inhibitors are formed by a
sequence of events in which the initial nucleophilic attack of Ser81 Oy on the
carbonyl of the penicillin ring releases the B-lactam nitrogen lone pair, thus
enabling the opening of the neighboring sulfone ring.
Another rearrangement provided by the pyridyl nitrogen bonded to the former C5
of the resultant imine leads to the formation of the crystallographically observed
indolizine system.

These data provide us with the first structural evidence that 6-alkylidene-2 -
substituted penicillin sulfones are effective mechanism-based inactivators of class
D B-lactamases.
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2 INTRODUCCION

Acinetobacter baumannii es un bacilo gram-negativo causante de
infecciones y epidemias hospitalarias graves, que afectan mayoritariamente a
pacientes ingresados en las unidades de cuidados intensivos (UCI). Debido a su
eficacia y rapidez para desarrollar resistencias a los antimicrobianos, y a su
capacidad para persistir en el entorno hospitalario sobreviviendo en superficies
inanimadas, se ha convertido en uno de los patdgenos nosocomiales mas
problematicos, de dificil control y tratamiento. Dado que la gran mayoria de las
cepas clinicas son multirresistentes, los antibidticos carbapenémicos han
constituido durante muchos anos el ultimo recurso para combatir las infecciones
causadas por este organismo (Peleg, Seifert et al. 2008). Resulta por tanto
alarmante la aparicion de cepas clinicas de A. baumannii resistentes a
carbapenémicos, ya que ello reduce drasticamente las opciones terapéuticas.
Responsables en gran medida de dicha resistencia son las carbapenemasas de
clase D, oxacilinasas que han adquirido actividad hidrolitica frente a
carbapenemas. El objeto de este trabajo de tesis, OXA-24 es, precisamente, una
oxacilinasa con actividad carbapenemasa aislada de una cepa hospitalaria
multirresistente de A. baumannii que causd un brote epidemioldgico severo en el
hospital Ramon y Cajal de Madrid en 1997 (Bou, Oliver et al. 2000).

Un conocimiento detallado de los mecanismos de accion de esta familia de
carbapenemasas, enfocado al desarrollo de inhibidores que permitan sortear las
limitaciones de tratamiento actuales, posibilitara el desarrollo de nuevas
estrategias para combatir los graves problemas que este patdgeno estd causando
dentro del ambito hospitalario en todo el mundo.

2.1 ANTIBIOTICOS B-LACTAMICOS.

Los antibidticos betalactdmicos son (Suarez and Gudiol 2009) bactericidas
de accién lenta que actuan inhibiendo la ultima fase de la sintesis de la pared
bacteriana: la transpeptidacion. Durante esta etapa, se produce la formacion de
los tetrapéptidos que componen el péptidoglicano a partir de la modificacién de
pentapéptidos, gracias a la accion de transpeptidasas periplasmaticas
denominadas PBPs (“Penicillin-Binding-Proteins” o proteinas de union a penicilina).

El anillo betalactdmico, que define quimicamente a esta familia de
antibidticos, posee una estereoquimica similar a los aminoacidos finales de los
tetrapéptidos del peptidoglicano: D-Ala-D-Ala. Por ello, es capaz de unirse
covalentemente al centro activo de las PBPs y bloquear su actividad
transpeptidasa, impidiendo la adecuada formacién de la pared celular. La pared
debilitada se rompe a causa de la presidon osmatica, produciéndose la lisis celular.

Por otro lado, se ha comprobado que los antibidticos betalactdmicos son
capaces de inducir también la sintesis de las autolisinas enddgenas bacterianas
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encargadas de la degradacion del péptidoglicano. El aumento de la produccién de
la autolisina, mediada por este tipo de antibidticos, contribuye a la destruccién de
la pared bacteriana y a la lisis por desequilibrio osmético.

La asociacion del anillo betalactdmico con otro radical (habitualmente otro
anillo) conforma el denominado nucleo antibidtico. De esta forma, existen
distintas clases de antibidticos betalactdmicos con propiedades especificas en
funcion de dicho nucleo, definiendo su accion farmacoldgica y su espectro de
actividad. Ademas, la sustitucion del nucleo antibidtico con diferentes grupos
guimicos da lugar a una gran diversidad de compuestos con caracteristicas
funcionales propias dentro de cada clase.

Las principales clases de antibidticos betalactamicos y sus nucleos
antibidticos constituyentes son los siguientes (Fig. 1):

- Penicilinas: su nucleo antibidtico contiene un anillo betalactamico
y un anillo de tiazolidina, formando el 4&acido 6-a-
aminopenicilanico.

- Cefalosporinas: son estructuralmente similares a las penicilinas y
su estructura basica la forma el nucleo cefem (anillo de
dihidrotiacina fusionado al anillo betalactamico).

- Monobactamicos: Son derivados del acido 3-
aminomonobactamico, con un nucleo de estructura monociclica
en la que el Unico anillo es el betalactamico.

- Carbapenémicos: la asociacion de un anillo pirrolidinico al anillo
betalactdmico constituye el nucleo de este tipo de antibidticos.
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NUCLEO DEL ANTIBIOTICO BETALACTAMICO / GRUPO ANTIBIOTICO
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Figura 1. Representacion de los nucleos antibidticos de cada familia de betalactamicos
(penicilinas, cefalosporinas, monobactanes y carbapenémicos). En rojo se representa el anillo
betalactamico, comun en todas las clases, y en azul el grupo quimico que otorga especificidad a
cada familia.

2.1.1 Carbapenémicos.

Los carbapenémicos son los antibidticos con mayor espectro de actividad
qgue existen actualmente, ademas de los mas resistentes frente a la hidrélisis
mediada por betalactamasas. Son compuestos cuyo nucleo comprende la fusion de
un anillo pirrolidinico al anillo betalactamico. Se diferencian de las penicilinas por
la sustitucion del &tomo de azufre por uno de carbono, asi como por la presencia
de un doble enlace adicional en el pentaciclo. Su estructura quimica se caracteriza
ademas por la presencia de un grupo hidroxietilo en posicién 6 del carbapenem,
siendo las posiciones 1 y 2 ocupadas por diferentes radicales que confieren
caracteristicas funcionales especificas a cada molécula carbapenémica.

Su gran facilidad para penetrar en el espacio periplasmico bacteriano, su
alta afinidad por las PBPs y su estabilidad frente a las betalactamasas les otorgan
su gran potencia y versatilidad, presentando una buena actividad contra la mayoria
de las bacterias aerobias y anaerobias, Gram positivas y Gram negativas. Debido a
su gran potencial, su uso esta practicamente restringido a infecciones severas
causadas por organismos multirresistentes y su administracion se realiza
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Unicamente por via parenteral en un entorno hospitalario (Queenan and Bush
2007).

Actualmente se comercializan cuatro antibidticos carbapenémicos:
imipenem, meropenem, ertapenem y doripenem (Fig. 2)

HO

Doripenem

Iz

o
HN Vi
4 TN,
o]

Ertapenem

I=z
o
ZT
; °
[o]
I

Meropenem "
AN
N
/N
Imipenem
HN
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Figura 2. Estructura quimica de los antibidticos carbapenémicos utilizados en clinica.

2.2 RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS BETALACTAMICOS MEDIADA POR f3-
LACTAMASAS.

Las B-lactamasas son enzimas bacterianas capaces de hidrolizar antibiéticos
B-lactamicos (Fig. 3), impidiendo que puedan inhibir la sintesis del péptidoglicano y
protegiendo a la bacteria que las expresa de su accién letal (Gutkind, Di Conza et
al. 2013).
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Figura 3. Representacion de la accién hidrolitica de las betalactamasas sobre los antibiéticos
betalactamicos. La ruptura del enlace amida en el anillo betalactamico modifica el compuesto
antibidtico, que no puede interaccionar ya con las PBPs diana y pierde su actividad bactericida.

W

Por tanto, las betalactamasas son las principales responsables de Ia
resistencia que presentan las bacterias frente a los antibidticos betalactamicos.
Dado que penicilinas, cefalosporinas y carbapenémicos son los tratamientos de
eleccién frente a numerosas infecciones, la deteccién de betalactamasas en cepas
patégenas y su caracterizacion funcional es sumamente importante para la
eleccioén del tratamiento antibidtico adecuado.

La clasificacidon de los diferentes tipos de betalactamasas se ha realizado
tradicionalmente en base a su homologia en secuencia primaria, definiéndose
cuatro grupos: A, B, C, D (Ambler 1980). Atendiendo a su mecanismo de accidn, las
B-lactamasas de clases A, Cy D son serin-hidrolasas que llevan a cabo la hidrélisis
del antibidtico a través de una serina catalitica situada en el centro activo. Las -
lactamasas de clase B sin embargo, son metaloproteinas que requieren zinc para
desempeiiar su actividad catalitica.

Existe también un sistema de clasificacion alternativo que agrupa las
betalactamasas en funciéon de sus caracteristicas funcionales (Bush and Jacoby
2010). Considerando como criterios su espectro de actividad (sustratos sobre los
gue son activas) y su patron de inhibicion, se definen tres grandes grupos con
multiples subgrupos: grupo 1, constituido por cefalosporinasas de clase C no
inhibibles por acido clavuldnico; grupo 2, compuesto principalmente por las serin-
betalactamasas de clases Ay D (penicinilasas, cefalosporinasas inhibibles por acido
clavulanico, serin-carbapenemasas y betalactamasas de amplio espectro); grupo
3, comprendido por metalobetalactamasas no inactivables con inhibidores
derivados del anillo betalactamico.

2.3 OXACILINASAS.

De acuerdo a su secuencia aminoacidica, las oxacilinasas son B-lactamasas
de clase D y pertenecen a los grupos 2d, 2de y 2df (Bush and Jacoby 2010) segun
sus caracteristicas funcionales. Estan presentes en bacterias gram-negativas,
principalmente en los géneros Acinetobacter y Pseudomonas (Naas and Nordmann
1999).
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Inicialmente, las betalactamasas de clase D fueron definidas como enzimas
capaces de hidrolizar las isoxazolilpenicilinas (oxacilina, cloxacilina, dicloxacilina) y
meticilina con mayor eficiencia que las penicilinas clasicas, ademas de no ser
inhibibles por acido clavuldnico, tazobactam o sulbactam (Bush, Jacoby et al.
1995). Debido a su actividad preferencial por este tipo de sustratos recibieron el
nombre de oxacilinasas. Sin embargo, la caracterizacion posterior de nuevos
miembros de esta familia permitid establecer que se trata del grupo de
betalactamasas con mayor diversidad bioquimica, funcional y genética (Naas and
Nordmann 1999).

2.3.1 Mecanismo hidrolitico.

Al igual que las betalactamasas de clase A y C, las oxacilinasas son serin-
hidrolasas. Los residuos que componen el centro activo se encuentran altamente
conservados en todos los miembros de la familia, y se organizan en tres motivos
(Poirel, Naas et al. 2010) (Fig. 4):

Elemento 1: S-X-X-K contiene la serina catalitica y
la lisina que se encuentra
carboxilada en la forma activa
de la enzima

Elemento 2 S-X-V/I

Elemento 3: K-T/S-G

ELEMENTO 2

~.

ELEMENTO 1
ELEMENTO 3

Figura 4 Conformacion del centro activo de OXA-10, una oxacilinasa cldsica, con sus tres
elementos constituyentes: 1 (amarillo), 2 (verde) y tres (cian)
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A pesar de la similitud que presenta su centro activo con otras serin-
betalactamasas, las oxacilinasas poseen un mecanismo de accién particular, ya que
resulta fundamental para su actividad hidrolitica que la lisina localizada en el
elemento 1 del centro activo se encuentre carboxilada. La lisina carboxilada media
como base en los procesos de acilacién y desacilacion del complejo acil-enzima. El
carboxilato de la lisina establece un puente de hidrégeno con la serina catalitica
aumentando su reactividad y propiciando el ataque nucleofilico sobre el anillo
betalactamico para la formacidon de la acil-enzima. Del mismo modo, la interaccion
del carboxilato con una molécula de agua promueve la desacilacidon del intermedio
acilado y la liberacion del producto inactivo (Schneider, Bethel et al. 2009),
(Golemi, Maveyraud et al. 2001).

Aunque todas las oxacilinasas poseen un mecanismo catalitico comun, su
espectro de actividad y su afinidad por diferentes sustratos difiere ampliamente
entre los distintos componentes de este grupo. De esta forma, podemos distinguir
entre las oxacilinasas capaces de hidrolizar antibidticos carbapenémicos (OXA-
carbapenemasas) y las que no poseen dicha actividad, como se describe a
continuacion.

2.3.2 Oxacilinasas sin actividad carbapenemasa: caracterizacion estructural.

Esta clase de oxacilinasas presentan una actividad limitada principalmente a
isoxazolilpenicilinas, meticilina y amino- e ureido-penicilinas, aunque también
pueden presentar actividad cefalosporinasa en mayor o menor medida. Los genes
gue codifican estas betalactamasas son adquiridos por las bacterias en plasmidos o
integrones, siendo escasa su aparicion de forma constitutiva en el genoma
bacteriano (Poirel, Naas et al. 2010).

La resolucion de la estructura cristalografica de algunas oxacilinasas de este
tipo, (OXA-1 (Sun, Nukaga et al. 2003), OXA-10 (Paetzel, Danel et al. 2000), OXA-13
(Pernot, Frenois et al. 2001)) ha permitido un mejor conocimiento de su
funcionalidad y sus diferencias con otras serin-betalactamasas.

Desde el punto de vista estructural, todas presentan una organizacion
tridimensional muy similar en forma de dimero, a excepcidon de OXA-1, de manera
qgue cada mondmero presenta un plegamiento constituido por un dominio
helicoidal y otro dominio que comprende una lamina beta central formada por 6
hebras-f3 antiparalelas y las hélices N- y C- terminales (Fig. 5). El centro activo se
aloja en un surco definido en la interfase entre ambos dominios.
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Figura 5. a) plegamiento de OXA-1, con dos dominios bien diferenciados: uno helicoidal (rojo) y
otro que consta de la lamina beta central y las hélices N- y C- terminales (cian).

b) superposicion de las estructuras diméricas de OXA-10 (azul) y OXA-13 (verde). Puede
apreciarse el alto grado de conservacion que mantiene el ordenamiento general de estas
betalactamasas.

La superposicidn de las estructuras de este tipo de serin-oxacilinasas con las
betalactamasas de clases A (Jelsch, Mourey et al. 1993) y C (Oefner, D'Arcy et al.
1990) muestra que, a pesar de la similitud que mantienen en el plegamiento,
existen variaciones importantes que justifican, no sélo la diferente especificidad de
sustrato que existe entre ambas familias, sino también peculiaridades del
mecanismo catalitico que implica los pasos de acilacion/desacilacion.

Especialmente importante es la diferencia que encontramos, tanto en
tamaifio como en posicion, en el denominado lazo Q2 adyacente al centro activo. La
conformacion de este lazo resulta clave en las serin-betalactamasas de clases Ay
C, ya que condiciona la especificidad del sustrato (Fig. 6). Ademas, el lazo Q aloja
un residuo catalitico clave en las betalactamasas de clase A, una glutamina, que
actia como base general durante la hidrdlisis del antibidtico. Préoximo al lazo Q se
encuentra una tirosina que realiza, en las betalactamasas de clase C, una funcién
similar a la de la glutamina en las de clase A (Banerjee, Pieper et al. 1998) (Oefner,
D'Arcy et al. 1990). El lazo Q de las betalactamasas de clase D es significativamente
mas corto en secuencia y adopta una conformacién diferente, de forma que no
juega un papel tan importante en el espectro de actividad enzimatica como en las
betalactamasas de clases Ay C (Paetzel, Danel et al. 2000).
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Figura 6. Superposicion de la estructura de OXA-10 (verde; 1FOF) con las estructuras de las
betalactamasas de clase A TEM-1 (naranja; 1ZG4) y clase C (azul; 1FR1). El plegamiento se
encuentra conservado, aunque cabe destacar las diferencias en el lazo EEque presentan las
oxacilinasas con respecto a las betalactamasas de clase A y C, donde este elemento estructural
desempeiia un papel clave.

La conformacion del centro activo, con los tres elementos que la definen,
es también muy similar en las serin-betalactamasas de clases A, C y D, como se
muestran en la Tabla 1y en la Fig. 7.

Tabla 1. Elementos del centro activo en serin-betalactamasas

Elementol Elemento 2 Elemento 3
Clase A S-X-X-K S-D-N K/R-S/T-G
Clase C (CF) S-X-X-K Y-A-N K-T-G
Clase D (0OXA-10) S-X-X-K S-X-V K-T/S-G
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Figura 7. Superposicion de los centros activos de las betalactamasas de clase A (naranja; TEM-
1), C (azul; CF) y D (verde; OXA-10). Tanto los residuos que los componen como la arquitectura
general se encuentran muy conservados. Sin embargo, el mecanismo catalitico presenta
importantes diferencias en las oxacilinasas, debido a la carboxilacién de la lisina del elemento 1,
que favorece su actuacion como base en las reacciones de acilacion/desacilaciéon. Esta funcion
la desempeiian una glutamina del lazo Q) y una tirosina del elemento 2 en las betalactamasas de
clase A y C respectivamente. Los residuos que actiian como base durante la hidrdlisis en las tres
clases aparecen representados en gris (lisina carboxilada, glutamina y tirosina).

2.3.3 Oxacilinasas con actividad carbapenemasa: OXA-carbapenemasas.

Las OXA-carbapenemasas, o carbapenemasas de <clase D, son
betalactamasas incluidas en la familia de las oxacilinasas por la homologia
secuencial (entre el 18 y el 36%) que presentan con ellas, pero que han
desarrollado un perfil hidrolitico diferente a las oxacilinasas clasicas. Son capaces
de hidrolizar carbapenémicos, aunque no cefalosporinas y, en algunos casos,
incluso han perdido o disminuido su capacidad hidrolitica frente a
isoxazolilpenicilinas (oxacilina, cloxacilina). Son capaces también de conferir
resistencia a carboxipenicilinas y aminopenicilinas (Queenan and Bush 2007).

Desde de que en 1993 se describiese la primera oxacilinasa con actividad
carbapenemasa (OXA-23) en una cepa multirresistente de A. baumannii presente
en un hospital escocés (Paton, Miles et al. 1993), el nimero de carbapenemasas de
este tipo identificadas en hospitales de todo el mundo ha crecido de forma
alarmante. La gran mayoria se han aislado en patdgenos gram-negativos
multirresistentes, como Pseudomonas aeruginosa y, muy especialmente, A.
baumannii. El hecho de que estos patdgenos hayan desarrollado resistencias a
antibidticos carbapenémicos estd originando un serio problema terapéutico, ya
que estos compuestos constituian el dltimo recurso de tratamiento.

Las OXA-carbapenemasas se pueden dividir en diferentes grupos, de
acuerdo a su secuencia aminoacidica (Fig. 8). La homologia de secuencia entre los
miembros de un mismo grupo suele ser superior al 90% mientras que la relacién
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entre las enzimas de diferentes grupos oscila entre un 40 y un 70% (Walther-
Rasmussen and Hoiby 2006).

Grupo 1: formado por OXA-23, cuyo gen es portado en un
plasmido, OXA-27 (Afzal-Shah, Woodford et al. 2001) sintetizada
de un gen de localizacion cromosémica, y OXA-49. La diferencia
entre los componentes de este grupo oscila entre 2 y 5
aminodacidos.

Grupo 2: el segundo grupo lo caracteriza OXA-24 (Bou, Oliver et al.
2000), expresadas mayoritariamente a partir de genes de
localizacion cromosdmica, aunque recientemente han aparecido
plasmidos portadores del gen bla,,,.,4. El resto de miembros del
grupo lo componen OXA-25, OXA-26 (Afzal-Shah, Woodford et al.
2001), y OXA-72. Las diferencias entre estas enzimas se reducen a
5 aminoacidos en el mayor de los casos.

Grupo 3: representado por OXA-58 (Poirel, Marque et al. 2005) y
un mutante puntual de la misma, OXA-97 (Poirel, Mansour et al.
2008), ambas codificadas por genes de localizacidn plasmidica.

Grupo 4: incluye OXA-51 (Brown, Young et al. 2005), las
oxacilinasas 64 a 66, 68 a 71y 75 a 78 (Brown and Amyes 2005),
(Heritier, Poirel et al. 2005) Es el grupo que presenta una mayor
variacién de secuencia, pudiendo ser de hasta 15 aminoacidos
entre los miembros que lo componen. Resulta interesante
destacar que los genes que codifican tanto para OXA-51 como
para OXA-69 pueden formar parte intrinsecamente del genoma de
Acinetobacter baumannii, aungque suelen encontrarse silentes.

La aparicidon en una cepa multirresistente de A. baumannii de una nueva
OXA-carbapenemasa, OXA-143 (Higgins, Poirel et al. 2009), que presenta una
homologia del 88% con OXA-24, del 63% con OXA-23 y del 52% con OXA-58, podria
dar lugar a la aparicidon de un nuevo grupo. Su principal caracteristica es que su gen
no es portado por ningln transposdn o integrén, pero es adquirido por la bacteria
mediante recombinacién homoéloga.
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Figura 8. Resumen de las diferentes familias en las que se agrupan las carbapenemasas de clase
D en A. baumannii.

Los grupos 1 al 4, descritos anteriormente, corresponden a OXA-
carbapenemasas aisladas y descritas a partir de cepas multirresistentes de A.
baumannii. Los grupos del 5 al 8, que se describen a continuacidn, corresponden a
carbapenemasas de clase D presentes en otros organismos, preferentemente en
los géneros Klebsiella, Pseudomonas, Ralstonia y Shewanella.

- Grupo 5: compuesto por dos carbapenemasas del género
Shewanella, OXA-55 (Heritier, Poirel et al. 2004) y OXA-SHE, de
poca importancia clinica.

- Grupo 6: constituido por OXA-48 (Poirel, Heritier et al. 2004),
aislada del patdégeno oportunista Klebsiella pneumoniae, y OXA-54
(Poirel, Heritier et al. 2004), de Shewanella oneidensis, siendo la
diferencia entre ambas de 20 aminoacidos.

- Grupo 7: corresponde a OXA—carbapenemasas identificadas en
Pseudomonas aeruginosa, otro importante patégeno nosocomial.
El miembro mas representativo de este grupo es OXA-50 (Girlich,

25



INTRODUCCION

Naas et al. 2004), siendo el resto de los miembros del grupo
enzimas con variaciones comprendidas entre 1 y 5 aminodcidos (
OXA-50a, -50b, -50d, -50e).

- Grupo 8: en este grupo se incluyen las OXA-carbapenemasas
aisladas de Ralstonia pickettii, un patdégeno oportunista
emergente. Esta familia esta encabezada por OXA-60 (Girlich,
Naas et al. 2004), mientras que el resto de los componentes son
variantes de 1 hasta 21 residuos (- 60a, -60b, -60c, -60d).

Los alineamientos de las secuencias de las carbapenemasas de clase D con
las oxacilinasas tradicionales muestran que se conservan los elementos
estructurales caracteristicos de las serin-betalactamasas en el centro activo. El
motivo por el cual este grupo de oxacilinasas modificé entonces su perfil hidrolitico
hasta adquirir actividad frente a antibidticos carbapenémicos fue la pregunta clave
gue condujo a la realizacidon de este trabajo de Tesis. Asi mismo, nos planteamos la
posibilidad de que la respuesta constituyese un punto de partida para entender el
mecanismo de accion de estas betalactamasas, pudiendo iniciar la bisqueda de
una solucién a los problemas que su aparicidon esta causando en el tratamiento de
graves infecciones hospitalarias.

2.4 RESISTENCIA A CARBAPENEMICOS EN A. BAUMANNII.

Como ya hemos discutido anteriormente, las OXA-carbapenemasas,
practicamente exclusivas del género Acinetobacter, son la causa enzimatica
principal y mas frecuente de la resistencia que presenta este patdgeno a
carbapenémicos (Brown and Amyes 2006). Si bien la presencia de estas enzimas
resulta decisiva para la adquisicion de resistencia a carbapenémicos en cepas
multirresistentes de A. baumannii (Heritier, Poirel et al. 2005), existen otros
mecanismos que contribuyen o confieren por si mismos este fenotipo a este
género (Poirel and Nordmann 2006).

- Metalo--lactamasas: Tres grupos de metalo-betalactamasas
(VIM, IMP y SIM) han sido identificados en cepas multirresistentes
de A. baumannii, aunque con una frecuencia muy baja y una
escasa dispersion. Los genes que codifican dichas enzimas son
adquiridos por la bacteria, embebidos en integrones de clase 1.
Estas metalo-betalactamasas confieren un alto grado de
resistencia frente a todos los betalactdmicos, excepto el
aztreonam, y no son inhibibles ni por clavuldanico ni por
tazobactam.

- Déficit en los canales de entrada: las porinas son las proteinas
responsables de la permeabilidad de los betalactdmicos a través
de la membrana. La disminucion de la expresiéon de porinas en
cepas portadoras de carbapenemasas de clase D supone una
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permeabilidad reducida del antibidtico a través de la membrana y
parece contribuir a la adquisicién de resistencia. (Siroy, Molle et
al. 2005), (Costa, Woodcock et al. 2000), (Bou, Cervero et al.
2000), (del Mar Tomas, Beceiro et al. 2005)

- Mecanismos de expulsidon activa: La expresidn constitutiva en
algunas cepas de A. baumannii de la bomba de expulsién AdeABC
del tipo RND (“Resistance-Nodulation-Division”), caracterizada por
ser capaz de unir un gran numero de moléculas quimicas de
distinta naturaleza, parece estar relacionada con un aumento de
las CMlIs frente a imipenem y meropenem, aunque su papel no
estd aun claramente descrito (Magnet, Courvalin et al. 2001).

- Modificaciones en la expresion de las proteinas de unidon a
penicilinas (PBPs): la expresion de PBPs con baja afinidad por el
anillo betalactamico (24 kDa PBP), y que por tanto son dificilmente
inactivables por este tipo de antibidticos, es un mecanismo que,
aunque con poca frecuencia, puede encontrarse en cepas
multirresistentes de A. baumannii (Fernandez-Cuenca, Martinez-
Martinez et al. 2003). Del mismo modo, la baja expresién de la
PBP 2 (73.2 KDa) puede contribuir de manera alternativa a la
resistencia a carbapenémicos en presencia de carbapenemasas.

2.5 INHIBIDORES DE BETALACTAMASAS.

Los inhibidores de betalactamasas utilizados actualmente en el ambito
clinico son moléculas de estructura quimica betalactamica con baja o nula
actividad antibacteriana y que se unen de forma irreversible a las
betalactamasas inactivandolas, de forma que no puedan interaccionar con
el antibiotico. Su administraciéon conjunta con el antibidtico lo protege
frente a la hidrélisis por betalactamasas y aumenta significativamente su
espectro de accién. Se comercializan tres inhibidores de betalactamasas: el
acido clavulanico, y dos sulfonas del acido penicilanico, el sulbactam vy el
tazobactam (Drawz and Bonomo 2010).

El acido clavulanico y el tazobactam presentan una actividad inhibitoria
mayor frente a betalactamasas de clase A que frente a betalactamasas de
clase C. El sulbactam, por el contrario, inhibe con mayor eficiencia las
betalactamasas de clase C (Fig. 9). Ademas, el sulbactam presenta mayor
actividad antibacteriana por su afinidad por la PBP 2.
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Figura 9. Estructura quimica de los inhibidores utilizados en la actualidad para inhibir la
actividad de betalactamasas, preferentemente de clases Ay C.

El hecho de que ninguno de los inhibidores de betalactamasas
comercializados actualmente sea capaz de bloquear de forma efectiva la
actividad de las carbapenemasas de clase D, contribuye a agravar el déficit
terapéutico que su expansion en el ambito hospitalario esta causando.

El disefio dirigido y racional de nuevos inhibidores, basado en los
conocimientos aportados por el andlisis de la estructura tridimensional de
las enzimas es una estrategia creciente en el sector farmacéutico. Rastrear
nuevos compuestos como posibles inhibidores de este tipo de
betalactamasas y estudiar su mecanismo de accién en complejo con la
carbapenemasa de clase D OXA-24, ha constituido otro de los objetivos
planteados durante esta investigacion.
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3 OBIJETIVOS

OXA-24 es una B-lactamasa aislada en el Hospital Ramén y Cajal de
una cepa hospitalaria multirresistente de A. baumannii durante un brote
epidemiolégico. Atendiendo a su secuencia, OXA-24 pertenece a la familia de
las B-lactamasas de clase D u oxacilinasas, caracterizadas por degradar
preferentemente oxacilina, cloxacilina y meticilina a través de una serina
catalitica. OXA-24, a diferencia de las oxacilinasas tradicionales, ha perdido
su actividad hidrolitica frente a oxacilina mientras que ha adquirido Ia
capacidad de hidrolizar antibidticos carbapenémicos. Dado que los
alineamientos de secuencia con las oxacilinasas clasicas demuestran que los
residuos cataliticos que componen el centro activo se encuentran muy
conservados, la resolucidon de la estructura tridimensional, puede resultar
clave para establecer el mecanismo de accidon. De esta forma, podriamos
explicar la adquisicion de la especificidad por antibidticos carbapenémicos, lo
gue constituiria un punto de partida para el desarrollo de nuevos
inhibidores.

Trabajando sobre esta hipotesis previa, los objetivos concretos de esta
Tesis han sido los siguientes:

1. Establecer los mecanismos moleculares que determinan la actividad
carbapenemasa de OXA-24, mediante la resolucion y posterior analisis
de su estructura tridimensional.

2. Llevar a cabo la busqueda vy el disefio racional de inhibidores de la

actividad B-lactamasa de OXA-24 a partir de las conclusiones extraidas
de su estructura.
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4 MATERIALES Y METODOS

4.1 CLONAJE DE LAS PROTEINAS.

El clonaje del gen de la B-lactamasa OXA-24 en su forma nativa y el de los
mutantes OXA-24y115n, OXA-24\1203a Y OXA-24y1150/m223n €N l0s vectores PAT-RA y
pPGEX-6p-1 se llevd a cabo en el laboratorio de Microbiologia del Hospital Juan
Canalejo de La Coruia (Santillana, Beceiro et al. 2007).

4.1.1 Clonaje del gen de OXA-24wt y de los mutantes OXA-24y11,a, OXA-
%MZZ.?A Yy OXA'24Y112A/M223A en 6/ vector PAT-RA.

Para poder comprobar el efecto de la B-lactamasa OXA-24 y los mutantes
OXA-24v115n, OXA-24pn3n Y OXA-24v1150/m2234 sobre la resistencia a
carbapenémicos en una cepa de A. baumannii, se clonaron los genes que codifican
estas proteinas en el plasmido PAT-RA. Dicho vector permite expresar proteinas
recombinantes en A. baumanniiy en E. coli (Hunger, Schmucker et al. 1990).

El gen de la B-lactamasa OXA-24 se obtuvo mediante PCR a partir del
genoma de la cepa RYC 52763/97 de A. baumannii (Bou, Oliver et al. 2000),
utilizando como cebadores los oligonucleétidos OXA24Fow y OXA24Rev (Tabla 2).

Los mutantes OXA-24yi150 ¥ OXA-24y03n S€ generaron a partir del gen
nativo en dos reacciones de PCR secuenciales (Ho, Hunt et al. 1989), utilizando
como cebadores las siguientes combinaciones de oligonucledtidos:
OXA24Fow/OXA24RevY112A y OXA24Rev/OXA24FowY112A para el mutante OXA-
24y1100 Y OXA24Fow/OXA24RevM223A y OXA24Rev/OXA24FowM?223A para el
mutante OXA-24,,,,34 (Tabla 2).

El doble mutante OXA-24y115a/m2234 S€ Obtuvo a partir del gen mutante OXA-
24y11o4 €n dos reacciones de PCR con los cebadores OXA24Fow/OXA24RevM223A
y OXA24Fow/OXA24RevM223A (Tabla 2).
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Tabla 2: Oligonucledétidos utilizados en las reacciones de PCR
OXA24Fow 5- AAAGGATCCATGAAAAAATTTATACTTCC
OXA24Rev 5- AAAGAATTCTTAAATGATTCCAAGATTTTC

OXA24FowY112A 5- GGTAAAAAAAGAACTGCTCCTATGTGG
OXA24RevY112A 5- CCACATAGGAGCAGTTCTTTTTTTACC
OXA24FowM223A 5- GTGGATGGGGAGCGGGTGTTACTCC
OXA24RevM223A 5 - GGAGTAACACCCGCTCCCATCCAC
OXA24FowpGEX 5- AAGGATCCTCTATTAAAACTAAATCTGAAG

Los productos de la amplificacidon se purificaron mediante electroforesis en
geles de agarosa y posteriormente se clonaron en el vector pAT-RA (del Mar
Tomas, Beceiro et al. 2005) entre los sitios de restriccion Smal y EcoRl.

Los plasmidos resultantes (Tabla 3) fueron introducidos por electroporacién
en E. coli TG1. Las colonias transformadas se seleccionaron en placas de LB-agar
con ampicilina a una concentracion de 40 mg/L. Finalmente, se comprobd la
validez de los plasmidos recombinantes mediante secuenciacion del ADN.

4.1.2 C/Onaje del gen de OXA-24 y de los mutantes OXA'24y112A, OXA'24M223A
y OXA'24Y112A/M223A en el vector pGEX—GD-l

Los experimentos de cristalizacion requieren una gran cantidad de proteina
con un elevado grado de pureza. Para lograr un método de expresion y purificacion
eficiente, se clonaron los genes de OXA-24 y los diferentes mutantes en el vector
PGEX-6p-1 (Amersham). Dicho vector permite expresar las proteinas de interés
como proteinas de fusion con GST (Glutation-Serin-Transferasa).

Se amplificaron los genes de OXA-24 y los mutantes por PCR a partir de las
construcciones pAT-RA-OXA241, pAT-RA-OXA-24y1154, PAT-RA-OXA-24\12235 Y PAT-
RA-OXA-24y117a/m223a, Utilizando como cebadores en todos los casos los
oligonucledtidos OXA24FowpGEX / OXA24Rev. Los productos de PCR purificados y
digeridos se introdujeron en el plasmido pGEX-6p-1 entre los sitios de restriccion
BamHI| y EcoRl. Los plasmidos recombinantes (Tabla 3) se introdujeron en E.coli
TG1 por electroporacion y se seleccionaron las colonias que habian incorporado el
plasmido mediante crecimiento sobre placas de LB-agar con ampicilina (40 mg/L).
Los plasmidos resultantes se verificaron mediante secuenciacién del ADN.
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Tabla 3: Plasmidos

VECTOR CARACTERISTICAS CEPA PLASMIDOS
EXPRESION RECOMBINANTES
pAT-RA  ApR, Promotor del E. coli TG1, A. PAT-RA-OXA24y7,
gen de la lactamasa baumannii PAT-RA-OXA-24y112p,
CTX-M-14 JC7/04 PAT-RA-OXA-24y223p,

PAT-RA-OXA-24v1120m223A

pGEX- ApR, Promotor tac, E. coli BL21 PGEX-OXA24r,

6p-1 sistema de represion PGEX-OXA-24y1124,
laclq, PGEX-OXA-24\223p,

PGEX-OXA-24v112am223A

4.2 ENSAYOS DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA.

Las cinéticas enzimadticas y las determinaciones de las Concentraciones
Minimas Inhibitorias (CMls) fueron llevadas a cabo en el laboratorio de
Microbiologia del Hospital Juan Canalejo de La Corufia (Santillana, Beceiro et al.
2007).

4.2.1 Ensayos cinéticos.

Se realizaron diferentes ensayos para determinar los pardmetros cinéticos
(Keats Ky Keat/Kmy Vim) de las reacciones de hidrolisis de OXA-24 y los mutantes OXA-
24v110n Y OXA-24v11am223a frente a los antibidticos oxacilina, ampicilina,
meropenem e imipenem, utilizando procedimientos previamente descritos (Hujer,
Hamza et al. 2005).

Los experimentos se realizaron a 25°C en un espectrofotdmetro Nicolete
Evolution 300 (Thermo Electron Corporation, Waltham, MA) utilizando cubetas de
cuarzo con un paso optico de 0.2 cm. Los experimentos se realizaron por triplicado
en tampon PBS con BSA a una concentraciéon de 20 mg/L.

Los valores de K, fueron calculados como valores de K; en ensayos de
competicion con nitrocefina. La V.. se calculé a partir de la ecuacion de
Michaelis—Menten considerando una concentraciéon de antibidtico seis veces la K.
Debido a que la cloxacilina presenta valores muy altos de K., 1a V. se calculd
asumiendo una reaccién de primer orden con concentraciones de cloxacilina entre
100 y 400 uM (Santillana, Beceiro et al. 2007).

4.2.2 Determinacion de las CMls.

Para estudiar el efecto sobre la resistencia a antibidticos carbapenémicos de
OXA-24 nativa y los distintos mutantes utilizamos la cepa clinica JC7/04 de A.
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baumannii sensible a carbapenemas transformada con los plasmidos
recombinantes pAT-RA/OXA-24;, PAT-RA/OXA-24y115a, PAT-RA/OXA-24\12230 Y
PAT-RA/OXA-24y112n/m223A-

La determinacidn de los perfiles de susceptibilidad y de los valores de CMls
frente a los antibidticos piperacilina, cefalotina, cefuroxima, cefoxitina, aztreonam,
imipenem, meropenem y ampicilina se realizé mediante tiras E test (ABBiodisk,
Solna, Sweden) y ensayos de microdilucion siguiendo los criterios de la NCCLS
(National Committee for Clinical Laboratory Standards 2003).

4.3 EXPRESION Y PURIFICACION DE OXA-24 Y LOS MUTANTES OXA-24y112a
MYIIZA[MZZ3A;

4.3.1 Expresion.

OXA-24 y sus mutantes se expresaron en el sistema pGEX-6p-1/E.coli BL21
(GST Gene Fusion System, Amersham) como proteinas de fusidon con GST.

Los plasmidos recombinantes fueron transformados en la cepa de
expresion E. coli BL21 mediante electroporacion con un electroporador
MicroPulser (Eppendorf) a un voltaje de 3.5 Kv durante 5 ms. Para realizar la
transformacién se mezclaron 100 ng de ADN con 80 pl de células de expresién.
Tras el choque eléctrico, las células se recuperaron en 1 ml de medio LB durante 1
hora a 37°C. Las células transformadas se seleccionaron en placas de LB-agar
suplementadas con ampicilina (40 mg/L).

Para la expresion de las proteinas en células E. coli BL21 se inoculd un
cultivo de 500 ml de LB suplementado con 20 mg de ampicilina a una D.O.5001m
inicial de 0.15 y se incubd a 37°C con agitacion (250 r.p.m.) en un incubador orbital
New Brunswick Scientific Company. Cuando el cultivo alcanzé una D.O.g90nm de 0.7
se afladié IPTG (isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido) a una concentracion final de
0.8 mM para inducir la expresion.

Transcurridas 18 horas a 37°C con agitacion, se centrifugé el cultivo a 8275 g
y 4°C durante 5 minutos. Las células decantadas se resuspendieron en 50 ml de
tampoén TRIS 50 mM pH=7, 150 mM NaCl, 1mM DTT, 5mM EDTA vy se lisaron por
sonicacion en hielo. El lisado se centrifugé a 4°C durante media hora a 142413 g en
una ultracentrifuga preparativa (XL100 de Beckman) y se recogio el sobrenadante,
gue contenia la proteina de fusion soluble.

4.3.2 Purificacion.

Las proteinas de fusidon expresadas se purificaron mediante una
cromatografia de afinidad con una columna de glutation-sepharosa a la que la
proteina GST se une con gran afinidad. La cromatografia se realiza en un equipo
para FPLC AKTAprime (Amersham Biosciences).
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En una columna de glutation-sepharosa GSTrap FF (Amersham Biosciences)
de 5ml, equilibrada con tampdén TRIS 50 mM pH=7, 150 mM NaCl, 1mM DTT y
5mM EDTA, se carga el extracto que contiene la proteina de fusién soluble a un
flujo de 1ml/min. Una vez que eluyen todos los contaminantes y la absorbancia
recupera el nivel basal, se extrae la proteina de fusion retenida en la columna
afadiendo 10 mM de glutation reducido al tampdn en el que hemos cargado la
muestra. La fraccidon en la que eluye la proteina se detecta mediante la medicidn
de la absorbancia a 280 nm y se analiza su pureza mediante electroforesis en geles
SDS-PAGE.

Para separar OXA-24 y sus mutantes de la proteina GST se realiza una
digestion con la proteasa PreScission (Amersham), con una relacién de
concentraciones proteasa/proteina de fusion de 1/50. El corte se lleva a cabo a 4°C
durante toda la noche mientras se dializa la muestra frente a TRIS 50 mM pH=7,
150 mM NaCl, ImM DTT y 5mM EDTA para eliminar el glutation reducido. La
eficiencia del corte se analiza mediante electroforesis en un gel SDS-PAGE.

Para recuperar OXA-24 y los mutantes se realiza una nueva cromatografia
en una columna de glutation-sepharosa siguiendo el mismo protocolo descrito
anteriormente. La proteasa, la proteina GST y la proteina de fusién no digerida
guedan unidas a la resina, mientras que OXA-24 o sus mutantes eluyen en la
fraccion que no se retiene.

4.4 CARACTERIZACION DE LAS PROTEINAS.

4.4.1 Electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS.

Para determinar la pureza de las muestras se realizaron electroforesis en
geles de poliacrilamida al 15% en presencia de SDS (condiciones
desnaturalizantes), utilizando el sistema de cubetas Mini-PROTEAN (BIO-RAD) vy
una fuente PowerPac Basic (BIO-RAD).

Las electroforesis se llevaron a cabo con tampdn Tris-HCI 25mM, glicina
192mM vy SDS al 0.1% a temperatura ambiente y a una corriente constante de 50
mA. Previamente, las muestras se hirvieron 3 minutos en presencia de tampdn de
carga (Tris-HCI 62.5mM pH=6.8, 2% de SDS, 5% de DTT, 10% de gilcerol y azul de
bromofenol 0.01%). Para tefir el gel y visualizar las bandas de proteina se utilizd
una solucion de teflido con 10% de etanol, 5% de acido acético y 0.005% de azul de
coomassie R-250.

Se utilizd un marcador de peso molecular (Precision Plus Protein Dual Color
Standards, BIO-RAD) para determinar el tamafio de las bandas.
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4.4.2 Determinacion de Ila concentracion de proteina mediante
espectroscopia UV-visible.

La concentracion de las proteinas se determind mediante espectroscopia
UV-visible utilizando un espectrofotometro Agilent 8453 (Eppendorf). Los
espectros se realizaron a temperatura ambiente entre las longitudes de onda de
250 y 320 nm en cubetas UVette (Eppendorf) de 0.2-1 cm de paso 6ptico. Los
coeficientes de extincion molar se calcularon introduciendo las secuencias
primarias de las proteinas en la herramienta ProtParam del servidor ExPASy
(www.expasy.org).

4.4.3 Ensayos de ultracentrifugacion analitica.

Las técnicas de ultracentrifugacion analitica (velocidad y equilibrio de
sedimentacion) permiten determinar el tamafo, el estado de asociacién, la forma
aproximada y la homogeneidad de macromoléculas en solucion.

Los experimentos se realizaron con una ultracentrifuga analitica Beckman
Coulter Optima XL-1, equipada con un sistema de deteccién de absorbancia UV-VIS
y un sistema de medida del indice de refraccién. Se utilizd un rotor An-Ti50 y
celdas de medida de doble sector con un paso dptico de 12 mm.

4.4.3.1 Equilibrio de sedimentacion.

En los experimentos de equilibrio de sedimentacion las moléculas son
sometidas a campos centrifugos bajos hasta que alcanzan la condicién de
equilibrio (se igualan las fuerzas de centrifugacidon y de difusidon). Las especies
macromoleculares se distribuyen formando un gradiente de concentracién que,
una vez alcanzado el equilibrio, no varia con el tiempo. Este gradiente es
dependiente Unicamente de la masa molecular. El equilibrio de sedimentacién
permite determinar la masa molecular y realizar andlisis cuantitativos
(estequiometria, afinidad y reversibilidad) de la formacién de complejos
macromoleculares en disolucién.

Mediante un experimento de equilibrio de sedimentacion a 20°C se
determiné el estado de asociacion de OXA-24. Para ello se prepararon dos
muestras de 80 pl de proteina pura a 0.2 y 0.5 mg/ml en TRIS 50mM pH=7, 150mM
NaCl, ImM EDTA, 1ImM DTT, y se centrifugaron a 12000, 15000 y 40000 r.p.m.
Siguiendo el mismo procedimiento se determind también el estado de asociacion
del doble mutante OXA-24y117a/m223n.-

Para el analisis de los datos se utilizé el programa HeteroAnalysis (Cole
2004).
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4.4.3.2 Velocidad de sedimentacion

La velocidad de sedimentaciéon es un método hidrodinamico en el que las
moléculas son sometidas a un campo centrifugo elevado que genera una fuerza
mucho mayor que la de difusion. De esta forma, se produce un desplazamiento
(sedimentacion) de las moléculas hacia el fondo de la celda en funcién de su
tamano y de su forma. Los experimentos de velocidad permiten determinar la
homogeneidad de una muestra y separar las macromoléculas presentes en funcién
de sus coeficientes de sedimentacién (una funcién de la masa, la densidad vy la
forma). A partir del coeficiente de sedimentacidén se pueden estimar también la
formay la masa molecular.

Para comprobar la homogeneidad de las preparaciones de las proteinas
OXA-24y115n Y OXA-24v1150m223a S€ realizaron experimentos de velocidad de
sedimentacién a 20°C y 50000 r.p.m, utilizando el mismo tampdn descrito para los
experimentos de equilibrio de sedimentacion.

Para calcular el coeficiente de sedimentacion se utilizé el método c(s) del
programa SEDFIT (Schuck 2000; Schuck, Perugini et al. 2002).

4.5 DETERMINACION DE MODELOS ESTRUCTURALES MEDIANTE
CRISTALOGRAFIA DE RAYOS X.

La estructura molecular de una proteina define sus propiedades y su
funcidn. Estudiar a nivel atdomico los detalles de las interacciones y la organizacion
intramolecular de una proteina es importante para comprender su mecanismo de
accion, y esencial para el disefio racional de farmacos.

La cristalografia de rayos X es una técnica basada en irradiar un cristal de la
molécula de interés con un haz intenso y focalizado de rayos X. La interpretacion
de los patrones que se obtienen de la difraccién del cristal permite reconstruir,
mediante calculos basados en la Transformada de Fourier, la densidad electrdnica
de la molécula. Sobre esta densidad se modela la estructura atdomica en un
proceso iterativo denominado refinado. La obtencidon de un cristal adecuado para
los experimentos de difraccién es, por tanto, un requisito indispensable y, a
menudo, dificil de conseguir.

Un cristal es un entramado ordenado de moléculas que interaccionan entre
si mediante fuerzas no covalentes seglin un modelo de repeticidn periddica en tres
dimensiones. Multitud de variables afectan a la formaciéon del cristal, aunque
resultan especialmente importantes los pardmetros relacionados con la estabilidad
y/o solubilidad de la proteina. De este modo, la temperatura, el pH, la
concentracion de proteina, y los componentes quimicos de la solucidon de
cristalizacion son claves en el proceso. Las diferentes combinaciones de todos
estos parametros hasta encontrar la condicidén de cristalizacion especifica supone
un gran desafio experimental.
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Durante el desarrollo de esta Tesis se utilizdé como técnica de cristalizacion
la difusidon de vapor. Dicha técnica consiste en mezclar un pequeio volumen de
solucién de proteina (0.1-1 ul) con el mismo volumen del agente precipitante.
Estas gotas se colocan en placas de cristalizacién frente a un volumen mayor de la
solucién de cristalizacion (50- 200 uL) y el sistema se cierra herméticamente. La
diferencia en la concentracién de precipitante entre el reservorio y la gota genera
una presion de vapor mayor en la gota, lo que obliga a que vaya perdiendo agua de
forma gradual hasta que se alcanza el equilibrio. De esta manera, se genera en la
gota una sobresaturacion que disminuye la solubilidad de la proteina y favorece su
precipitacion, dando lugar, idealmente, a la aparicion de nucleos a partir de los
cuales crece el cristal (Rhodes 1993).

4.5.1 Recogida de datos

El cristal expuesto a una fuente de radiacion X experimenta un gran
deterioro debido a los dafios provocados por los radicales libres. Una manera de
reducir la reactividad de los radicales libres y disminuir los dafos que se producen
en el cristal es llevar a cabo una proteccién criogénica o enfriamiento rapido del
cristal hasta unos 100-110 K (Garman 2003). También se realiza la recogida de
datos a dicha temperatura. Para evitar la formacién de hielo, ya que la mayoria de
las soluciones de cristalizacion son de cardcter acuoso, se utiliza una solucidn
crioprotectora formada por la solucién de cristalizacion y un protector criogénico
(por ejemplo, glicerol, etilénglicol o polietilénglicol). Al estar embebido en la
solucién criogénica, el cristal queda protegido en una estructura vitrea que lo
mantiene estable (Garman and Owen 2007).

Dado que los atomos se disponen de forma periddica y ordenada en el
cristal, parte de la radiacion X dispersada se combina (interaccién constructiva) en
determinadas direcciones dando lugar a patrones de difraccidon caracteristicos.
Cada reflexion, representa la difraccién de un conjunto de planos equivalentes y
paralelos del cristal que son representados por tres nimeros, hkl, denominados
indices de Miller. La intensidad de cada una de estas difracciones es registrada en
el detector. Durante la recogida de datos, el cristal se rota perpendicularmente al
haz de radiacion para recoger el mayor niumero de reflexiones Unicas posible. El
angulo de rotacion elegido depende de las caracteristicas y la simetria del cristal
(Doublié 2007).

4.5.2 Procesamiento de datos

Al rotar el cristal, una misma reflexion puede recogerse en varias imagenes,
ademas de existir reflexiones equivalentes debido a la simetria del cristal. Por ello,
resulta fundamental procesar los datos, de forma que la informacién para cada
una de las reflexiones quede reducida a la intensidad de cada reflexién Unica y al
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error experimental asignado a la medida. La reduccién de los datos comprende
varias etapas (Rupp 2010):

- Indexado: se asignan los indices de Miller, hkl, a cada reflexion y se
determinan los valores de los ejes y angulos de la celdilla unidad (elemento de
simetria minimo en el cristal), asi como el grupo espacial.

- Integracion de la intensidad de las reflexiones: se agrupan las intensidades
de las reflexiones medidas mas de una vez, a la vez que se descartan aquellas
reflexiones cuya intensidad es débil o no puede estimarse de manera fiable.

-Escalado: Las intensidades de la reflexiones recogidas durante un
experimento no se encuentran en la misma escala debido fundamentalmente al
deterioro paulatino que sufre el cristal al ser irradiado. El escalado ajusta los
valores a una misma escala numérica, de forma que se puedan combinar. Ademas,
se analizan y aunan las reflexiones equivalentes relacionadas por simetria para
llevar a cabo una asignacidn definitiva del grupo espacial.

Para el procesamiento de los datos de difraccidn recogidos en esta Tesis, se
utilizaron los programas Mosflm /imosflm para el indexado y el integrado (Leslie
2006), y SCALA (Evans 2006) para la fase de escalado.

Como resultado final del procesamiento de los datos, obtenemos una lista
de reflexiones Unicas y sus intensidades correspondientes escaladas, ademas de
sus errores asociados. En este punto, conviene valorar la calidad de los datos, que
va a estar directamente relacionada con la calidad del mapa de densidad
electrénica que se calculara a partir de ellos. Para ello, se presta especial atencion
al parametro de correlacidon Ryerge Obtenido del programa SCALA, que nos informa
del grado de concordancia entre todas las reflexiones relacionadas por
operaciones de simetria y de la calidad de los datos adquiridos.

Rumerge = ShkI 5; | I{hkl) - <I(hkl)>| Thkl 5; I{hkl)

donde /i(hkl) es la intensidad de la reflexion hkl 'y <I(hkl)> es la intensidad
media de todas las observaciones i de la reflexion hkl.

A continuacion, para llevar a cabo el cdlculo de los mapas de densidad
electrénica, las intensidades deben transformarse a Factores de estructura,
necesarios para el calculo del mapa de densidad electrénica. El médulo del factor
de estructura estd relacionado directamente con la intensidad experimental, de
forma que:

IF| ~~T

El factor de estructura para una reflexiéon hkl (Fy,) representa la asociacion
de las ondas individuales resultantes de la difraccidon de todos los atomos de la

celdilla unidad para dicha reflexion.
44



MATERIALES Y METODOS

4.5.3 Determinacion de las fases experimentales

La densidad electronica en cada punto del espacio de la celdilla unidad
p(x,y,z) estd relacionada con los factores de estructura F a través de la
Transformada de Fourier, donde p(x,y,z) es la densidad en cada punto del espacio,
xyz, |F| el médulo del factor de estructura correspondiente al indice de Miller hkl,
V el volumen de la celdilla unidad y @ la fase asociada a cada reflexion.

+00

p(xyz) = [—i- z |F(hkl)|. e =2milhx+ky+lz—¢(hkl)]
hkl

- CO
Transformada de Fourier

Por lo tanto, para la construcciéon del mapa de densidad electrdnica, es
necesario conocer los factores de estructura Fy,y el dngulo de fase para cada
reflexion (®;,). Los factores de estructura F,y se determinan de las medidas
experimentales, ya que son proporcionales a la raiz cuadrada de las intensidades.
La relacién de fases entre las ondas difractadas, sin embargo, no puede calcularse
a partir del patrén de difraccion de la proteina. A esta particularidad se la conoce
como “Problema de las Fases” en cristalografia (Rupp 2010) Dado que la fase de
cada reflexion es imprescindible, resulta fundamental determinarla, para lo cual se
utilizan diferentes aproximaciones:

-Calculo experimental de fases: El procedimiento mas comun para el cdlculo
experimental de fases consiste en obtener un cristal derivado incorporando un
atomo pesado vy utilizar su dispersion andémala. Ello produce un cambio de
intensidad medible en el patron de difraccion que puede ser utilizado como
referencia.

-Reemplazamiento Molecular: Consiste en calcular las fases iniciales a partir
de las fases determinadas para un modelo estructural previamente resuelto de
gran semejanza (normalmente con una homologia en secuencia superior al 30%).
Para ello es necesario posicionar correctamente el modelo que sirve de referencia
en la celdilla unidad mediante operaciones de rotacidn y translacidn, hasta que se
obtenga una buena concordancia entre los datos de difraccion del modelo
referencia y los datos de difraccion del modelo desconocido que se quiere
resolver. Las estructuras presentadas en esta Tesis han sido determinadas
mediante este método.

4.5.4 Obtencion y refinamiento del modelo

Una vez calculados los mapas con la densidad electrénica experimental, se
inicia la construccion y ajuste del modelo a dicha densidad. El modelado se realiza
manualmente utilizando programas gréficos (Coot (Emsley and Cowtan 2004) o
Turbo-Frodo (Roussel 1989)).
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Sin embargo, para optimizar el ajuste del modelo, es necesario realizar
varios ciclos de refinamiento, intercalandolos al proceso de modelado. Estos ciclos
de refinamiento introducen restricciones sobre las distancias de los enlaces, los
angulos etc., de forma que se minimice el error entre los valores tedricos y los
calculados a partir de los datos experimentales. Ademas, los ciclos de refinado
permiten determinar el factor de vibracidon térmico B, una aproximacién de la
vibracion del atomo con respecto a su posicion central. Valores elevados en los
factores B de los atomos de un modelo suelen indicar desorden o movilidad dentro
del cristal, y por tanto una densidad electrénica poco definida para esa posicion
(Doublié 2007).

En este trabajo, se utilizaron los programas CNS (Briinger, Adams et al.
1998) y Refmac (Collaborative Computational Project number 4 1994) para realizar
el refinamiento.

4.5.5 Validacion del modelo

Para valorar la fiabilidad del modelo construido, se utilizan indicadores
obtenidos de los programas de refinado, como el factor R. Este parametro refleja
la convergencia entre los datos observados y los calculados para un modelo
tedrico hipotético, de forma que un valor bajo indica que el modelo experimental
construido se ajusta bien a los parametros tedricos para dicho modelo. El factor R
establece la diferencia relativa entre los factores de estructura F., (observados) y
Feae (calculados para un modelo tedrico), y se determina segun la siguiente
ecuacion:

R = ZhkI[[Fobs(hkI)]=[Fcac(hkI)]1/ZnilFobs(hkl)]

donde “Fqps(hkl)” es el factor de estructura observado en las difracciones y
“Feaic(hkl)” es el factor de estructura calculado de forma tedrica a partir del
modelo.

Aunque el factor R depende en gran medida de la resolucién, para
macromoléculas se consideran aceptables valores finales entre el 15y el 25%.

Asociado al factor R, se calcula el factor “Rfree”, un factor R calculado a
partir de reflexiones que no se incluyen en el refinamiento (normalmente entre un
5 y un 10%). Grandes divergencias entre los valores de R y Rfree reflejan una
discordancia entre el modelo construido y los datos experimentales e indican que
el modelo final no es fiable.

Como paso final es necesario verificar que todos los pardmetros
geométricos, referentes a longitud, distancias y dngulos de enlaces se encuentran
en rangos razonables, sin desviaciones significativas a lo establecido. Para los
modelos estructurales descritos en esta Tesis, se utilizdé el programa PROCHECK
(Laskowski, MacArthur et al. 1993).
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4.6 ENSAYOS DE CRISTALIZACION.

4.6.1 Cristalizacion de OXA-24 y los mutantes OXA-24yi11on Y OXA-
%YIIZAZMZZ.?A

4.6.1.1 Ensayos de cristalizacion iniciales

Para la busqueda de las condiciones de cristalizacion se utilizaron las
siguientes soluciones comerciales:

WIZARD |, Il, lll (Emerald Biosciences)

OZMA PEG-1K, 4K, 8K, 10K (Emerald Biosciences)
CUSTOM |, 11, IV, V (Axygen Biosciences),
CLASSIC 1 - 10 (Jena Bioscience)

Crystallization Cryo Kit (SIGMA)

Crystallization Kit for DNA (SIGMA)
Crystallization Kit for Protein-Protein Complexes (SIGMA)
Crystallization Low lonic Strength Kit (SIGMA)
Crystallization PEG Grid Screening Kit (SIGMA)
Crystal screen |, Il (Hampton Research)

INDEX (Hampton Research)

Las soluciones de proteinas, en tampon Tris 50mM pH=7, 150mM NadCl,
1mM EDTA y 1ImM DTT, se concentraron hasta 8 mg/ml en una centrifuga
Eppendorf 5810R utilizando filtros VivaSpin 10 K (Vivascience).

La técnica de cristalizacion empleada fue la de difusiéon de vapor en gota
sentada y los ensayos se realizaron manualmente y/o utilizando un robot de
cristalizacion “Cartesian MicroSys synQUAD” (Genomic solutions).

Con el robot de cristalizacién se dispensaron gotas de 0.4 pl (0.2 ul de
solucién de proteina + 0.2 pl de solucién de cristalizacion) en placas de
cristalizacién de 96 pocillos MRC (Swissci) con 75 pl de solucién de cristalizacion en
el reservorio.

Manualmente se pipetearon gotas de 2 pl (1 pl de solucién de proteina + 1
ul de solucién de cristalizacidon) en placas Cryschem (Hampton Research) de 24
pocillos afiadiendo 300 pl de soluciéon de cristalizacién al reservorio.

Las placas se mantuvieron en una camara de cristalizacion a una
temperatura de 22°C.
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4.6.1.2 Optimizacion de los cristales

Las condiciones iniciales de cristalizaciéon se pueden optimizar para
conseguir cristales de mayor calidad y tamafo. Para ello se siguieron diferentes
estrategias.

a) Ajustar los parametros de las soluciones de cristalizacidn iniciales.
Tomando como base las condiciones iniciales en las que se ha obtenido material
cristalino, se variaron algunos factores (la concentracidn de precipitante o el pH) y
se probaron distintas proporciones entre la solucién de proteina y la solucién de
cristalizacion en la composicién de las gotas.

Estos ensayos para la optimizacién de cristales se pusieron manualmente
con las técnicas de difusidon de vapor tanto en gota colgante como en gota sentada
utilizando placas de 24 pocillos Linbro y Cryschem (Hampton Research)
respectivamente. Las gotas estaban compuestas por 1ul de solucién de proteina +
1 ul de solucién de cristalizacién y se equilibraron frente a 500 pl (gota colgante) o
300 ul (gota sentada) de solucidon de cristalizacion situada en el reservorio.

b) Utilizaciéon de aditivos. Se anadieron a las gotas de cristalizacidon
soluciones comerciales de diferentes compuestos quimicos (“Additive Screen 1, 2 y
3” y “Detergent Screen 1, 2 y 3”, de Hampton Research) que modifican sus
propiedades fisico-quimicas, pudiendo favorecer el crecimiento de los cristales. El
aditivo se incorpord a la gota siguiendo los protocolos indicados por la casa
comercial. Estos experimentos se realizaron en placas de 24 pocillos Cryschem
(Hampton Research).

c) Sembrado de micro- /macro- cristales (micro-/macro- “seeding”). Para el
sembrado de microcristales se tocaron con un pelo de gato cristales muy pequefios
obtenidos en los ensayos de cristalizacidon iniciales. De esta forma, los nucleos
cristalinos se depositan en una nueva gota que contiene la solucién de proteina y
la solucion de cristalizacidon, previamente equilibradas. Para el sembrado de
macrocristales se cogieron los cristales pequefios enteros con un lazo de nylon vy,
tras lavarlos introduciéndolos en una gota limpia de solucidn de cristalizacion, se
depositaron en otra gota formada por solucion de proteina y solucién de
cristalizacion.

En ambos casos las gotas se equilibraron a 22°C mediante difusiéon de vapor
en gota sentada empleando placas Cryschem (Hampton Research) de 24 pocillos
con 300 pul de solucién de cristalizacidon en el reservorio.

4.6.2 Cristalizacion de los complejos OXA-24 / inhibidores del tipo penema
sulfonica.

Para la obtencidn de cristales de los complejos de OXA-24 con los distintos
inhibidores se utilizaron dos métodos:
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Co-cristalizacién: se realizaron ensayos de cristalizacién con una mezcla de
solucion de proteina a 6 mg/ml y de solucidn de inhibidor. Se ensayaron diferentes
relaciones proteina/inhibidor (1:1, 1:2).

Los ensayos se realizaron manualmente en placas de 24 pocillos Cryschem
(Hampton Research).

Difusién del inhibidor (soaking): se equilibré durante toda la noche una gota
formada por una mezcla de la solucidén en la que cristaliza OXA-24 con una solucién
del inhibidor. En la gota ya equilibrada se depositd un cristal de OXA-24 y se dejo
incubando. Se combinaron distintos tiempos de incubaciéon y diferentes
concentraciones de inhibidor en la gota hasta encontrar unas condiciones en las
que el cristal incorporaba el inhibidor sin sufrir daifios (Bou, Santillana et al.).

4.7 VITRIFICACION DE LOS CRISTALES.

Para minimizar los dafios que la radiacién produce sobre el cristal durante la
recogida de datos se llevd a cabo una proteccion criogénica o enfriamiento rapido
del cristal a 100-110 K (Garman 2003). Para evitar la formacidn de cristales de hielo
se utilizd una solucion crioprotectora, en la que se afade a la solucidon de
cristalizaciéon un porcentaje determinado de un protector criogénico (glicerol,
etilénglicol o polietilénglicol). Al ser congelado, embebido en la solucidon
criogénica, el cristal queda envuelto en una estructura vitrea que lo mantiene
estable (Garman and Owen 2007).

Para su vitrificacién, los cristales fueron transferidos a la solucidn
crioprotectora y montados en lazos de nailon (Hampton Research) que se
sumergieron en nitrégeno liquido donde se conservaron hasta la realizacion de los
experimentos de difraccion (Fig. 10). Durante la recogida de datos, los cristales se
mantuvieron a 100 K bajo un flujo de nitrégeno.

Figura 10. Lazo de nailon (“loop”) que sostiene el cristal vitrificado durante los experimentos de
difraccion.
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4.8 RESOLUCION DE LAS ESTRUCTURAS

4.8.1 Recogida de datos y procesamiento de las imdgenes

La calidad de los cristales se testd en un anodo rotatorio Enraf-Nonius FR
591 (Bruker) equipado con un detector de area “Image Plate” Mar Research 345
(MarResearch, RFA).

La recogida de los datos de difraccion empleados para la resolucién de las
estructuras se llevd a cabo utilizando una fuente de radiacién de sincrotron en las
lineas ID14-1, ID14-4 y BM16 del ESRF (“European Synchrotron Radiation Facility”,
Grenoble, Francia).

Los datos se recogieron mediante el método de rotacidn, en el que el cristal
se gira alrededor de un eje perpendicular al haz de rayos X. Con dos imagenes se
determind la simetria del cristal y los parametros reticulares para proceder a la
recogida de datos midiendo el mayor numero de reflexiones Unicas posibles. El
angulo de rotaciéon se selecciona en funcion de las dimensiones de la celdilla
unidad, de la mosaicidad del cristal y de la resolucién.

Para la reduccién de los datos se empled el paquete informatico CCP4 suite
(Collaborative Computational Project number 4 1994) como se detalla a
continuacion:

- Para el cdlculo de los pardametros de la celdilla unidad y el grupo espacial
(indexado) y para el integrado de las imagenes se utilizé el programa informatico
MOSFLM (Leslie 2006).

- El escalado de las intensidades y el promediado de las reflexiones se
realizé con el programa SCALA (Evans 2006). Este programa efectia un andlisis
estadistico de todos los datos y proporciona un diferentes pardmetros, que nos
permiten estimar el grado de concordancia entre todas las reflexiones
relacionadas por operaciones de simetria y la calidad de los datos adquiridos.

- La transformacion de las intensidades (1) de cada reflexion en factores de
estructura (F) se llevé a cabo utilizando el programa TRUNCATE.

4.8.2 Calculo de las fases.

Para calcular las fases que permitiesen determinar la estructura de la B-
lactamasa OXA-24 se utilizé la técnica de reemplazamiento molecular, usando
como modelo la estructura de la B-lactamasa OXA-10 (identificador PDB
1FOF)(Paetzel, Danel et al. 2000), que presenta un 33% de homologia de secuencia
con OXA-24.

Los calculos para llevar a cabo el reemplazamiento molecular se realizaron
con el conjunto de programas AMoRe (Navaza 1994).

La resolucién de las estructuras de los mutantes OXA-24 yi150 Y OXA-
24y110a/M2238 S€ realizé mediante un reemplazamiento molecular en el que se
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tomaron como modelo las coordenadas de la OXA-24 nativa y se utilizé el
programa Molrep del paquete CCP4 (Collaborative Computational Project number
4 1994) para realizar los calculos.

Para la resolucion de las estructuras de OXA-24 acomplejada con distintos
inhibidores se utilizé la técnica denominada “Difference Fourier” a partir de las
coordenadas de la proteina nativa OXA-24.

4.8.3 Construccion, refinamiento y validacion.

Para la construccion del modelo a partir de los mapas de densidad
electronica de las estructuras de OXA-24 nativa y unida a diferentes inhibidores se
utilizé la herramienta grafica Turbo-Frodo (Roussel 1989) en estaciones Silicon
Graphics. En el caso de los mutantes OXA-24y;150 Y OXA-24y1150/m2234 S€ UtlizO el
programa Coot (Emsley and Cowtan 2004). Estos programas permiten modificar y
acoplar la cadena polipeptidica a la densidad electrénica. Para ajustar el modelo a
los datos experimentales se realizaron varios ciclos de refinamiento utilizando el
programa Refmac5 (Murshudov, Vagin et al. 1997) y el paquete de programas CNS
(Briinger, Adams et al. 1998). Las diferentes fases de refinamiento se intercalaron
con ajustes sobre el mapa de densidad electrénica realizados con Coot y Turbo-
Frodo.

Para verificar la calidad final de la estructura construida se comprobd la
validez de diferentes parametros estereoquimicos (angulos y longitud de enlace,
angulos de torsién, contactos interatdmicos, etc) utilizando el programa
PROCHECK (Laskowski, MacArthur et al. 1993). Mediante el diagrama de
Ramachandran (Ramachandran and Sasisekharan 1968) (Kleywegt and Jones 1996)
se localizaron y corrigieron aquellos residuos que presentaban angulos de torsion
¢ y Y desviados de las conformaciones permitidas entre los angulos diédricos de la
cadena principal. Otros pardmetros como las conformaciones de las cadenas
laterales de los residuos (rotdmeros), el analisis de las aguas modeladas en la
estructura o las distancias y contactos entre atomos se revisaron con diferentes
herramientas incluidas en el programa Coot y el programa WHAT _IF (Hooft, Vriend
et al. 1996) (http://swift.cmbi.ru.nl/servers/html/index.html).
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5 EXPRESION, PURIFICACION Y CARACTERIZACION DE LA
B-LACTAMASA OXA-24

5.1 EXPRESION Y PURIFICACION.

Para abordar los ensayos de cristalizacidn se necesita una gran cantidad de
proteina con un elevado nivel de pureza y una alta homogeneidad conformacional.
Para ello es importante mejorar los métodos de expresion y purificacion, de forma
gue podamos optimizar estos parametros. Ademas, la proteina no debe sufrir a lo
largo del proceso alteraciones que modifiquen su plegamiento nativo y su
funcionalidad. Con estas premisas, el gen bla,,,.,4 se clond en el vector PGEX-6-P1
(Amersham Biosciences) entre los sitios de restriccion BamHI y EcoRl (Fig. 11), de
forma que tras la expresion se obtenia OXA-24 fusionada a GST. La proteina de
fusion OXA-24/GST se purificaba mediante una cromatografia de afinidad.
Utilizando la proteasa 3C se separaban GST de OXA24, recuperandose en
cantidades suficientes y en un estado de pureza éptimo para llevar a cabo los
ensayos cristalograficos y biofisicos.

LacO 215...237
GST 258...911

Sitio corte 3C 918...938
945 BamHI (1)

OXA-24 951...1715

PGEX-6-P1/OXA-24
5746 bp

N\

ColE1 origin 3109...3791

1716 EcoRlI (1)

AmpR 2352...3011

Figura 11. Representacion grafica del vector recombinante que se utilizé para producir la B-
lactamasa OXA-24, construido a partir del vector comercial PGEX-6-P1. El plasmido posee un
promotor tac reprimido por el represor lacl e inducible por IPTG, un gen que confiere resistencia
a ampicilina y permite la seleccion de colonias recombinantes y el gen que codifica para la
proteina GST y que permite que OXA-24 se exprese como proteina de fusidon con GST.

Un andlisis de la secuencia aminoacidica de OXA-24 con el servidor SignalP
3.0 (Bendtsen, Nielsen et al. 2004) (Fig. 12) permitié identificar la presencia de un
péptido sefial comprendido entre los residuos M1 y S21 (Bou, Oliver et al. 2000),
de forma que las bases que codificaban dichos residuos se excluyeron del clonaje
en PGEX-6-P1.
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SignalP-NN prediction (gram- networks):
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Figura 12. Resultados de la determinacion de la secuencia correspondiente al péptido seiial de
OXA-24 con el servidor SignalP 3.0 mediante los métodos “neural networks (NN)” y “Hidden
Markov models (HMM)” optimizados para bacterias Gram-negativas.

Con el fin de localizar posibles regiones desordenadas que pudiesen
dificultar la cristalizaciéon se realiz6 también una prediccion de estructura
secundaria utilizando la herramienta PSIPRED (McGuffin, Bryson et al. 2000). Dado
gue no se predecian grandes regiones desordenadas, se decidid eliminar
Unicamente el péptido senal para modificar lo menos posible la proteina y evitar
una alteracion de su funcionalidad que distorsionase los resultados de los ensayos
bioquimicos (Fig. 13).
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Legend:
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Figura 13. Prediccion de los elementos de estructura secundaria de OXA-24 con PSIPRED.

De los ensayos de expresion realizados a 37°C en células E.coli BL21 durante
18 h se obtuvieron elevados niveles de expresion de la proteina de fusion GST-
OXA-24 (Fig. 14).
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Figura 14. Analisis de la expresion de la proteina de fusién GST-OXA-24,,; en la cepa de E.coli
BL21. Las proteinas se analizaron en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) al 15%. Linea 1,
extracto crudo del cultivo a tiempo 0; linea 2, tras inducir la expresion con IPTG e incubar el
cultivo 18 h a 37°C se obtienen niveles altos de expresiéon de la proteina de fusiéon. Como
marcador de peso molecular se utilizé la mezcla comercial “Precision Plus Protein Standard Dual
Color” (Bio-Rad)

El extracto soluble de la proteina de fusidn se purific6 mediante una
cromatografia de afinidad utilizando una columna de Glutation sepharosa GSTrap™
FF (Amersham Biosciences). OXA-24 fusionada se retuvo en la resina y después de
un extenso lavado para eliminar los contaminantes (Fig. 15, pico 1) se recuperd
mediante elucidn con una solucidn de glutation reducido 10 mM. (Fig. 15, pico 2).

Purificacion GST- 0XA24WT —— Absorbancia (280 nm)
l .
2500 — Fracciones

g 2000 |
AN
_g 1500 - GST-OXA24 1
& 1000
2
E 500 -
< o |

0 20 40 60 80 100

Minutos

Figura 15. Purificacion de la proteina de fusion GST-OXA-24wt.El extracto celular soluble que
contenia la proteina se cargé en una columna de Glutation sepharosa a un flujo de 1ml/min.
Una vez que eluyeron las proteinas contaminantes (primer pico en el cromatograma), se lavé la
columna con tampén 50 mM TRIS pH=7, 150 mM NaCl, 1ImM DTT , 5mM EDTA y 10 mM de
glutation reducido para recuperar la proteina de fusién unida a la resina.
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De esta primera cromatografia de afinidad, se obtuvieron aproximadamente
25 mg de la proteina de fusion. Con el fin de eliminar la proteina GST, la proteina
de fusidn se digirid con la proteasa 3C asociada a GST. El corte se realizé a 4°C
durante 16 h utilizando una relacién de concentraciones proteasa/proteina de
1/50, a la vez que se dializaba la muestra para eliminar el glutation reducido (Fig.
16).

Figura 16. Digestion de la proteina de fusion GST-OXA-24,yr
con la proteasa 3C, tras 4h y 12 h de incubacidn, en gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE) al 15%.

Como marcador de peso molecular se utilizé la mezcla
comercial “Precision Plus Protein Standard Dual Color” (Bio-
Rad).

Tras 12h de digestion se realizd una nueva cromatografia de afinidad, a
1ml/min, en una columna de Glutation sepharosa GSTrap™ FF (Amersham
Biosciences) para separar OXA24,; (Fig. 17, pico 1) de la proteina de fusién no
digerida, de la proteina GST y de la proteasa 3C (Fig. 17, pico 2).
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OXA-24wt cortada
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Figura 17. Purificacion de OXA-24y,. Tras la digestion con la proteasa 3C-GST, la mezcla de
proteinas se cargd en una columna de Glutation sepharosa. Tanto GST como la proteina de
fusion no digerida y la proteasa 3C, quedan retenidas en la columna, mientras que OXA24,; no
se une a la resina (pico 1).

La fraccidon eluida de la columna que contenia la proteina OXA-24,,; se
analizé mediante electroforesis SDS-PAGE para comprobar la pureza de la
preparacion (Fig. 18).
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Figura 18. Analisis de la pureza de la proteina OXA-24,,; en un gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)
al 15%.
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5.2 CARACTERIZACION DE OXA-24,,; MEDIANTE EXPERIMENTOS DE
ULTRACENTRIFUGACION ANALITICA.

Para determinar el estado de asociacion de OXA-24 en solucion se realizé un
experimento de equilibrio de sedimentacion. El gradiente obtenido se ajusta al de
una proteina con una masa de flotacién de 7481 £ 23 Da, que corresponde con una
masa molecular de aproximadamente 29037 Da, equivalente a la de un
mondmero. (Fig. 19).

Equilibrio de sedimentacion: OXA-24

Masa de flotacién: 7481 + 23 Da
Masa molecular: 29037 Da 2
0.7 4
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03 1 T T T 1 1 1 1 1
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O Datos experimentales
— Gradiente tedrico

Figura 19. Gradiente de equilibrio de sedimentacion obtenido para una solucién de 0.5 mg/ml
de OXA-24. Los circulos representan los datos experimentales del equilibrio de sedimentacion
adquiridos a 15000 rpm y a 20°C. La curva roja representa el mejor ajuste a la masa molecular
promedio que se corresponde con un monémero de OXA-24. Los datos se analizaron con el
programa HeteroAnaKis (Cole 2004)

Para analizar las propiedades hidrodindamicas y la homogeneidad de la
muestra y descartar la presencia de agregados que pudieran dificultar la obtencién
de cristales se llevd a cabo un experimento de velocidad de sedimentacién (Fig.
20). Del andlisis de los datos del ensayo, obtenemos una distribucion del
coeficiente de sedimentacion que nos indica que la muestra contiene una Unica
especie en solucidn con un coeficiente de sedimentacion de 2.4 S, compatible con
un mondmero de OXA-24.
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Velocidad de sedimentacion: OXA-24wt
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Figura 20. Distribucion de la probabilidad del coeficiente de sedimentacion (c (s)) de OXA-24 en
tampodn Tris 50 mM pH=7, 150 mM NaCl, 1mM DTT, 5 mM EDTA. A una concentracion de 0.5
mg/ml (17 pM), OXA-24 sedimenta como una Unica especie con un coeficiente de
sedimentacion [S] de 2.4 S, compatible con el de un monémero de OXA-24.

5.3 RESOLUCION DE LA ESTRUCTURA DE LA B-LACTAMASA OXA-24

5.3.1 Cristalizacion. Recogida y procesamiento de los datos de difraccion.

La solucion de proteina de OXA-24 en tampdn TRIS 50 mM pH=7, 150 mM
NaCl, ImM DTT y 5mM EDTA se concentré hasta ~8 mg/ml (~344 uM). Tras
ensayar una amplia gama de diferentes soluciones de cristalizacidon se obtuvieron
los primeros cristales, mediante difusion en gota sentada, en las siguientes
condiciones:

v 1.8M Sulfato aménico, 0.1M BIS-TRIS pH 5.5, a 22°C.
v 30% PEG 2000 MME, 0.1M Acetato sédico, 0.1M MES pH 6.5, a 22°C

Con el fin de mejorar el tamafio y la calidad de los cristales se optimizaron
las condiciones de cristalizacion iniciales variando el pH y las concentraciones de
proteina y precipitante. Finalmente, se consiguieron cristales adecuados para la
recoleccidn de datos de difraccidn en las condiciones detalladas a continuacién:
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Cristales con un tamafio aproximado de
0.1X 0.1X 0.05 MM

Cristales con un tamafio aproximado de
0.5 X 0.15 X 0.1 mMm

Forma cristalina A

2M Sulfato amédnico, 0.1M Acetato sddico
pH 4.6, a 22°C y mediante la técnica de
difusién de vapor en gota sentada.

Gotas de 2 pl con una proporcién 1:1
(proteina: condicién de cristalizacién).
Concentracién de proteina : 8 mg/ml
Solucién crioprotectora: soluciéon de
cristalizacion mas 30 % de glicerol como
agente crioprotector

Forma cristalina B

28% PEG 2000 MME, 0.1M HEPES pH 7.5, a
22°Cy utilizando el método de difusion de
vapor en gota colgante.

Gotas de 2 pl con una proporcion 1:1
(proteina: solucién de cristalizacién).
Solucién de proteina concentrada a 6
mg/ml

Solucién crioprotectora: soluciéon de
cristalizaciéon mas 15 % de PEG400 como
agente crioprotector

Para la recogida de los datos de difraccidn, los cristales fueron congelados a
temperaturas criogénicas por inmersion en nitrégeno liquido en la misma solucion
de cristalizacién a la que habiamos afiadido un agente crioprotector: 30% de
glicerol para la forma cristalina Ay 15% de PEG400 para la forma cristalina B.

Una vez criogenizados, los cristales se expusieron a una fuente de radiacién
sincrotrdn en las lineas BM16 (forma cristalina A) e ID14.1 (forma cristalina B) de la
estacion de radiacion sincrotrén del ESRF (Grenoble, Francia) (Fig. 21).
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Figura 21. Patrones de difraccion de rayos x obtenidos para las formas cristalinas A (a) y B (b).
Para recoger cada imagen, el cristal se roté un grado con una exposicion de 10 s (BM16) y 3 s
(ID14.1) hasta recoger 180 imagenes en ambos casos.

Los datos de difraccidon se procesaron y escalaron utilizando los programas
Mosflm (Leslie 2006) y Scala del CCP4 (Collaborative Computational Project
number 4 1994), tal y como se describe en el apartado de “Materiales y Métodos”.
Las estadisticas del procesado de los datos para cada una de las formas cristalinas
se detallan en la Tabla 4.
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Tabla 4: Valores estadisticos cristalograficos del procesado de los datos de difraccion de los
cristales de OXA-24

OXA-24 OXA-24
(Forma cristalina A) (Forma cristalina B)
Grupo espacial P4.2.2 P4.2,2
Dimensiones de la celda
ab c(l‘-’\) 102.2, 102.2, 86.1 102.3, 102.3, 84.0
* 0, 90, 90 0, 90, 90
a B,y () 90, 90,9 90, 90,9
Rango de resolucién (A) 35-2.5 (2.65-2.5)* 31.6-2.1 (2.19-2.1)*
Completitud (%) 99.9 (100.0) 99.9 (99.7)
Reflexiones medidas 233051 322863
Reflexiones tnicas 16361 27373
Rmerge (%) 8.7 (22.0) 7.7 (32.9)
Multiplicidad 14.2 (14.4) 11.8 (11.3)
I/a(1) 5.0 (3.1) 7.9 (2.4)

Los datos de la capa de alta resolucién aparecen entre paréntesis

5.3.2 Determinacion y afinamiento de la estructura de OXA-24.

La estructura tridimensional de OXA-24,; se determind mediante
reemplazo molecular utilizando el programa AMoRe (Navaza 1994) con reflexiones
comprendidas entre 15y 3.5 A y con los datos de difraccién correspondientes a la
forma cristalina A. Como modelo de busqueda se empledé la estructura
cristalografica de la B-lactamasa OXA-10 (Paetzel, Danel et al. 2000) (cédigo PDB:
1FOF), que presenta una homologia de secuencia del 33% con OXA-24.

De la busqueda de las diferentes funciones de rotacion y translacion se
obtuvieron varias soluciones, de las cuales se selecciond la que presentaba un
valor del coeficiente de correlacién (Factor-C) mas alto entre el modelo y los datos
experimentales y un valor bajo para el factor de acuerdo (Factor-R).

Solucion del reemplazamiento molecular
Funcién de rotacién Funcién de Translacion Factor-C Factor-R

71.22 36.74 86.59 -0.0663 0.2385 0.3754 36.9 53.0

Para mejorar el ajuste del modelo a la densidad electrénica experimental se
realizaron afinados de cuerpo rigido y afinado de templado simulado (“simulated
annealing”) y posteriormente se calcularon los mapas 2F,-F. y F,-F.. Con la ayuda
de estos mapas de densidad electrénica y mediante un proceso iterativo de
modelado y refinamiento se terminé de construir la cadena polipeptidica. Para
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algunas regiones de la molécula, especialmente el extremo N-terminal vy
determinados lazos de conexién (“loops”) desordenados, el mapa no era de la
suficiente calidad. Para trazar estas zonas, hubo que desactivar los residuos
implicados y con las nuevas fases realizar el trazado de la cadena polipeptidica
manualmente. Finalmente, se procedid a incorporar las moléculas de agua visibles
en la densidad electréonica implicadas en la red de puentes de hidrégeno con
atomos del esqueleto polipeptidico. Se observé también una densidad electrénica
adicional, no atribuible a moléculas de agua en la region del centro activo, que se
asignoé a una molécula de sulfato.

Los cristales de OXA-24 contienen una sola molécula de proteina por unidad
asimétrica y no se observa densidad electrénica definida para los primeros 11
residuos de la proteina expresada.

La forma cristalina B pertenece al mismo grupo espacial que la forma
cristalina A con practicamente los mismos ejes de celdilla, por lo que no fue
necesario realizar un reemplazo molecular para resolver la estructura. Con los
datos de difraccion procesados con MOSFLM (Leslie 2006) y escalados con SCALA
(Collaborative Computational Project number 4 1994) y el modelo refinado
obtenido de la forma cristalina A se realizé un refinamiento de cuerpo rigido y se
calculd un mapa de densidad electrénica F,-F. utilizando el programa Refmac
(Murshudov, Skubak et al.). La visualizacién de dicho mapa permitié identificar las
principales variaciones entre ambos modelos. Intercalando sesiones de modelado
grafico con ciclos de refinamiento se corrigieron estas diferencias hasta obtener el
modelo final (modelo B). En los ultimos ciclos se afiadieron las moléculas de agua.

Las estadisticas finales del refinamiento y las caracteristicas de cada uno de
los modelos se muestran en la Tabla 5, siendo especialmente importantes los
valores de los factores de acuerdo R, ya que reflejan las diferencias relativas entre
los factores de estructura observados (Fobs) y los factores de estructura calculados
(Fcalc), dando una medida de en que grado el modelo cristalografico se ajusta a los
datos experimentales de difraccion.

Para el modelo final resuelto a partir de la forma cristalina A se obtuvieron
unos valores de Ry Rge. del 19.2% y el 23.4%, respectivamente. En el caso del
modelo obtenido a partir de la forma cristalina B los valores de Ry Ry, fueron del
19.25% y 23.1%.
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Tabla 5: Valores estadisticos del refinamiento de los modelos de OXA-24

OXA-24 OXA-24
(modelo A) (modelo B)
(PDB ID 2jc7) (PDB ID 3G4P)
2058 2106
Nudmero de atomos no Proteina: 1932 Proteina: 1939
hidrégenos Moléculas de agua: 121 Moléculas de agua: 167

Heteroatomos (SO,): 5

0.192 (0.234)/0.234 *
R/Rfree (0.296)* 0.192 (0.268)/0.231(0.31)
Factor B (A%) 32.1 30.24
r.m.s.d. distancias de enlace (A) 0.006 0.022
r.m.s.d. angulos de enlace (°) 1.20 1.95

* Los datos de la capa de alta resolucidn aparecen entre paréntesis

Finalmente, se revisaron los parametros estereoquimicos (los angulos de
enlace, los angulos de torsidon v y ¢, los contactos interatémicos, etc) utilizando el
programa PROCHECK (Laskowski, MacArthur et al. 1993). En las figuras 22 y 23 se
representan los diagramas de Ramachandran que nos permite localizar los
residuos cuya estereoquimica se desvia de la posicion ideal (dngulos de torsidon ¢ y
). Como se puede apreciar en los diagramas, el 90% de los residuos se
encuentran en las zonas mas favorables, el 10% en zonas permitidas y ningun
residuo de la Forma A en zonas energéticamente desfavorables. Sélo la alanina 80
(A80) de la Forma B se encuentra en una regiéon energéticamente desfavorable.

-b
b
—_ | Residuosen regiones favorables
1 196 (91.6%)
| [ABL]
Residuos en regiones permitidas
& P 18 (8.4%)
[a,b, 1, p]
= Residuos en regiones
v
g generosamente permitidas 0 (0%)
k)
E: [ ~a, ~b, ~I, "p]
& Numero de residuos que no son .
prolinas ni glicinas 4
—— Numero de glicinas (triangulos) 20
1354 | o . Numero de prolinas 8
- ! ‘ 9 ¥
‘ | | . | Numero total de residuos 244
180 -135 90 45 0 45 90 135 18

Phi (degrees)

Figura 22. Diagrama de Ramachandran de OXA-24,,; del modelo A.
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~b

= Residuos en regiones favorables

= 192 (89.7%
[AB.L] (89:7%)
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[a) b’ ]) p]
_ Residuos en regiones
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=11}
ﬁ [ ~a, "by ""Iy ""p]
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Figura 23. Diagrama de Ramachandran de OXA-24,,; del modelo B.

La comparacion de ambos modelos (r.m.s.d. 0.16 A) permitié visualizar que
la mayoria de las diferencias correspondian a modificaciones en las posiciones de
las cadenas laterales de los residuos mas expuestos al solvente (Fig. 24). Por otro
lado, la molécula de sulfato que encontramos en el centro activo del modelo A es
reemplazada en el modelo B por una red de moléculas de agua (Fig. 25).

Figura 24. Superposicion de las estructuras de OXA-24 de las dos formas cristalinas: A (cian) y B
(rojo). No se observan diferencias significativas en el esqueleto principal de los dos modelos,
aunque si en la orientacion de las cadenas laterales de algunos residuos. El r.m.s.d., calculado
sobre el Ca con SARF (Alexandrov and Fischer 1996) es de 0.16A.
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r~

Figura 25. Comparacion de la region del centro activo de las formas cristalinas A (a) y B (b). La
molécula de sulfato presente en la forma cristalina A (2) estd ausente en la forma B , ocupando
su lugar una red de moléculas de agua. Las densidades electronicas 2Fo-Fc (10)
correspondientes a la molécula de sulfato (2) y a las moléculas de agua (3) aparecen
representadas como una malla azul.

La diferencia mas importante se localizé en el sitio activo, ya que la lisina 84
(K84), un residuo clave durante la catalisis, aparece carboxilada en el modelo B
(Fig. 26). La carboxilacion de la lisina 84 en el modelo B y no en el modelo A puede
ser atribuible a las diferentes condiciones de cristalizacién, siendo especialmente
importante la gran variacidon que encontramos en los valores de pH (4.6 para la
forma Ay 7.5 para la forma B).

Figura 26. Mapas de densidad electronica 2Fo-Fc a 1.5 o (azul) y Fo-Fc a 2.5 o (verde)
correspondientes a la lisina 84 (K84) del modelo B. La densidad electronica positiva (verde,
panel a) sugiere la presencia de atomos adicionales a los que aporta la lisina en el modelo
inicial. Con la introduccion del grupo carboxilato (panel b) regularizamos la densidad electrdnica
para una lisina carboxilada en esta region.
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5.4 DESCRIPCION DE LA ESTRUCTURA DE LA B-LACTAMASA OXA-24.

5.4.1 Arquitectura general de OXA-24.

La B-lactamasa de clase D OXA-24 (PDB ID 2jc7 y PDB ID 3G4P) es un
mondmero de 275 residuos con unas dimensiones aproximadas de 58 x 46 x 38 A.
La molécula esta compuesta por dos dominios: un dominio helicoidal (a2-a8) y un
dominio mixto compuesto por una B-ldmina formada por seis cadenas B
antiparalelas (B1-B6) y las hélices N- y C- terminales (al y a9) (Santillana, Beceiro
et al. 2007) (Fig. 27).

Figura 27. Plegamiento de OXA-24. OXA-24 presenta un plegamiento a/B con las hélices
expuestas al solvente rodeando un niicleo central formado por una lamina B compuesta por seis
hebras antiparalelas (cian). EI dominio helicoidal (a2-a8) aparece representado en amarillo,
mientras que las hélices N- y C-terminal (a1/a9) se muestran en rojo.

Si comparamos la estructura de OXA-24 con la estructura de los miembros
mas representativos de cada una de las familias de serin-B-lactamasas de clase A,
clase C y clase D comprobamos que la arquitectura global, definida por una B-
ldmina central rodeada de a-hélices, se encuentra bastante conservada en las
estructuras de todas ellas (Tabla 6 y Fig. 28). A pesar de estas semejanzas, las
diferencias existentes en su ordenamiento y disposicion espacial, especialmente
en las zonas adyacentes al centro activo, son suficientes para definir las distintas
especificidades por los diferentes tipos de antibidticos que presenta cada miembro
de la familia.
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Serin-g-lactamasa Familia

TEM-1(Stec, Holtz et al. 2005) Clase A
B-lactamasa de clase C
(Oefner, D'Arcy et al. 1990)

OXA-10(Paetzel, Danel et al.
2000)

Clase C

Clase D

RESULTADOS

r.m.s.d.
2.45A (169 atomos C, 69%)
2.37A (161 atomos C*, 66%)

1.38A (224 atomos C*, 92%)

Tabla 6 Valores de RMSD obtenidos al superponer con el programa SARF
(Alexandrov and Fischer 1996) la estructura de OXA-24 con las estructuras de
un miembro representativo de las distintas familias de serin-B-lactamasas.

Figura 28. Superposicion de la estructura de OXA-24 (azul marino) con las B-lactamasas de clase
A (TEM-1, naranja) (PDB ID 1ZG4), clase C (amarillo) (PDB ID 1FR1) y clase D (OXA-10, cian) (PDB
ID 1FOF). OXA-24 mantiene una organizacion muy parecida a la de la mayoria de las serin-B-

lactamasas descritas.

Cémo podemos observar, es especialmente significativa la similitud que
existe entre el plegamiento de OXA-24 y el de las B-lactamasas de clase D
(oxacillinasas). Ademas, a pesar de que la homologia de secuencia entre OXA-24 y
estas oxacilinasas se encuentra sélo entre el 23% (OXA-1) y el 33% (OXA-10), los
elementos de estructura secundaria y su disposicion espacial estdn muy
conservados en todos los miembros de esta familia (Tabla 7).
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Oxacilinasa Organismo r.m.s.d.
Oniaeit (SL;T)’O';])U A Ll E. coli 1.47A (218 atomos C*, 89%)

OXA-2 (PDB ID code 1K38) Salmonella typhimurium 1.34A (220 atomos C*, 92%)
OXA-10 (Paetzel, Danel et al.

2000) Klebsiella pneumoniae 1.38A (224 atomos C*, 92%)

e gFl’egra%tl,)Frenms et Pseudomonas aeruginosa 1.40A (225 atomos C*, 92%)

OXA-46 (D_ocqmer, Pseudomonas aeruginosa 1.59A (215 atomos C*, 89%)
Benvenuti et al.)

el (BB, Pseudomonas aeruginosa 1.60A (231 atomos C*, 96%)

Calderone et al. 2009)

Tabla 7 Valores de la desviacién cuadratica media (r.m.s.d.) obtenidos con el programa SARF
(Alexandrov and Fischer 1996) al superponer la estructura de OXA-24 con las estructuras
descritas de otras oxacilinasas.

Las mayores diferencias encontradas entre la estructura de OXA-24 vy las
estructuras de otras oxacilinasas (OXA-1, -2, -10, -13, -46 y -48) se localizan
fundamentalmente en las siguientes regiones (Fig. 29):

= E|l extremo N-terminal, donde la hélice al sustituye al motivo comuin
B1/al que aparece en el resto de la familia de oxacilinasas.

= En la l[dmina B3, que se encuentra inclinada unos 30° hacia la hélice
C-terminal (s6lo OXA-1 muestra una cadena homdloga con una
inclinacién similar).

* Enellazo Q (residuos 159-169), situado entre las hélices a6 y a7.

= Enellazoque conecta las cadenas B4y B5 (residuos 223-227).
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Figura 29. Superposicion de la estructura de OXA-24 (cian) con las estructuras de varias
oxacilinasas: OXA-1 (verde), OXA-2 (amarillo), OXA-10 (azul marino), OXA-13 (rojo), OXA-46
(rosa) y OXA-48 (morado). Las principales diferencias aparecen coloreadas, mientras que el
plegamiento global, muy similar en todas ellas, se muestra en gris.

5.4.2 Descripcion del sitio activo

El centro activo se encuentra alojado en la interfase entre la B-lamina
central y el dominio helicoidal, adoptando la forma de una hendidura alargada con
carga positiva. Los residuos que conforman el centro activo se localizan
fundamentalmente en la lamina B4, en la hélice a3 y en el lazo que conecta las
hélices a4 y a5. Estos residuos se agrupan en tres regiones diferentes del sitio
activo (elementos) generando una arquitectura caracteristica para las J3-
lactamasas de clase D (Fig. 30):

Elemento 1: estd formado por los residuos S81-T82-F83-K84, situados en el
extremo N-terminal de la hélice 3,5 a3. Este elemento contiene la serina catalitica,
S81, que lleva a cabo el ataque nucleofilico sobre el anillo B-lactamico del
antibidtico. En este elemento encontramos también la K84, que cuando se
encuentra carboxilada desempefia un papel regulador fundamental en el proceso
de acilacién/desacilacién mediante el cual se produce la hidrdlisis del sustrato.

Elemento 2: estd compuesto por los residuos S128-A129-V130 que se
localizan en el lazo situado entre las hélices a4 y a5. El hidroxilo de la cadena
lateral de la S128 se orienta hacia la serina catalitica, con la que interacciona. La
presencia de la V130, un residuo no polar, contribuye a crear un entorno
mayoritariamente hidrofébico en el centro activo.

Elemento 3: constituido por los residuos K218-S219-G220 de la cadena B4.
Este elemento desempeia un papel importante en el anclaje del antibiético al
centro activo.

Ademas de los tres elementos anteriormente descritos, la R261 tiene una
importancia especial en el reconocimiento y el anclaje del antibidtico. La R261
tiene una localizacién similar a la R250 de las oxacilinasas OXA-10 (Paetzel, Danel
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et al. 2000) y OXA 13 (Pernot, Frenois et al. 2001). El analisis de la estructura de
OXA-13 unida a diferentes antibiéticos ha permitido comprobar que esta arginina,
conservada en todas las B-lactamasas de clase D, establece contactos importantes
con el grupo carboxilato del antibiético (Pernot, Frenois et al. 2001).

ELEMENTO 2

Figura 30. Representacion de los elementos que componen el centro activo. El elemento 1
(coloreado en gris) lo componen los residuos S81-T82-F83-K84 y esta localizado en la hélice 3,
a3. Los residuos $128-A129-V130 constituyen el elemento 2 (verde) que se situa entre las
hélices a4 y a5. El elemento 3 (representado en cian) esta formado por los residuos K218-5219-
G220 localizados en la lamina p4.

Las interacciones que se establecen entre los residuos de los tres elementos
anteriormente descritos, asi como la presencia de moléculas de agua, mantienen
una estructura preformada del centro activo.

Existen pequefas diferencias en la conformacidon del sitio activo entre el
modelo A y el modelo B, motivadas principalmente por la presencia de una
molécula de sulfato en el modelo Ay la carboxilacién de la K84 en el modelo B.

En el modelo A (Fig. 31a) la serina catalitica (S81) establece enlaces de
puente de hidrégeno con la $128 del elemento 2 (0¥ $128 — 0581 2.9 A), con Ia
molécula de sulfato (01 SO, — 0YS81 3.3 A) y con la molécula de agua 41 (O HOH
41 — 0581 2.6 A). El grupo guanidinio de la R261 interacciona con el sulfato (NH1
R261 — 04 S0, 2.9 A y NH2 R261 — 02 SO, 3.1 A). El sulfato, que parece ocupar
una posicion similar a la que adopta el carboxilato del antibidtico durante la
catalisis enzimatica, establece también puentes de hidrégeno con las moléculas de
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agua 41 (01 SO, — O HOH 41 2.8 A) y 121 (01 SO, — O HOH 121 2.8 A). La K84 se
encuentra desplazada hacia el lazo Q, interaccionando con el W167 (3.5 A).

En el modelo B (Fig. 31b) la ausencia de una molécula de sulfato es
compensada por la presencia de diversas moléculas de agua que establecen
puentes de hidrégeno con la R261 (NH2 R261 — O HOH 173 2.9 A), la $219 (0"
$219 — OHOH 74 2.5 A), y la S81 (0YS81 — O HOH 174 2.7 A, 0YS81 — O HOH 77
2.6 A). El puente de hidrégeno que se forma entre la S81 y la S218 se mantiene en
el modelo B (0YS128 — 0YS81 2.9 A). La K84 carboxilada se aproxima a la serina
catalitica (S81), estableciéndose un puente de hidrogeno entre el 01 del
carboxilato y el grupo hidroxilo de la S81 (2.9 A). Ademas, el carboxilato de la K84
se estabiliza mediante puentes de hidrogeno que forma con el nitrégeno presente
en la cadena lateral del W167 (01 K84 — N®* W167 2.79 Ay 02 K84 — N*W167 3.1
A). El 02 del carboxilato interacciona también con la molécula de agua 24, (02 K84
— O HOH24 2.7 A) que puede desempefiar un papel importante durante la
reaccion de desacilacion.

Figura 31. Representaciéon de las interacciones (distancias en A) mas importantes que
estabilizan la conformacion del sitio activo de OXA-24 para las dos formas cristalinas A (a) y B
(b). Los residuos de la proteina se representan utilizando un modelo de varillas coloreadas
seguin su composicidon atomica (gris, carbono; amarillo, azufre; azul, nitrégeno; rojo, oxigeno).
Las moléculas de agua se representan como pequeiias esferas en rojo.
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5.4.3 Bases moleculares que determinan la especificidad de OXA-24 por
antibioticos carbapenémicos

Los tres motivos que conforman la estructura general del centro activo de
OXA-24 aparecen muy conservados en otras oxacilinasas y B-lactamasas de clase A
y C. No existe, por tanto, ninguna diferencia significativa en la composicidon y en la
organizacion del centro activo de OXA-24 que a nivel estructural nos permita
entender el mecanismo mediante el cual OXA-24, a diferencia del resto de las
oxacilinasas, es capaz de hidrolizar antibidticos carbapenémicos. Sin embargo, un
analisis mas detallado de la superficie molecular de esta enzima ha permitido
identificar dos residuos: Y112 y M223, situados en regiones adyacentes al centro
activo, que podrian jugar un papel clave en la especificidad por el antibiético (Fig.
32a).

Las interacciones que se producen entre las cadenas laterales de estos dos
residuos crean una barrera hidrofdbica que restringe el acceso al centro activo. De
esta forma, el sitio activo de OXA-24 queda delimitado por un tunel de caracter
hidrofébico de ~6.3 A de didmetro que determinaria la forma y la composicidn
guimica de los antibioticos que pueden acceder a la serina catalitica.

Ademas, la presencia de la V130, un residuo no polar, refuerza el caracter
hidrofébico del centro activo de OXA-24, asi como los contactos hidrofdbicos que
se producen entre residuos localizados en el entorno del sitio catalitico como el
W115, el W221ylaT111.

Otro grupo de residuos no polares (V78, V225, V229 y W231), situados en el
lazo B4-B5, crean también un nucleo hidrofébico que bloquea parcialmente la
parte inferior de la cavidad que aloja el centro activo, contribuyendo a determinar
la especificidad de OXA-24 por determinados tipos de antibidticos (Fig. 32b, 32c¢).
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Figura 32. Representacion de la superficie
molecular del sitio activo de OXA-24. a) Detalle
de la superficie de interaccién entre los residuos
Y112 y WM223, que define una barrera
hidrofébica (verde) que condiciona el acceso al
centro activo (naranja). b) Nucleo hidrofébico
(resaltado en verde) formado por aminoacidos
adyacentes al centro activo (sefialado en
naranja). c) “Tunel” que delimita la entrada a la
cavidad que aloja el centro activo. La superficie
de la proteina se colorea de acuerdo con su
potencial electrostatico (azul carga positiva, rojo
carga negativa), calculado con el programa APBS (Baker, Sept et al. 2001).

5.5 CARACTERIZACION DE LOS MUTANTES OXA-24y,1,, Y OXA-24py

El analisis de la estructura cristalografica de OXA-24 demuestra que la
tirosina 112 y la metionina 223 podrian ser dos residuos claves en la adquisicidon de
la capacidad de hidrolizar antibiéticos carbapenémicos. Para corroborar el papel
gue desempeiian ambos aminoacidos se crearon diferentes mutantes mediante
mutagénesis dirigida sobre el gen blagya,s (Santillana, Beceiro et al. 2007) en
colaboracién con el laboratorio del Dr. German Bou (Hospital Juan Canalejo, La
Coruia):
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MUTANTES
Y,
- \ e Tyrll2 - Alall2
% \j_ ) \ 2 ) OXA-24Yl12A
SNy & o 4 ™ \(
i A A5 !‘i‘%‘,\ )Y o Met223 -> Ala223
L€ & e *& Y ( OXA-24253a
2 € gx {nyY )
\ s ”—W R / e Tyrll2 - Alall2
[ 2 Ki &> Met223 -> Ala223
‘ L] OXA-24py
(/'w \

5.5.1 Ensayos biogquimicos y funcionales

Las enzimas mutantes obtenidas fueron caracterizadas mediante ensayos
bioguimicos para establecer sus parametros cinéticos y mediante ensayos
funcionales a través de la determinacion de las CMIs (Concentracion Minima
Inhibitoria) en presencia de carbapenémicos.

5.5.1.1 Determinacion de las CMlIs

Para valorar la funcionalidad de los mutantes de OXA-24 anteriormente
descritos, se procedio al calculo de la CMI frente a carbapenemas de una cepa de
A. baumannii capaz de expresar las proteinas mutantes

Para la determinacion de las CMlIs frente a imipenem y meropenem, tanto
OXA-24 nativa como las proteinas mutantes fueron expresadas en células de A.
baumannii JC7/04 previamente transformadas con los plasmidos recombinantes
PAT-RA/OXA-24,y;, PAT-RA/OXA-24y1155, PAT-RA/OXA-24p1723a Y PAT-RA/OXA-24p),
(cepas ABic7/040XA-24wWt, AB;c7/040XA-24v115p, ABic7/040XA-24p203n Y ABic7/040XA-
24p0). Las células crecieron frente a diferentes concentraciones de imipenem y
meropenem para valorar el efecto inhibitorio que dichos antibidticos tienen sobre
el crecimiento de A. baumannii cuando porta OXA-24 o alguno de sus mutantes.
Los valores de CMI obtenidos se detallan en |la Tabla 8 (Santillana, Beceiro et al.
2007).
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Antibiotico OXA-24WT 0XA-24y112A OXA-24mz23A OXA-24DM pAT-RA T

Ampicilina >256 >256 >256 >256 >256
Imipenem 32 4 16 4 0.5
Meropenem 64 1 16 0.5 0.25

tA. baumannii transformado con pAT-RA como control negativo.
*Los puntos de corte marcados por la NCCLS establecen que las cepas de A. baumannii con valores
iguales o menores a 4 ug/ml (< 4 pug/ml) son sensibles a B-lactamicos carbapenémicos.

Los valores de CMI (32/64 pg/ml) frente a imipenem y meropenem
obtenidos para la cepa AB)c70,0XA-24,1 indican que se trata de una cepa
resistente a carbapenémicos, segun los criterios marcados por la NCCLS (National
Committee for Clinical Laboratory Standards 2003).

Las cepas ABjc7/040XA-24y117a Y ABic7040XA-24p presentan un descenso
significativo en sus valores de CMls (4/1 y 4/0.5 pug/ml) frente a carbapenemas,
alcanzando valores que las convierten en sensibles a este tipo de antibidticos.

En el caso de la cepa ABc;/040XA-24y5235 Se aprecia un descenso moderado
de las CMlIs (16/16 pg/ml), de forma que, aunque presentan valores mas bajos que
las células que expresan la proteina nativa, mantienen la resistencia frente a
imipenem y meropenem.

5.5.1.2 Ensayos cinéticos.

Se realizaron experimentos cinéticos para estudiar la actividad catalitica de
OXA-24\yr y los mutantes OXA-24yi1;0 ¥ OXA-24y,, frente a imipenem vy
meropenem. La mutacidon de la M223 a alanina parece tener un efecto menos
importante sobre la actividad carbapenemasa de OXA-24, por lo que se descartd
realizar estos ensayos con el mutante OXA-2403a.

Los parametros cinéticos (k. K,,) calculados en estos experimentos (Tabla
9) (Santillana, Beceiro et al. 2007) proporcionan informacién acerca de la afinidad
de OXA-24\1, OXA-24y1150 Y OXA-24,,, por oxacilina, imipenem y meropenem y de
la eficacia con la que los hidrolizan (eficiencia catalitica, kei/Kn).

OXA-24 presenta una eficiencia catalitica (ke:/Km) con respecto a la
ampicilina entre tres y seis veces mayor que los mutantes. Aunque con las tres
enzimas se obtiene una velocidad de reaccidn similar (valores de k.. similares), los
mutantes presentan valores de K,, mas elevados que OXA-24y1, lo que indica que
las mutaciones afectan principalmente a la afinidad de OXA-24,yr por la ampicilina.

Los resultados descritos en la Tabla 9 nos muestran también que OXA-24
posee una eficiencia catalitica frente a la oxacilina (Ket/Kyn = 202) muy inferior a la
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de otras oxacilinasas, con valores de K,, muy elevados, que indican la baja afinidad
gue OXA-24,,; tiene por la oxacilina, a pesar de tratarse de una oxacilinasa. La
eliminacion en OXA-24p\ de la barrera hidrofébica creada por la Y112 y la M223
triplica la eficiencia catalitica de OXA-24 hacia la oxacilina.

Por otro lado, podemos observar que OXA-24,yr presenta una considerable
actividad catalitica frente a imipenem y meropenem (k.:/K, de 2786 y 37869
respectivamente), con los que interacciona con gran afinidad (valores de K., muy
pequenios). Los mutantes OXA-24y1104 Y OXA-24p,, sin embargo, muestran una
eficiencia catalitica muy baja frente a carbapenémicos, con valores de k..:/K,, muy
inferiores los que presenta OXA-24,,. Especialmente drastica es la pérdida de
actividad frente a meropenem, con un descenso de la eficiencia catalitica de entre
456 (OXA-24p\) y 155 veces (OXA-24y114).

Es interesante destacar que los valores de K, para imipenem y meropenem
son mucho mas elevadas en los mutantes que en OXA-24,,, mientras que los
valores de k. son similares en las tres enzimas. Esto indica que los mutantes
pierden la capacidad de interaccionar con imipenem y meropenem y concuerda
con las conclusiones extraidas del analisis de la estructura cristalografica de OXA-
24, en las que se destaca la importancia de la Y112 y la M223, dos residuos
adyacentes al centro activo implicados en la especificidad por el sustrato pero que
no participan directamente en la catalisis.

Tabla 9. Parametros cinéticos de OXA-24, OXA-24p, Y OXA-24y,154 frente a los antibidticos sefialados.

Ampicilina Oxacilina Imipenem Meropenem
O L e kst KeKn K Kot kealKm  Kn Kt KK
M 5 mm™' S
80 | 22 1212 018 058 1 00009 | 037
OXA24 (45 (929) 28 | (1220)  (0086) 2% (x0084) (x047) 278 (sxo0014) (zo1) | O7869
OXA24 410 401 1951 | 035 9 3 3 025
DM (x11) (x84 | 0 | waen) @012 P wor) (o2 M (xo45 o1y B
OXA24 504 | 274 3757 | 0055 15 5 1 022
YI12A  (+60) (14 1 xste)  xo0019) "% (w2200  (x121) 3 *15) | (o005 243

Los datos representados en esta tabla son los valores promedio de los resultados obtenidos después de realizar cada
experimento por triplicado.

5.5.2 Sobreexpresion y purificacion de los mutantes OXA-24y;1,4 Y OXA-24py.

Para obtener preparaciones adecuadas para los experimentos de
cristalizacién, se utilizaron los protocolos de expresidon y purificacion
anteriormente descritos para OXA-24 nativa. Los genes que codifican para los
mutantes OXA-24y;1,4 Y OXA-24py (sin péptido sefial) se clonaron en el vector
PGEX-6-P1 (Fig. 11) entre los sitios de restriccion BamHI y EcoRl, de forma que
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ambos mutantes se expresaron como proteinas de fusiéon con GST. La expresion se
llevé a cabo en medio LB con células E.coli BL21 a 37°C durante 18 horas (Fig. 33).

GST-OXA-24v110n GST-OXA-24pm
b j kD

Figura 33. Expresion de los mutantes de OXA-24 fusionadas a GST: GST-OXA-24y,,,, Y GST-OXA-
245. Las muestras se analizaron en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) al 15% vy se utilizé el
marcador de peso molecular “Precision Plus Protein Standard Dual Color” de la casa comercial
Bio-Rad

Las proteinas de fusion solubles se purificaron realizando cromatografias de
afinidad en columnas de Glutation sepharosa GSTrap™ FF (Amersham Biosciences),
gue retienen Unicamente las proteinas fusionadas a GST. Para recuperar GST-OXA-
24y115a Y GST-OXA-24p\ se lavé la columna con 10 mM de glutation reducido (Fig.
34).
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Figura 34. Purificacion de las proteinas de fusion GST-OXA-24y:;,, Y GST-OXA-24,,,. De la
columna de Glutation sepharosa eluye un primer pico correspondiente a proteinas no retenidas
en la resina. Tras un lavado posterior con TRIS 50 mM pH=7, 150 mM NaCl, 1mM DTT , 5mM
EDTA y 10 mM de glutation se obtiene un segundo pico que corresponde a la elucién de las
proteinas de fusion.

Para escindir la proteina de fusion, GST-OXA-24yi150 ¥ GST-OXA-24py, fueron
proteolizadas a 4°C durante ~12h con una variante recombinante de la proteasa
3C (GST-3C) empleando una relacién de concentraciones de 1/50
(proteasa/proteina). Los resultados se comprobaron mediante electroforesis en
geles de acrilamida (Fig. 35).
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Figura 35. Electroforesis de las proteinas de fusion tratadas con la proteasa 3C tras 4h y 12 h de
digestion: a) GST-OXA-24y,1,, ¥ b) GST-OXA-24,,,. El marcador de peso molecular Dual color,
(Bio-Rad) se incluye a la izquierda.

Los mutantes de OXA24 se recuperaron en un ultimo paso cromatografico
con una columna de Glutation sepharosa GSTrap™ FF (Amersham Biosciences)

(Fig.36).
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Figura 36. Purificacion de los mutantes OXA-24y,,,, y OXA-24,,, tras la digestidn con la proteasa
GST-3C. Ambos mutantes eluyen de la columna de Glutation sepharosa en un primer pico,
mientras que las proteinas de fusion no digeridas, la proteasa 3C y la proteina GST aparecen en

un segundo pico tras lavar la columna con 10 mM de glutation reducido.
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Mediante electroforesis SDS-PAGE se comprobd el estado de las soluciones de
ambos mutantes (Fig. 37).

Figura 37. Analisis del grado de pureza de los mutantes
OXA-24p), (28918.1 Da) y OXA-24y,1,, (28978.3 Da) en un
gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) del 15%, empleando
como marcador de peso molecular la preparacion
comercial “Precision Plus Protein Standard Dual Color”
(Bio-Rad).
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5.5.3 Caracterizacion de los mutantes OXA-24y;1,4 vy OXA-24p, _mediante
experimentos de ultracentrifugacion analitica.

Las soluciones de las proteinas mutantes OXA-24yi15n ¥ OXA-24p\y se
analizaron mediante experimentos de ultracentrifugaciéon analitica para confirmar
gue ambos mutantes conservaban en solucidn el caracter monomérico de OXA-
24y

Los ensayos de velocidad de sedimentacion realizados con soluciones de las
proteinas mutantes a 0.5 mg/ml, en ambos casos, mostraron la presencia
mayoritaria de una especie compatible con un monémero (Figs. 38, 39).

Para el mutante OXA-24y,;,, se obtuvo una distribucidon del coeficiente de
sedimentacion en la que se observaba un pico principal (75% de la muestra) con un
coeficiente de sedimentacion de 2.47 S, concordante con el coeficiente de
sedimentacion de OXA-24 en solucidon (2.4 S). El 25% restante de la distribucion
corresponde a diferentes picos con coeficientes de sedimentacion mas elevados
que reflejarian la presencia de proteina agregada en la muestra o de diferentes
impurezas.

En el caso del mutante OXA-24p,, se identific6 una especie con un
coeficiente de sedimentacion de 2.38 S, similar al del monémero de OXA-24.
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Velocidad de sedimentacion: OXA-24v112a
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Figura 38. Distribucion del coeficiente de sedimentacion (c (s)) del mutante OXA-24y,1,, €n
tampon Tris 50 mM pH=7, 150 mM NacCl, 1imM DTT, 5 mM EDTA a una concentracién de 0.5
mg/ml. La comparacién del perfil de sedimentacion con el de OXA-24,,; muestra que presenta
un coeficiente de sedimentacidn semejante al del monémero de OXA-24,,:, lo que indica que se
encuentra también como mondmero en solucion
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Figura 39. Distribucion del coeficiente de sedimentacion (c (s)) del mutante OXA-24,, en
tampon Tris 50 mM pH=7, 150 mM NacCl, 1imM DTT, 5 mM EDTA a una concentracién de 0.5
mg/ml. Su coeficiente de sedimentacién, similar al del monémero de OXA-24,;, indica que se
encuentra como monémero en solucién.
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5.6 RESOLUCION DE LAS ESTRUCTURAS DE LOS MUTANTES OXA-24y1154 Y
OXA-24,y

5.6.1 Cristalizacion.

Para realizar los experimentos de cristalizacién se concentraron las
soluciones de ambos mutantes hasta ~10 mg/ml. Mediante difusion de vapor en
gota sentada se probaron 768 condiciones comerciales, ademds de las condiciones
de cristalizacidon con las que se obtuvieron cristales de la proteina nativa Los
ensayos se llevaron a cabo mezclando 0.5 pl de la solucién de cristalizacion con
0.5ul de la solucién de proteina, y las gotas se incubaron a 22°C.

De estos ensayos de cristalizacidn, los mejores cristales de las dos proteinas
mutantes se obtuvieron en la condicidon comercial 30%(w/v) PEG 5000 MME, 0.1M
Tris pH 8.0, 0.2M sulfato de litio (Fig. 40). Para evitar que creciesen adheridos a la
base de la placa y para mejorar su tamano, los cristales se optimizaron en gota
colgante aumentando el volumen final de la gota a 2 pl (1 ul de solucién de
cristalizaciéon mas 1 pl de soluciéon de proteina).

Figura 40. Cristales de las proteinas mutantes OXA-24y,1,, Y OXA-24,,, optimizados para la
recogida de datos de difraccion.

5.6.2 Recogida y procesado de los datos de difraccion.

Para llevar a cabo la recogida de datos a 110 K, los cristales se sumergieron
en nitrégeno liquido embebidos en una solucidn crioprotectora compuesta por la
solucion de cristalizacion suplementada con un 15 % de glicerol.

Finalmente, los cristales se irradiaron en las lineas de luz sincrotrén 1D14.1
(OXA-24py) e ID14.4 (OXA-24y11,4) del ESRF (Grenoble, Francia) (Fig. 41).
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Figura 41. Patrones de difraccion correspondientes a los cristales de OXA-24y;.,, (A) y OXA-24p,,
(B). Cada imagen de difraccion se obtuvo girando cada cristal un grado durante 2 s (ID14.4)y 3 s
(ID14.1) hasta recoger 110 imagenes en ambos casos.

El procesamiento de los datos de difraccion se realizé con el programa
Mosflm (Leslie 2006), mientras que el escalado se llevd a cabo utilizando el
programa Scala del CCP4 (Collaborative Computational Project number 4 1994) Las
valores obtenidos tras procesar los datos de difraccion de los cristales de cada

mutante se muestran en la Tabla 10.

Tabla 10 : Valores estadisticos cristalograficos del procesamiento de los datos de difraccion de

los cristales de OXA-24y,1,, Yy OXA-24py,

Grupo espacial

Dimensiones de la celda
a,b, c(A)
a,B,v(°)

Rango de resolucién (A)
Completitud (%)
Reflexiones medidas
Reflexiones unicas
Rimerge (%)
Multiplicidad
1/o(1)

* Los datos de la capa de alta resolucion aparecen entre paréntesis

OXA-24Y112A

P4.2,2

102.2, 102.2, 86.1
90, 90, 90

45.6-1.85 (1.95-1.85)*
99:9 (99-9)
318431(45980)
38584 (5561)
8.1(41.3)
8.3(8.3)
5.7 (1.8)
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OXA-24pm

P4.2,2

102.2,102.2, 84.5

99, 90, 90

40.19-2.1 (2.21-2.1)*

100 (100)

231185 (33523)

26741 (3836)
7-9 (39-2)
8.6 (8.7)

7-5(1.9)
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5.6.3 Determinacion y refinamiento de la estructura de los mutantes OXA-
24y1124 OXA'24w-_

Tanto OXA-24y,1,, como OXA-24,, cristalizaron en el mismo grupo espacial
y con aproximadamente la misma celdilla que ambas formas de la proteina nativa,
por lo que la obtencion del modelo estructural de ambos mutantes se inicié con un
primer refinamiento de cuerpo rigido y el calculo de un mapa de diferencia Fourier
(Fo-F.) con el programa Refmac (Murshudov, Skubak et al.), utilizando los datos
experimentales escalados de los mutantes y el modelo de la proteina nativa OXA-
24,

A partir del analisis detallado del mapa de densidad electrénica con el
programa grafico COOT (Emsley and Cowtan 2004) se trabajo en la construccion de
los modelos, alternando el modelado con ciclos de refinado realizados con el
programa Refmac (Murshudov, Skubak et al.). El mapa diferencia nos indicé que
atomos del modelo nativo (pdb ID 3G4P) utilizado no coincidian con la densidad
electrénica calculada a partir los datos experimentales recogidos de los cristales de
OXA-24y115n Y OXA-24p, bien reflejando la presencia de un nimero mayor de
atomos o de atomos con mayor densidad electrénica (densidad positiva) o la
ausencia en la densidad experimental de algunos de los atomos presentes en el
modelo (densidad negativa). De esta forma, los residuos mutados se identificaron
claramente en el mapa diferencia, al aparecer en contornos con densidad negativa
(Fig. 42).

Figura 42 Mapas de densidad electrénica 2Fo-Fc a 1.5 o (azul) y Fo-Fc (mapa diferencia) a 2.5 ¢
(rojo) correspondientes a los mutantes OXA-24y,:,, (a) y OXA-24,,, (b). La densidad electrdnica
negativa (representada en rojo) revela que los residuos M223 y Y112 (1) o Y112(2) presentes en
la estructura de la proteina nativa utilizada inicialmente como modelo no estan presentes en los
mutantes.

En los pasos finales del refinamiento se incorporaron moléculas de agua y
otras moléculas presentes en la condicidn de cristalizacién (glicerol, PEG y sulfato)
para las cuales se apreciaba una densidad electrénica considerable.

Las estadisticas obtenidas del refinado final de los modelos se muestran en
la Tabla 11.
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Tabla 11: Valores estadisticos del refinamiento de los modelos de OXA-24y,1,, y OXA-24,,.

2189 2111
Proteina: 1943 Proteina: 1940
Moléculas de agua: 241 Moléculas de agua: 151
Nimero de 4tomos no hidrégenos Heteroatomos: Heteroatomos:
e SO,;5 e SO.5
e Glicerol: 6 e Glicerol: 6
e PEG:18 e PEG:7
R/Rfree 0.172 (0.241)/0.205 (0.311)*  0.177 (0.262)/0.215 (0.332)*
Factor B (A%) 27.65 33.25
r.m.s.d. enlaces (A) 0.022 0.022
r.m.s.d. angulos (°) 1.96 1.96

e Los datos de la capa de alta resolucion aparecen entre paréntesis

Por ultimo, se procedié a la validacion de los parametros estereoquimicos
con el programa PROCHECK (Laskowski, MacArthur et al. 1993) y la herramienta
Validate incluida en el programa de modelado COOT. (Emsley and Cowtan 2004) El
analisis de los diagramas de Ramachandran obtenidos nos permitid comprobar si
existian residuos en conformaciones desfavorables por presentar angulos diedros
alejados de las posiciones permitidas (Fig. 43).

1. Diagrama de Ramachandran de OXA-24y,1,x.

180-
‘ h —. N Residuos en regiones favorables .
: - 202 (94%)
135 [ L = [AB,L]
= Residuos en regiones permitidas
- ° glones p 12 (5.6%)
904 . . ’J I [ar b; ]; p]
= Residuos en regiones
_ - |J generosamente permitidas 1(0.5%)
::én - —_= r: [ ~a, ~b7 ~|7 ”p]
3 LUy Numero de residuos que no son 51
& — prolinas ni glicinas >
iJ Numero de glicinas (triangulos) 20
M Numero de prolinas 8
135 | | ATA 20 (A) | . p
’ ! | ‘ p_, . b Numero total de residuos 245
(180 -135 90 45 0 45 90 135 180

Phi (degrees)
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2. Diagrama de Ramachandran de OXA-24,,

. Residuos en regiones favorables
b
- 199 (92.6%
L. [A’B;L] ( )
1 Residuos en regiones permitidas N
i % P 15 (7%)
[a,b,1,p]
Residuos en regiones
= generosamente permitidas 1(0.5%)
%u [ ~q, "br "'Iy ”p]
< Ndmero de residuos que no son ”
= prolinas ni glicinas >
Numero de glicinas (triangulos) 20
Ndmero de prolinas 8
‘N Numero total de residuos 245
135 180

Phi (degrees)

Figura 43 (1) Diagrama de Ramachandran de OXA-24y,,,, El 94% de los residuos se encuentran
en regiones favorables (representadas en rojo), 12 aminoacidos (5.6 %) en regiones permitidas
(amarillo) y sélo 1 residuo, la A80 aparece en una region energéticamente desfavorable
(amarillo palido). (2) Diagrama de Ramachandran de OXA-24,, S6lo el aminoacido N211 se
encuentra en una conformacién menos favorable mientras que el 92.6% y el 7% de los residuos
estan en conformaciones favorables y permitidas, respectivamente.

Hay que destacar que los datos de ambos mutantes reflejan la presencia de
densidad electrdnica atribuible a una molécula de sulfato que interacciona con los
residuos del centro activo estabilizando dicha region. La densidad electrdnica
experimental muestra también que la lisina 84 (K84) del centro activo se encuentra
carboxilada en las estructuras de los mutantes (Fig. 44).

Figura 44. Detalle de la region del centro activo de los modelos de OXA-24y,1,, (a) y OXA-24,,
(b). La densidad electrénica 2F,-F. representada como una malla azul, muestra la presencia de
una molécula de sulfato estabilizando el centro activo, asi como la carboxilacion de la K84 en los
modelos de ambos mutantes.

Los mapas de densidad electronica de ambos mutantes presentaban una
densidad extra en el extremo N-terminal que nos permitid modelar un nuevo
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residuo, fenilalanina 31 (F31), un residuo que no se apreciaba en el modelo de la
proteina nativa (Fig. 45).

a b

d Pre/an
LT A
XX

A
///‘f =

T~
NUREZ
L

O Yy, A

Figura 45. (a) Densidad electronica 2F,-F. a 1.5 o (representada en azul) que muestra la
presencia de una fenilalanina (F31) en el extremo N-terminal del mutante OXA-24,,. (b)
Superposicion de los residuos del extremo N-terminal de los mutantes OXA-24,, (amarillo),
OXA-24y,1,4 (azul) y OXA-24,y; (gris).

5.7 DESCRIPCION DE LAS ESTRUCTURAS DE LOS MUTANTES OXA-24y;,,, Y
OXA-24p.

5.7.1 Arquitectura general y centro activo.

Los mutantes de OXA-24 conservan el plegamiento de la proteina nativa (Tabla
12), constituido por una B-lamina central, situada entre las hélices N- (al) y C- (a9)
terminales y un dominio helicoidal que forman las hélices a2-a8 (Fig. 46).

Figura 46. Superposicion de las estructuras de los mutantes OXA-24y,,,, (representada en
verde), OXA-24,, (rojo) y OXA-24,,; (mostrada en naranja). El plegamiento a/B en el que las
hélices flanquean un ntcleo central en forma de lamina B, se encuentra totalmente conservado

en los mutantes (a). SAlo se aprecian algunas pequeias diferencias en la orientacion de algunas
cadenas laterales (b).
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r.m.s.d.
0OXA-24y112a 0.23A (244 atomos C%, 100%)
0OXA-24pm 0.14A (244 atomos C%, 100%).

Tabla 12 Valores de RMSD obtenidos al superponer con el programa SARF
(Alexandrov and Fischer 1996) la estructura de OXA-24 con las estructuras de
los mutantes OXA_24Y112Ay OXA'24DM.

Los modelos para ambos mutantes muestran también que dichas
mutaciones no afectan ni a la arquitectura general del centro activo, que mantiene
sus tres elementos constituyentes intactos, ni a la posicién de ninguno de los
residuos que lo componen de forma significativa (Fig. 47).

ELEMENTO 1

S

ELEMENTO 2

A129

Figura 47. Superposicion de los aminoacidos que componen el centro activo de las estructuras
de OXA-24, (residuos coloreados en naranja), OXA-24y,,,, (verde) y OXA-24,,, (rojo). Los tres
elementos que engloban el centro activo de OXA-24,,; (1 sefalado en violeta, 2 en verde y 3 en
cian) se conservan sin variacion en las proteinas mutadas.

Los aminodcidos que componen los tres elementos del centro activo
establecen una red de puentes de hidrégeno con moléculas del solvente (agua y
sulfato) que estabiliza la cavidad en ausencia del sustrato (Fig. 48). En las
estructuras de los dos mutantes, el 0" de la serina catalitica, S81, interacciona con
moléculas de agua y de sulfato, con el OYde la S128 y con el carboxilato de la lisina
carboxilada K84, que enlaza a su vez con el nitrogeno del W167. Especialmente
destacable es la presencia de una molécula de agua muy conservada en todos los
modelos de OXA-24 (nativo y mutantes), que establece un puente de hidrégeno
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con el 01 del carboxilato de la K84, que podria actuar probablemente cémo
nucledfilo durante la desacilacion del complejo acil-enzima.

El resto de contactos se establecen fundamentalmente entre el sulfato y
diferentes moléculas de agua con el grupo guanidinio de la R261 y los O" de las
serinas: S128 y S219, de forma que se produce un entramado de puentes de
hidrégeno que conservan la conformacidn del canal que aloja el centro activo.

Figura 48. Conjunto de interacciones que estabilizan la conformacion del sitio activo de OXA-
244,154 (a) y OXA-24,,, (b). Los aminoacidos del centro activo se representan en funcién de su
composicion atémica (gris carbono, amarillo azufre, azul nitrégeno, rojo oxigeno), mientras que
las moléculas de agua se representan como pequefias esferas. Las distancias inferiores a 3.5 A
se representan como lineas discontinuas.

La comparacion de las superficies moleculares de ambos mutantes con la de
OXA-24,yr muestra que las mutaciones de los residuos Y112 y M223 provoca la
desaparicion en mayor o menor medida de la barrera hidrofébica creada por la
interaccion de estos dos residuos (Fig. 49), que definian un tunel de entrada
caracteristico al sitio catalitico en OXA-24yr.
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Figura 49. Superficies de OXA-24y;1,, (a) OXA-24py, (b), OXA-24y; (c) representadas en funcién
del potencial electrostatico calculado con APBS (Baker, Sept et al. 2001), con las regiones
cargadas positivamente en color azul y las zonas con carga negativa en color rojo. La
desaparicion de la barrera hidrofébica creada por la Y112 y la M223 modifica visiblemente la
accesibilidad al sitio catalitico.

5.8 ESTUDIO DEL EFECTO DE INHIBIDORES DEL TIPO PENEMA SULFONICA
SOBRE OXA-24.

No existen actualmente inhibidores comerciales eficaces contra las PB-
lactamasas de clase D, incluyendo a las carbapenemasas de clase D. Por ello, nos
propusimos caracterizar mediante ensayos bioquimicos, funcionales 'y
estructurales, el efecto de un grupo de inhibidores del tipo penemas sulfénicas
disenados y sintetizados por el Dr. John Buynak en el Departamento de Quimica de
la Universidad Metodista del Sur situada en Dallas (Southern Methodist University,
Dallas).

Los compuestos utilizados poseen un esqueleto comun (Fig. 50a) formado
por una sulfona del acido penicilanico, con un sustituyente metilenopiridinico en
posicidon 6. Sobre esta plataforma, se realizaron diferentes modificaciones en la
posicidon 2 de la penema sulfénica y sobre la posicién 4 de la piridina, para dar
lugar a cada uno de los inhibidores sintetizados (Fig. 50b).
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N~/
/ O
"Ri | COzNa
o
b
Compuesto R, R,
1 Hidrégeno 3,4-dihidroxifenil acetato
2 Metoxicarbamoil Hidrégeno
3 Carbamoill Carbamato
4 Hidrégeno ((2-aminotiazol-4-il) metil) carbamato
5 Hidrégeno (etilamonio) carbamato

Figura 50. a) Estructura basica de los inhibidores de OXA-24. Las posiciones sobre las que se
introducen diferentes modificaciones para obtener los distintos compuestos aparecen
sefaladas como esferas coloreadas y seiialadas como R, y R,. b) Resumen de los sustituyentes
utilizados para construir, a partir de la base 6-(metilpirid-2-yl) sulfona del acido penicilanico, los
5 inhibidores estudiados en este trabajo.

Para ello se sintetizaron 5 penemas sulfénicas modificadas (nombradas 1, 2,
3,4y 5) como potenciales inhibidores de OXA-24 (Fig. 51).

o

[0}

H,C—O

OH

OH

Figura 51. Compuestos estudiados como posibles inhibidores de OXA-24.
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5.8.1 Ensayos funcionales para caracterizar el efecto inhibitorio sobre la
actividad de OXA-24 de los compuestos del tipo penema sulfonica.

5.8.1.1 Ensayos microbioldgicos: determinacion de los valores de CMI en presencia
de inhibidores.

Para valorar el efecto inhibitorio de los compuestos sobre la resistencia a
carbapenemas mediada por OXA-24, se determinaron las CMIs (Tabla 13) frente a
imipenem y meropenem de la cepa de A. baumannii JC7/04 transformada con el
vector PAT-RA/OXA-24 (ABjc7040XA-24y7) en presencia de cada uno de los
inhibidores a dos concentraciones: 4 y 16 pug/ml (Bou, Santillana et al.). Ademas,
para establecer el efecto inhibitorio con mayor fiabilidad, se realizaron controles
en paralelo con el inhibidor comercial tazobactam a las mismas concentraciones
asi como también con la cepa de A. baumannii JC7/04 sin transformar (sensible a
carbapenemas).

Debido a que los compuestos inhibidores tienen un anillo B-lactdmico como
parte de su estructura, también fue necesario testarlos en ausencia de
antibidticos, de forma que se pudiera comprobar que no poseian actividad
antibidtica intrinseca frente a A. baumannii JC7/04 transformada o no con PAT-
RA/OXA-24; Los resultados obtenidos (CMI > 64 ug/ml) confirman que no actian
como antibidticos de la cepa A. baumannii JC7/04.
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Tabla 13.Valores de CMls determinados para la cepa de A.baumannii JC7/04 transformada
con pAT-RA o pAT-RA/OXA-24;

CMI (ug/mL)
pAT-RA? pPAT-RA/OXA-24yr
Tazobactam e inhibidores 1-5 a 4 yg/mL
meropenem 1 64
meropenem/tazobactam 0.5 32
meropenem/ 1 1 4
meropenem/2 1 16
meropenem/3 0.5 16
meropenem/4 0.5 16
meropenem/5 0.5 4
imipenem 1 32
imipenem/tazobactam 0.5 16
imipenem/1 0.5 4
imipenem/2 0.5 32
imipenem/3 0.5 8
imipenem/4 0.25 8
imipenem/5 0.5 8
Tazobactam e inhibidores 1-5 a 16 ug/mL

meropenem 1 32
meropenem/tazobactam 0.5 32
meropenem/ 1 1 1

meropenem/2 1 16
meropenem/3 0.5 4
meropenem/4 0.5 8
meropenem/5 0.5 4
imipenem 1 32
imipenem/tazobactam 0.25 16
imipenem/1 0.25 1

imipenem/2 0.25 16
imipenem/3 0.25 2

imipenem/4 0.25 4
imipenem/5 0.5 8

9 Plasmido pAT-RA sin contener el gen blaogya.24. Las CMIs del tazobactam y los compuestos 1-
5 sin la presencia de meropenem o imipenem fueron >64 pg/mL.

Los valores de CMI obtenidos para la cepa de A. baumannii JC7/04
transformada con el plasmido pAT-RA sin el gen de OXA-24 confirman que se trata
de una cepa sensible a imipenem/meropenem (1 pg/ml), mientras que la cepa
AByc7/040XA-24\7 presenta claramente resistencia frente a ambas carbapenemas,
tal y como ya he descrito anteriormente (64 pug/ml para meropenem y 32ug/mil
para imipenem). La presencia del tazobactam no modifica los valores de CMI de la
cepa ABjc;0,0XA-24 frente a imipenem y meropenem hasta rangos de
susceptibilidad, corroborando su ineficacia como inhibidor de la actividad OXA-24.

Con respecto a la actividad inhibitoria de las cinco penemas sulfénicas
ensayadas, la presencia de los compuestos 1 y 5 reduce significativamente hasta
niveles de sensibilidad las CMIs frente a meropenem e imipenem, siendo mas
acusado el efecto a la concentracién mas alta probada (16 pg/ml). Estos datos

96



RESULTADOS

reflejan la eficacia “in vivo” de ambos compuestos como inhibidores de OXA-24,
destacando el compuesto 1 como el mas efectivo.

Aunque en menor medida, los resultados muestran también una clara
actividad inhibitoria “in vivo” (disminucidn significativa de las CMIs) de los
compuestos 3 y 4, muy especialmente a alta concentracion (16 pg/ml), siendo mas
eficaces cuando se combinan con el imipenem, ya que en este caso la disminucién
de los valores de CMI es mas marcada incluso a baja concentracion (4 pug/ml).

De los experimentos realizados en presencia del compuesto 2 se obtienen
valores de CMI inferiores a los obtenidos en su ausencia, si bien no son tan
significativos como para reflejar una actividad inhibitoria importante “in vivo”.

5.8.1.2 Ensayos bioquimicos: determinacion de las cinéticas de inhibicion.

Para obtener informacién adicional de la eficiencia relativa de los
compuestos 1-5 como inhibidores, se calcularon las ICsy, utilizando Nitrocefina
como sustrato indicador (Tabla 14)

Tabla 14. |C50
1 2 3 4 5
(NM) (nM) (nM) (nM) (nM)
OXA-24wt 17 + 1 27 +1 22 +1 10 + 1 55+5

5.8.2 Cristalizacion de los complejos de OXA-24,r con inhibidores del tipo
penema sulfénica.

Para estudiar con detalle la interacciéon de OXA-24\,; con los inhibidores
descritos anteriormente, se obtuvo la estructura cristalografica de los complejos.

Dado que la co-cristalizacion de OXA-24 con los inhibidores no funciond, la
obtencidon de los distintos complejos se llevd a cabo sumergiendo los cristales de
OXA-24,,; obtenidos en 28% PEG 2000 MME, 0.1M HEPES pH 7.5 en soluciones de
los inhibidores equilibradas en la solucidon de cristalizaciéon. Por tanto, fue
necesario optimizar tanto la concentracion de la solucién de los inhibidores como
el tiempo en que los cristales permanecian sumergidos en dicha solucidn, de forma
gue se lograse difundir el inhibidor sin que los cristales sufriesen dafios. Se
siguieron dos estrategias para encontrar la condicién adecuada:

v’ Utilizar soluciones muy concentradas del inhibidor (12.5mM, 10mM,
5mM, 3mM) de forma que se consiguiese la difusién de los
inhibidores dentro del cristal en tiempos de incubaciéon cortos (30
min., 15 min., 10 min., 5 min., 1min.).
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v Utilizar soluciones menos concentradas (3mM, 1mM, 750uM,
500uM) de los inhibidores con tiempos de incubacion del cristal en
dichas soluciones mas largos (12h, 6h, 3h, 1h).

Las condiciones que incluian las concentraciones mas altas de inhibidor
(12.5mM y 10mM) se descartaron por ocasionar un dafio visible a los cristales
incluso a tiempos muy cortos. Las condiciones que incluian tiempos de incubacién
largos (de 1h en adelante) se descartaron también porque producian dafos en el
cristal no apreciables visualmente, pero que daban lugar a una peor difraccion.
Para el resto de las condiciones se llevaron a cabo medidas en las lineas de luz
sincrotron, comprobando tanto la calidad de la difraccion como los mapas de
densidad electrdnica resultantes. Finalmente, se establecié que la inmersion de los
cristales en soluciones del inhibidor a 3mM durante 5 min. era suficiente para que
se produjese la difusion del inhibidor sin deteriorar significativamente la calidad
los cristales. Un resumen de los resultados de todas las condiciones ensayadas se
muestra en la Tabla 15.

Tabla 15. Resumen de las condiciones experimentales ensayadas para los diferentes inhibidores
variando el tiempo y la concentracién de cada inhibidor.

12h 6h 3h 1th  30min. 15min. 10min. 5min. 1min.
12.5mM C[istal
L . dafiado:
Dafio visible en el cristal difraccio
10mM difraccion no
interpretable
Dafio
5mM .
visible Difraccion de baja Compleio o
3mM Cristal Cristal calidad. Pel
dafnado: dafnado
- ~ difraccion no
1mM Cristal danado: . apreciable en la densidad
difraccién no mterprfatable Complejo no
750pM interpretable Complejo no apreciable en la
apreciable en densidad.
500uM la densidad.

La recogida de los datos de difraccion se llevd a cabo en las lineas de luz
sincrotréon 1D14.1, 1D14.2 e ID14.4 del ESRF (Grenoble, Francia) a 110K con los
cristales inmersos en una solucién crioprotectora compuesta por la solucidon de
cristalizaciéon mas un 15 % de PEG 400 adicional.

Los valores obtenidos tras procesar los datos de difraccidon de los cristales
con los programas Mosflm (Leslie 2006), y Scala del CCP4 (Collaborative
Computational Project number 4 1994) se recogen en la Tabla 16.
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Tabla 16 : Valores estadisticos cristalograficos del procesamiento de los datos de difraccidn de
los cristales de OXA-24 con los diferentes inhibidores.

OXA-24/1 OXA-24/2 OXA-24/3 OXA-24/4 OXA-24/5

Grupo

o P4,2,2 P4,2,2 Pa,2.2 Pa,2.2 P4,2,2
Dimensiones 102.3 102.4 102.8 102.2 102.5
b 102.3 102.4 102.8 102.2 102.5
2 e A) 84.4 84.2 83.1 86.1 84.5
r':i:ﬁ:’cz,; 33.24-2.1 45.8-2.0 72.7-2.1 31.59-2.0 45.8-2.0
) (2.21-2.1) (2.11-20)  (2.21-2.1) (2.11-2.0) (2.11-2.0)
C°m'(°°'/e)t't“d 100.0 (100.0) 99.9(99.8)  99.0(99.0)  99.9(99.6)  99.9(99.1)
(1]
ALUCALIES 253069 297521 275304 361773 289326
medidas
Reflexiones 26758 30828 26265 30698 30940
unicas
Rimerge (%) 8.4 (43.0) 7.6 (54) 10.1(62.1) 8.3 (45.4) 7.8 (56.4)
Multiplicidad 9.5 (9.6) 9.6 (9.8) 7.3 (4.4) 11.8 (11.3) 9.5 (9.5)
1/a(1) 6.9 (1.1) 9.0 (1.4) 6.8 (1.1) 7.3(1.1) 9.2 (1.4)

* Los datos de la capa de alta resolucion aparecen entre paréntesis

5.8.3 Determinacion y refinamiento de la estructura de los complejos
formados por OXA-24 con los diferentes inhibidores

Mediante un refinamiento de cuerpo rigido realizado con Refmac
(Murshudov, Skubak et al.), el modelo cristalografico de OXA-24; (pdb ID 3G4P)
se ajustd a los datos experimentales de los complejos de OXA-24 con los distintos
inhibidores. Un andlisis de los mapas de densidad electrénica (F,-F.) permitid
identificar visualmente la presencia o no del inhibidor en los nuevos modelos
estructurales. La presencia de una densidad positiva localizada en el centro activo
nos indicd que los inhibidores se habian unido a la enzima. Tras esta primera
inspeccidn, se descartaron los datos de los complejos OXA-24/1 y OXA-24/4.

En la densidad electréonica obtenida para el complejo OXA-24/1 se
observaba claramente la presencia del inhibidor, aunque la densidad electrénica
de una gran parte de la molécula no estaba bien definida (Fig. 52a), por lo que los
resultados no pueden ser concluyentes. En el caso del complejo OXA-24/4 no se
apreciaba una densidad electrénica definida para el compuesto 4, por lo que no
fue posible modelar dicho complejo (Fig. 52b). La gran movilidad de los grandes
sustituyentes con anillos aromaticos que presentan ambos compuestos en
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posicion 2 o la baja poblacidon en el cristal, parecen ser la causa de la pobre
densidad experimental obtenida en estos dos casos.

Figura 52. (a) Densidad electronica
2F,-F. a 1.0 o (representada en
azul) que muestra la presencia del
compuesto 1 interaccionando con
la S81 de OXA-24. Puede
apreciarse, sin embargo, que la
densidad experimental no esta lo
suficientemente definida para
poder modelar correctamente el
inhibidor, (b) Densidad electronica
experimental obtenida a partir del
cristal del complejo OXA-24/4. Si
bien la densidad residual (F,-F. a
2.0 o, coloreada de verde)
rodeando la serina catalitica
podria indicar la presencia del
compuesto 4, no se aprecia con la
claridad suficiente como para
modelar dicho compuesto en la
estructura.

La formacion de los complejos de OXA-24 con los inhibidores -2, -3, y -5 en
los cristales era visible en los mapas de densidad electrénica experimental, por lo
gue se procedid a construir los modelos sobre los mapas de densidad con el
programa grafico COOT (Emsley and Cowtan 2004), validando simultdneamente el
trazado del modelo con ciclos de afinado, utilizando los programas Refmac
(Murshudov, Skubak et al.) y CNS (Briinger, Adams et al. 1998).

Los valores finales obtenidos del refinamiento de los modelos en base a la
densidad experimental se reflejan en la Tabla 17.
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Tabla 17: Valores estadisticos del refinamiento de los modelos de los complejos OXA-
24/2, OXA-24/3 y OXA-24/5
OXA-24/2 OXA-24/3 OXA-24/5

Proteina: 1939

Proteina: 1 ’
roteina: 1939 Moléculas de agua:

NGmero de Atomos |’°rote|na: 1939 Moléculas fje agua: 79 6
N Moléculas de agua: 112 Heteroatomos: .
no hidrégenos < Heteroatomos:
Heteroatomos: e PEG:13 e PEG:13
e Ligando: 27 e Ligando: 29 e Ligando: 29
R/Rfree 0.22 /0.26 0.23 /0.25 0.22 [0.25
A Proteina: 34.9 Proteina: 33.5 Proteina: 33.3
feetagely) Ligando: 67.5 Ligando: 49.6 Ligando: 65.9
R.m.s.d. enlaces (A) 0.008 0.007 0.009
R.m.s.d. angulos (°) 13 1.2 1.5

De la revision de los parametros estereoquimicos de los modelos finales con
el programa PROCHECK (Laskowski, MacArthur et al. 1993) se obtuvieron los
diagramas de Ramachandran con los que pudimos verificar que los modelos se
ajustaban a los pardmetros convencionales con los dngulos diédricos de todos los
aminoacidos en conformaciones permitidas (Figs. 53, 54).

Diagrama de Ramachandran de OXA-24/2

- Residuos en regiones favorables

196 (91.6%)
b i [A,B,L]
i = Residuos en regiones permitidas
135 L g P 18 (8.4%)
= [a} b; ]; p]
o] 4l Residuos en regiones
generosamente permitidas 0(0%)
45 [ ~a,~b, -, "'P]
Numero de residuos que no son 214
0 prolinas ni glicinas
Numero de glicinas (triangulos) 20
45
Numero de prolinas 8
=90 —_—
Numero total de residuos 244
135
b
4180 -135 9o 45 0 45 90 135 180
Phi (degrees)

Figura 53. Diagrama de Ramachandran del complejo OXA-24/2. El 91.6% de los residuos se
encuentran en regiones preferidas (representadas en rojo) y el (8.4 %) en regiones permitidas
(amarillo).
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1. Diagrama de Ramachandran de OXA-24/3
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2. Diagrama de Ramachandran de OXA-24/5
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Residuos en regiones favorables
[ABL]
Residuos en regiones permitidas
[al b) ]) p]
Residuos en regiones
generosamente permitidas
[ ~a, ~b, ~l, ”p]
Numero de residuos que no son
prolinas ni glicinas

Numero de glicinas (triangulos)
Ndmero de prolinas

Numero total de residuos

Residuos en regiones favorables
[A,B,L]
Residuos en regiones permitidas
[a,b, 1, p]
Residuos en regiones
generosamente permitidas
[ ~a, ~b, ~l, ~p]
Ndmero de residuos que no son
prolinas ni glicinas

Numero de glicinas (triangulos)
Numero de prolinas

Numero total de residuos

196 (91.6%)

18 (8.4%)

0 (0.0%)

214
20
8

244

194 (90.7%)

18 (8.4%)

2(0.9%)

214
20

8

244

Figura 54. Diagramas de Ramachandran de los complejos OXA-24/3 y OXA-24/5. El 91.6% de los
residuos se encuentran en regiones preferidas (representadas en rojo) y el (8.4 %) en regiones
permitidas (amarillo) para el modelo OXA-24/3. En el modelo OXA-24/5 el 99.1% de los
aminodcidos estan en regiones preferidas o permitidas y sélo los residuos A80 y T157 tienen
conformaciones energéticamente menos favorecidas.
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5.9 DESCRIPCION DE LAS ESTRUCTURAS DE LOS COMPLEJOS FORMADOS
POR OXA-24 CON LOS INHIBIDORES 2, 3 Y 5.

La presencia de un anillo B-lactamico en la estructura de los inhibidores
estudiados, imitando a los antibidticos B-lactdmicos que constituyen el sustrato
natural de la enzima. De esta forma, interaccionan con el centro activo de OXA-24,
sin que el plegamiento general se modifique.

El residuo activo, la S81 lleva a cabo un ataque nucledfilo sobre el carbonilo
del anillo B-lactamico, formandose la correspondiente acil-enzima. Sin embargo, la
densidad electréonica observada en el centro activo mostraba un contorno
diferente al de un posible intermedio acil-enzima (Fig. 55).

Figura 55. (a) Densidad electronica
experimental 2F,-F. a 1.5 o obtenida
para el inhibidor 3. Su forma y tamaiio
no concuerdan con la del inhibidor 3 con
el anillo B-lactamico abierto (b). Esto parece indicar que los inhibidores experimentan
reacciones adicionales después de producirse el ataque nucleofilico mediado por la S81 sobre el
anillo penicilanico.

La forma de la densidad electréonica sugeria la presencia de un anillo
aromatico biciclico, la indolizina, formado por un anillo de cinco miembros
fusionado a un anillo de piridina. Asi, el ataque nucleofilico inicial del Oy de la
serina 81 sobre el carbonilo del anillo B-lactdmico del inhibidor provoca que el par
electronico sobre el nitrégeno B-lactdmico quede desapareado, favoreciendo la
apertura del anillo sulfénico y la formacidon de una imina intermedia. A su vez, el
nitrogeno piridinico interacciona con el carbono deficiente en electrones de Ia
imina, formandose un anillo de indolizina (Fig. 56a) que podemos apreciar en los
mapas de densidad electrdnica para los diferentes inhibidores (Fig. 56b).
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Figura 56. (a) Esquema del mecanismo de reaccion de los inhibidores del tipo penema sulfénica
al interaccionar con OXA-24. (b) Inhibidores 2, 3 y 5 modelados en la densidad electrénica 2F,-F,
(azul) a 1 o. La formacion del anillo de indolizina se refleja claramente en la densidad
electronica experimental.

La estructura general del centro activo de OXA-24 no se modifica
sustancialmente cuando se encuentra unida a los inhibidores, aunque se aprecian
pequefios desplazamientos de la cadenas laterales de los residuos que lo
componen y algunos adyacentes, que se reorientan para acomodar a los productos
de reaccion de los inhibidores (Fig. 57a).

104



RESULTADOS

Figura 57. (a) Centro activo de OXA-24,; (gris), OXA-24/2 (amarillo), OXA-24/3 (azul), OXA-24/5
(rojo). La presencia de los inhibidores (verde) no altera la conformacién del centro activo. (b)
Orientacién de los inhibidores dentro de la cavidad catalitica. La indolizina se dirige hacia el
solvente, mientras que las cadenas sustituidas en posicion 2 del anillo sulfénico se localizan a lo
largo del canal hidrofébico. La superficie de OXA-24 se muestra coloreada en funcién del
potencial electrostitico, con las zonas electronegativas representadas en azul y las
electropositivas en rojo.

Los inhibidores se alojan en la cavidad catalitica de forma que la indolizina
apunta hacia el solvente (Fig. 57b). Para formar el complejo acil-enzima, los
compuestos se unen covalentemente a la S81 (Fig. 58), de forma que el oxigeno
del carbonilo resultante, tras la apertura del anillo B-lactdmico, queda en el
agujero oxianidnico y establece un puente de hidrégeno con la amida de la cadena
principal del W221. Ademas, el sulfinato interacciona mediante puentes salinos
con el grupo guanidino de la R261 y establece puentes de hidrégeno con los
grupos hidroxilo de las serinas 128 y 219 del centro activo. Como consecuencia de
la orientacidon que adopta el sulfinato, el grupo carboxilo cambia su posicidn y se
situa sobre la cavidad catalitica interaccionando mediante un puente de hidrégeno
con el grupo hidroxilo de la Y112 (Fig. 59).
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Figura 58. Enlace covalente que se establece entre
el Oy de la S81 y el carbonilo de los compuestos 2
(1.43 A), 3 (1.40 A) y 5 (1.43 A). La presencia de
densidad electronica 2 F,-F. (representada en azul)
rodeando la interaccion entre la serina 81 y los
compuestos refleja la estabilidad del enlace.

Aparte de las interacciones que establecen los elementos del esqueleto
comun de los inhibidores, hay que tener en cuenta la contribucién en la
estabilizacion de los complejos que soportan los radicales que cada inhibidor
posee en la posicion 6 del grupo metil-pirid-2-yl y en la posicidon 2 de la penema
sulfénica, y que depende fundamentalmente de la naturaleza quimica de cada
radical. Las estructuras indican que los sustituyentes en posicion 2 de la penema
sulfénica que presentan los inhibidores 2 y 5 no aportan interacciones que ayuden
de manera significativa a estabilizar los complejos. Los sustituyentes que
encontramos en el metil-pirid-2-yl en los compuestos 2 y 3 no muestran una mayor
influencia, ya que sélo el carbamoilo del compuesto 3 interacciona con la T111 de
la enzima, mientras que el metoxicarbamoil del compuesto 2 no interacciona de
forma resefable.
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Figura 59. Conjunto de interacciones (representadas como lineas discontinuas) que estabilizan
los complejos formados por OXA-24 con los compuestos 2 (a), 3(b) y 5 (c).
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6 DISCUSION

OXA-24 es una pB-lactamasa de clase D aislada de una cepa clinica
multirresistente de Acinetobacter baumannii y representa a una familia de
oxacilinasas que, a diferencia de las oxacilinasas tradicionales, han adquirido la
capacidad de degradar antibidticos carbapenémicos. Este grupo de oxacilinasas
con actividad carbapenemasa aparece cada vez con mas frecuencia en patdégenos
multirresistentes  (Acinetobacter baumannii y Pseudomonas aeruginosa)
responsables de graves infecciones hospitalarias. Dado que los antibidticos
carbapenémicos constituyen uno de los ultimos recursos para combatir estas
infecciones, y que los inhibidores B-lactamicos comerciales resultan ineficaces
frente a este tipo de B-lactamasas, resulta cada vez mas necesario desarrollar
inhibidores frente a esta familia de oxacilinasas. La determinacién de la estructura
tridimensional de OXA-24, la primera de este tipo de carbapenemasas, no sélo ha
permitido establecer las bases moleculares que explican la adquisicién de la
especificidad por antibidticos carbapenémicos sino que, ademas, ha constituido un
punto de partida clave para el desarrollo de potenciales inhibidores.

6.1 PLEGAMIENTO DE LA B-LACTAMASA OXA-24

Atendiendo a su secuencia aminoacidica, OXA-24 fue clasificada como una
serin-B-lactamasa de clase D, también denominada oxacilinasa por su capacidad
para hidrolizar isoxazolilopenicilina y meticilina. Sin embargo, y como se muestra
en este trabajo, OXA-24, a diferencia de las oxacilinasas clasicas, ha perdido la
capacidad hidrolitica frente a este tipo de penicilinas, mientras que ha adquirido
actividad catalitica frente a antibidticos carbapenémicos (Bou, Oliver et al. 2000).

La organizacidon estructural que presenta OXA-24 es muy similar a la que
encontramos en otras serin-B-lactamasas de clase A y C, (Jelsch, Mourey et al.
1993) (Oefner, D'Arcy et al. 1990) definida por una lamina B central rodeada por
un conjunto de hélices a expuestas al solvente (Fig. 60). Sin embargo, existen
algunas diferencias estructurales con importantes implicaciones en el mecanismo
de hidrdlisis y en el reconocimiento del sustrato.
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Figura 60. Superposicion de la estructura de OXA-24 (verde) con las B-lactamasas de clase A
(TEM-1, rojo) (PDB ID 1ZG4) y clase C (CF, azul marino) (PDB ID 1FR1). OXA-24 conserva un
plegamiento general muy similar al del resto de las serin-B-lactamasas descritas, con una lamina
B central rodeada de hélices a.

Si nos centramos en particular en las B-lactamasas de clase D,
comprobamos que el plegamiento de OXA-24 se mantiene, con los elementos de
estructura secundaria muy conservados, y organizados de forma similar (Fig. 61). A
pesar de esta similitud, existen diferencias destacables entre la estructura de OXA-
24 y las estructuras de otras oxacilinasas. Una de las mas evidentes se localiza en el
extremo N-terminal, que en OXA-24 estd formado por una hélice a mas larga, que
se asemeja mas a la que encontramos en las B-lactamasas de clase A que al motivo
B1/al presente en el resto de las oxacilinasas.

Hay que destacar también la diferencia que encontramos en el lazo que
conecta las cadenas B4 y B5 (residuos 223-227). El desplazamiento de este lazo
hacia el centro del surco que aloja el centro activo en OXA-24 bloquea
parcialmente el acceso inferior a la cavidad catalitica, lo que puede resultar
relevante en la actividad carbapenemasa que presentan.
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Figura 61. Superposicion de la estructura de OXA-24 (cian) con las estructuras de varias
oxacilinasas: OXA-1 (verde), OXA-2 (amarillo), OXA-10 (azul marino), OXA-13 (rojo), OXA-48
(morado) y OXA-46 (rosa). Las principales diferencias aparecen coloreadas, mientras que el
plegamiento global, muy similar en todas ellas, se muestra en gris.

Muy significativos son los cambios que encontramos en la regiéon de
dimerizacidon. Los resultados obtenidos de los experimentos de velocidad y
equilibrio de sedimentacién realizados confirman que OXA-24 en solucidn se
encuentra como una especie Unica y monomeérica. La comparacion de la estructura
de OXA-24 con la de otras oxacilinasas diméricas, por ejemplo OXA-10 (Paetzel,
Danel et al. 2000) muestra que la disposicion de la ldamina B3, implicada en la
dimerizacidn, presenta una orientacion relativa distinta en OXA-24 y OXA-1 (Sun,
Nukaga et al. 2003), las dos Unicas oxacilinasas monoméricas descritas hasta la
fecha.

La ldmina B3 de OXA-24 y OXA-1 se encuentra inclinada aproximadamente
30° hacia la hélice C-terminal, lo que provoca que las interacciones
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intermoleculares que propician la formacion del dimero no puedan establecerse
(Fig. 62).

Figura 62. Comparacion de la posicion de los elementos estructurales en la zona de dimerizacion
para OXA-24 (cian) y OXA-10 (rojo). La disposicion de la lamina B3 en OXA-24 imposibilita los
contactos favorables para la formacién del dimero.

6.2 CENTRO ACTIVO

Ademas de un plegamiento muy conservado, OXA-24 presenta también un
centro activo muy similar al del resto de serin-B-lactamasas, tanto en
conformaciéon como en composicion, manteniendo los tres elementos
caracteristicos que definen la regidn catalitica de este tipo de enzimas, como se
aprecia en la Tabla 18.

Tabla 18 Elementos del centro activo de las serin-B-lactamasas
Elemento 1 Elemento 2 Elemento 3
Clase A (TEM-1) 95-X-X-K S D-N | ®*K/R-SIT-G
Clase C (Citrobacter freundii) #15-X-X-K BOY_A-N MKT-G
Clase D (OXA-24) #15-X-X-K 1285 X-V “BK-T/IS-G

La serina catalitica del elemento 1, S81, actia como nucledfilo sobre el
carbono carbonilico del anillo B-lactamico, en la reaccién de acilacién, con la
consiguiente formaciéon de un intermedio tetraédrico seguida de la apertura del
anillo B-lactamico del antibidtico y la formacién del complejo acilado.

A diferencia de los sitios cataliticos de las B-lactamasas de clase Ay C, el
centro activo de OXA-24 y otras B-lactamasas de clase D se encuentra en una
cavidad mas hidrofébica. La presencia de un residuo no polar, la V130, en el

113



DISCUSION

elemento 2, (Fig. 63) y otros residuos apolares adyacentes, como Y112, W115,
W221 o M223, contribuye a crear y estabilizar el entorno hidrofébico. Es
precisamente este entorno hidrofobico que envuelve al sitio catalitico el que
favorece la carboxilacion en condiciones fisioldgicas de la lisina K84 del elemento
1, tal y como se observa en nuestra estructura.
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Figura 63. Entorno quimico que rodea la regiéon donde se ubica la lisina del centro activo en
OXA-24. La K84 de OXA-24 se encuentra en un nucleo hidrofdébico, estabilizado por la presencia
de la V130 en el elemento 2, que favorece su carboxilacion, definiendo un proceso de
acilacién/desacilacion caracteristico.

La carboxilacion convierte a la lisina K84 en un residuo clave en OXA-24, ya
que actia como base en los pasos de acilacion/desacilacién, definiendo un
mecanismo hidrolitico caracteristico de las B-lactamasas de clase D (Bou, Santillana
et al.) (Fig. 64).

RCONH,

RCONH s RCONH 5 RCONH, o s
A A, am ol
< %o, © C s oy %o
2 CO, y C0: —_— \\) =
M o N O> H\ - o o - o> H H
O N > 4 __N H N
e} ™ o o— / ~o0
> Sergy ‘XO( NS Serg, Sk é) 3\ Serg, Tg
Sergy /

/
Lysss Lysgs Lysgs Lysgs
RCONH,

RCONH s S
07 HN\)/ O 02 P

o ‘f:oz’ [ele%
E— —_—
o—H H o—H

H
L ) o=
Serg, o) Serg, o) z

Lysgs Lysgs

Figura 64. Representacion esquematica del mecanismo hidrolitico de OXA-24, en el que la K84
carboxilada actiia como base general en los pasos de acilaciéon/desacilacién, aumentando la
reactividad tanto de la S81 como del agua hidrolitica.

El carboxilo de la lisina K84 establece un enlace de hidréogeno con el
hidroxilo de la serina catalitica S81 (Fig. 65), favoreciendo la desprotonacién del
hidroxilo y aumentando la reactividad del oxigeno de la serina. De esta forma se
aumenta la nucleofilicidad del residuo catalitico lo que favorece el ataque sobre el
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carbonilo del anillo penicilanico. Del mismo modo, activa el agua hidrolitica que
actua como nucleéfilo en la desacilacion del complejo acil-enzima.

Figura 65. Interacciones (medidas en
A) que establece el grupo carboxilato
de la K84 con la S81 durante la
acilacion y el agua hidrolitica
presente en el centro activo en la
desacilacion. Ademas, el carboxilo se
estabiliza por las interacciones que
establece con el nitrégeno del W167
ubicado en lazo Q.

Las interacciones que establece el idn sulfato presente en el centro activo
de OXA-24 con la S219 del elemento 3 y el grupo guanidinio de la R261, localizada
en la hélice a9 adyacente al sitio catalitico, sugiere que dichos residuos podrian
desempeiiar un papel relevante en la uniéon del sustrato a OXA-24,
interaccionando con el carboxilato del antibidtico entrante. La comparacion de la
estructura de OXA-24 con el complejo acil-enzima de la serin B-lactamasa de clase
A TEM-1 (Strynadka, Adachi et al. 1992), revela que el sulfato se localiza de forma
similar al carboxilato del antibidtico reforzando esta posibilidad. La estructura
posteriormente resuelta de un mutante funcional de la carbapenemasa OXA-24
con doripenem (Schneider, Ortega et al. 2011) ha confirmado que el carboxilato
del sustrato establece interacciones con los aminoacidos que componen el
elemento 3 del centro activo y con la R261, validando asi nuestras conclusiones
(Santillana et al., 2007) (Fig. 66).
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Figura 66. Comparacion de la posicion del sulfato en el centro activo del modelo cristalografico
de la forma libre de OXA-24 (cian) con el complejo OXA-24/doripenem (gris) descrita
posteriormente. La molécula de sulfato emula al carboxilato del antibidtico, estabilizando la
conformacion del centro activo.

6.3 BASES MOLECULARES QUE DETERMINAN LA ESPECIFICIDAD DE OXA-
24 POR ANTIBIOTICOS CARBAPENEMICOS.

A pesar de que OXA-24 mantiene un plegamiento general muy conservado
con el resto de oxacilinasas y una estructura y composicion idéntica del centro
activo, el andlisis de la estructura cristalografica ha permitido identificar dos
aminodacidos claves que podrian ser los responsables en la adquisicién de la
actividad carbapenemasa de OXA-24, Y112 y M223.

La orientacion relativa de ambos residuos y la interacciéon entre sus cadenas
laterales crea una barrera hidrofébica que delimita el acceso al centro activo,
definiendo una entrada tipo tunel con unas dimensiones especificas que
determinara las caracteristicas fisico-quimicas de los antibidticos que puedan
alcanzar dicho sitio (Fig. 67).
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Figura 67. Vision desde ambos extremos de la barrera hidrofébica definida por los contactos
que se establecen entre la Y112 y la M223. El acceso al surco que aloja el centro activo,
coloreado de acuerdo a su potencial electrostatico (regiones cargadas negativamente en rojo y
regiones cargadas positivamente en azul), restringe las caracteristicas de los sustratos que
pueden alcanzar la serina catalitica.

Si se compara la superficie molecular de OXA-24 con la de OXA-10 (Paetzel,
Danel et al. 2000), una oxacilinasa tradicional que no posee actividad
carbapenemasa, se puede apreciar que, en OXA-10, el surco donde se ubica el
centro activo estd completamente accesible. Los residuos Y112 y M223 que
definen la barrera hidrofébica en OXA-24 son reemplazados por una Metionina
(M99) y una Glicina (G210), respectivamente. Esta diferencia en la geometria del
canal de acceso al centro activo condiciona la naturaleza de los antibidticos que
podran alcanzar la serina catalitica, lo que podria explicar el motivo por el cual
OXA-24 presenta una especificidad de sustrato distinta a la de las oxacilinasas
clasicas (Fig. 68).
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Figura 68. Representacion en dos orientaciones diferentes de las superficies de OXA-24
(izquierda) y OXA-10 (derecha) coloreadas seguin su potencial electrostatico (regiones cargadas
negativamente en rojo y regiones cargadas positivamente en azul) determinado con APBS
(Baker, Sept et al. 2001). Los aminoacidos Y112 y M223 de OXA-24 y sus equivalentes en la
estructura de OXA-10 (M99 y G210) se muestran en verde. La interaccion entre la Y112 y la
M223 bloquea la entrada al centro activo de OXA-24, que queda definida como un tunel. Sin
embargo, el acceso al sitio catalitico de OXA-10 se encuentra completamente abierto.

El analisis de la estructura de OXA-48, (Docquier, Calderone et al. 2009) otra
carbapenemasa resuelta posteriormente, ha permitido observar que, si bien la
barrera hidrofébica que describimos en OXA-24 no se conserva en esta enzima, el
centro activo se aloja en un canal que adopta también una conformacion mas
cerrada que las oxacilinasas tradicionales (Fig. 69).
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Figura 69. Comparacion de la accesibilidad al sitio catalitico en OXA-10, una oxacilinasa clasica y
las carbapenemasas OXA-24 y OXA-48. La cavidad catalitica se encuentra mas abierta en OXA-
10, mientras que OXA-24 y OXA-48 presentan una entrada parcialmente cerrada.

Asi pues, en OXA-48, la conformacién que adoptan la S244 (lazo B7-a10),
enfrentada a la 1102 (lazo a3-a4), y la R214 (lazo B5-B6) enfrentada a la Q124 (a5),
produce un estrechamiento del canal que restringe la entrada al centro activo,
condicionando tanto la forma en que el sustrato puede alcanzar la serina catalitica
como las caracteristicas de los antibidticos que pueden acceder al centro activo, de
manera semejante a lo que hemos descrito para la selectividad de sustrato que
muestra OXA-24 (Fig. 70).

OXA-24 OXA-48

‘,/

Figura 70. Representacion del canal que aloja el bolsillo catalitico en las carbapenemasas OXA-
24 y -48. La conformacion que adoptan los residuos S44 e 1102 en OXA-48, si bien no crean una
barrera hidrofdbica equivalente a la formada por la Y112 y la M223 en OXA-24, contribuyen a
estrechar el canal. De esta forma, el acceso queda también parcialmente restringido y limita el
tipo de compuestos que pueden alcanzar el centro activo.

Ademads de la barrera hidrofébica creada por los aminoacidos Y112 y M223,
la conformacién que adopta el lazo B4-B5, inclinado hacia el surco de unién del
sustrato, bloquea parcialmente el acceso del antibidtico al centro activo por el
limite inferior del canal (Fig.71).
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Figura 71. Representacion de la orientacion que adopta el lazo B4-B5 en OXA-24. Su inclinacion
hacia el bolsillo catalitico limita la entrada del sustrato por la zona inferior del surco
hidrofébico, aumentando la especificidad de sustrato de OXA-24 por los carbapenémicos.

Este lazo se estabiliza gracias al nucleo hidrofébico creado por la interaccion
entre las cadenas laterales de los residuos no polares que lo componen (V78,
V225, V229 y W231) asi como de otros aminoacidos adyacentes, que contribuyen a
reforzar el caracter hidrofébico del canal que aloja al centro activo.

Cabe destacar también que la orientacidn y el tamafio del lazo B4-B5 es muy
similar en OXA-48 y OXA-24 (Fig. 72), lo que refuerza su posible implicacién en la
especificidad por carbapenemas. Siguiendo la linea de lo descrito anteriormente
para la estructura de OXA-24, el lazo B4-B5 de OXA-48 se orienta hacia el interior
del surco catalitico, confiriéndole una conformacidn mas cerrada que la que
observamos en las oxacilinasas tradicionales.
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Figura 72. Comparacion de la conformacion especifica que adopta el lazo B4-B5 en las
carbapenemasas OXA-24 (cian) y OXA-48 (naranja) con la que presenta el mismo lazo en OXA-10
(amarillo), donde se orienta hacia el exterior del canal de unidn del sustrato.

La comparacion de las estructuras quimicas de la oxacilina, el sustrato
clasico de las oxacilinasas, y los carbapenémicos imipenem y meropenem podria
ayudar a comprender la selectividad por el sustrato especifica de OXA-24 (Fig.73)

a b c

Figura 73. Estructura quimica de los antibiéticos B-lactamicos imipenem (a), meropenem (b) y
oxacilina (c).

El voluminoso grupo metilfenilisoxazolil de la oxacilina, localizado en la
posicion 6 del anillo B-lactamico, dificulta el acceso de este antibidtico al centro
activo de OXA-24. La barrera hidrofdbica, creada por la interaccién de la Y112 y la
M223, que delimita la entrada al bolsillo catalitico de esta B-lactamasa, colisionaria
con este grupo lateral tal y como se aprecia en los modelos obtenidos al modelar
el antibidtico en el centro activo (Fig. 74c). De esta forma, OXA-24 perderia la
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capacidad de unir oxacilina y sus derivados, reduciendo por tanto su actividad
oxacilinasa, como demuestran los datos funcionales y cinéticos descritos en este
trabajo.

Los antibidticos carbapenémicos, por el contrario, presentan en la misma
posicion del anillo lactdmico un grupo hidroxietilo, mucho menos voluminoso. Esta
caracteristica, unida al caracter hidrofébico del surco catalitico, los convierte en
sustratos idoneos por los que OXA-24 presenta una gran afinidad.

Ademas de la formacion del intermedio acil-enzima que se produce por el
ataque nucleofilico de la serina sobre el anillo B-lactamico, el modelado de
imipenem y meropenem sobre el centro activo de OXA-24 muestra que estas
carbapenemas interaccionan fundamentalmente a través del grupo carboxilato y
del grupo 6-hidroxietilo (Fig. 74a y 74b) Mientras que el carboxilato establece un
puente de hidrégeno con la S219 y un puente salino con el grupo guanidinio de la
R261, el metilo del grupo hidroxietilo interacciona mediante fuerzas de van der
Waals con la V130. Ademas, el hidroxilo del antibidtico establece un puente de
hidrégeno con el oxigeno del carbonilo del W221. Por su parte, la cadena lateral
situada en posicion 3 del anillo B-lactdmico del antibidtico, y que contiene la
molécula de sulfato, se situa a lo largo del canal hidrofdébico, casi paralela al centro
activo, interaccionando con diferentes residuos, tales como la Y112, M114, W115,
L127.

Figura 74. Modelado del imipenem (a), meropenem (b) y oxacilina (c) en el sitio activo de OXA-
24, El sustituyente metilfenilisoxazolil que presenta la oxacilina en la posicién 6 del anillo [3-
lactamico chocaria con la barrera hidrofébica creada por la interacciéon Y112-M223. El grupo
hidroxietilo que poseen los carbapenémicos en esa posicion, permite su acceso al tunel sin que
exista impedimento estérico. Ademas, la tirosina parece desempefiar un papel esencial,
anclando el 6-hidroxietilo de los carbapenémicos y orientandolos adecuadamente para
interaccionar con la serina catalitica.

La publicacidn posterior de las estructuras de dos mutantes funcionales de
OXA-24, OXA-24yg4p Y OXA-24y130p, €N complejo con doripenem (Schneider, Ortega
et al. 2011), muestran la interaccién de éste antibidtico con los residuos antes
descritos, validando los modelos sobre la formacién del complejo de OXA-24-
imipenem/meropenem realizados durante el transcurso de este estudio Dichas
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estructuras muestran que el antibidtico se une covalentemente a la serina
catalitica, formandose el complejo acil-enzima. Interacciones adicionales refuerzan
el anclaje del complejo. La posicion del grupo hidroxietilo se estabiliza en gran
medida mediante interacciones hidrofébicas de su grupo metilo con las cadenas
laterales de la L168 y la V130. Por su parte, el grupo carboxilo del doripenem
establece un puente salino con el grupo guanidinio de la R261 y un puente de
hidrogeno con el hidroxilo de la $219. Las conformaciones que adoptan tanto el
carboxilato como el grupo hidroxietilo fuerzan que el atomo de azufre, que actua
de puente entre el anillo de pirrolina y el de pirrolidina, adquiera una orientacion
estable. La pirrolidina queda entonces inmersa en un bolsillo hidrofébico formado
por los residuos M114, Y112, M223 o W221. De esta manera, la cadena larga del
doripenem, anclada a la posicion 3 del anillo B-lactdmico, se posiciona en el surco
catalitico, de forma que no colisiona con la barrera creada por la Y112 y la M223.

6.4 MUTANTES ESTRUCTURALES

Para validar y clarificar el papel que desempena la Y112 y la M223 en la
especificidad de OXA-24 por antibidticos carbapenémicos, se disefiaron varios
mutantes: OXA24y110a, OXA24\12234 Y OXA24,,,. Los experimentos microbiolégicos
realizados con una cepa de A. baumannii intrinsecamente sensible a
carbapenemas, y modificada para que expresase OXA-24,y; o cada uno de los
diferentes mutantes estructurales, muestran que las células portadoras de OXA-
24\ presentan una clara resistencia a imipenem y meropenem. Sin embargo, las
células que expresan los mutantes OXA24y,1,, Y OXA24p,, manifiestan un acusado
descenso en sus valores de CMls, lo que indica que son sensibles a este tipo de
antibidticos. En las células que expresan el mutante OXA24 734, la disminucion de
las CMIs frente a imipenem y meropenem es sélo moderado, de manera que
conservan la resistencia frente a carbapenémicos

Resulta interesante comprobar que, en los ensayos bioquimicos, los valores
de K, para imipenem y meropenem de los mutantes OXA24yi150 Y OXA24p\
aumentan significativamente en comparacidon con los que presenta OXA-24yr,
mientras que los valores de k.,; se conservan semejantes en las tres enzimas. Estos
resultados destacan la importancia de los residuos Y112 y M223 que, si bien no
participan directamente en el proceso catalitico de la enzima (valores de k.
similares entre los mutantes estructurales y la proteina nativa), estan
directamente implicados en la especificidad por el sustrato y en la determinacion
de las propiedades bioquimicas de OXA-24. La drastica reduccion de la eficiencia
catalitica (k.t/K,) frente a imipenem vy, especialmente meropenem, de los
mutantes OXA24y,1,, Y OXA24p,, en relacion a OXA-24\,; demuestra que, debido a
la ausencia de la barrera hidrofébica formada por los residuos Y112 y M223, los
mutantes pierden la capacidad de interaccionar con imipenem y meropenem.

Por otra parte, la desaparicion total de la barrera hidrofébica en el doble
mutante OXA24p\, provoca la aparicion de la actividad catalitica frente a oxacilina,
ausente en la proteina nativa. Cbmo se puede observar en la figura 75 el sitio de
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union del doble mutante se asemeja mds al descrito para las oxacilinasas tipicas,
dénde el acceso al bolsillo catalitico estd completamente accesible.

OXA-24 OXA24v1124 OXA24py OXA-10

Figura 75. Comparacion del acceso al centro activo en OXA-24, OXA-10, OXA-24y:1,, Y OXA-24,,.
La mutacion de los residuos Y112A y M223 que conforman la barrera hidroféobica provoca la
apertura del canal, de forma que los mutantes presentan un acceso al centro activo similar al de
las oxacilinasas clasicas (OXA-10), perdiendo su especificidad por carbapenémicos.

Las conclusiones anteriores reflejan la funcion determinante que
desempenan los residuos Y112 y M223 en la actividad catalitica de OXA-24 hacia
carbapenemas, determinando la manera que tiene esta B-lactamasa de reconocer
y anclar el antibidtico al centro activo. La mutacién de la M223 por alanina
disminuye la actividad carbapenemasa de OXA-24, aunque sin llegar a revertir la
resistencia a imipenem y meropenem. Especialmente importante parece el papel
de la Y112, ya que su mutacidon a alanina provoca la pérdida de la resistencia a
imipenem y meropenem, sugiriendo que los mutantes en este aminoacido reducen
drasticamente su capacidad de hidrolizar B-lactamicos carbapenémicos. De esta
forma, la Y112 podria actuar atrayendo el grupo 6-hidroxietilo de los
carbapenémicos favoreciendo su correcta orientacion para acceder al canal y
alcanzar la serina catalitica.

6.5 INHIBIDORES

Las oxacilinasas con actividad carbapenemasa se han convertido en uno de
los mecanismos de resistencia mas preocupantes en patdégenos nosocomiales
multirresistentes, como Pseudomonas aeruginosa y Acinetobacter baumannii.
Dado que los antibidticos carbapenémicos constituyen uno de los ultimos recursos
para combatir los brotes infecciosos causados por estos patdégenos y que los
inhibidores B-lactdmicos comerciales (acido clavulanico, tazobactam y sulbactam)
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resultan ineficaces frente a este tipo de B-lactamasas, resulta necesario desarrollar
nuevos inhibidores.

Basandonos en la estructura cristalografica de OXA-24, que ha permitido
identificar uno de los mecanismos mediante el cual las carbapenemasas de clase D
adquieren especificidad por antibiéticos carbapenémicos, se probd un nuevo tipo
de inhibidores, las penemas sulfdnicas, con el objetivo de inhibir el mecanismo
hidrolitico de OXA-24 (Bou, Santillana et al.). La formaciéon de un intermedio acil-
enzima de larga duracion dificultaria la actividad catalitica de la enzima mientras el
antibidtico lleva a cabo su funcidn. La estructura de estos compuestos esta basada
en una sulfona del acido penicilanico sustituida con diferentes grupos en posicion
2 y con una 6-metilpirid-2-yl sobre la que se realizan, a su vez, diferentes
modificaciones (Fig.76).

1 OH 2 N\ u. 0
N / N
I N 0 =
/ N .
— N ., (0] OH HN 0
o o COZNa

)
HZN«@O o CO,Na ! CO,Na CO,Na
5 '
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o N=(
CO2N8 NH,

Figura 76. Estructura quimica de las penemas sulfdonicas. Sobre un esqueleto comiin, sulfona del
acido penicilanico, se realizan distintas sustituciones en diferentes posiciones para obtener los
diferentes inhibidores.

Una ventaja potencial que aporta esta familia de inhibidores son los
cambios que experimentan en su conformaciéon quimica una vez que se unen
covalentemente a la serina catalitica, lo que los transforma en menos susceptibles
a la desacilacién y los convierte en “inhibidores suicidas”. El ataque nucleofilico de
la S81 sobre el carbonilo del anillo penicildnico provoca un reordenamiento del
compuesto que conlleva la formacion de una indolizina como intermedio biciclico
estable.

La estructura de los complejos de OXA-24 con tres penemas sulfénicas
modificadas, permite comprender diversos aspectos de la capacidad inhibitoria de
este tipo de compuestos. En primer lugar hay que destacar la formaciéon de un
complejo acil-enzima muy estable con el oxigeno del carbonilo ocupando el
agujero oxianidnico. Las interacciones que establece el sulfinato con la R261
(puente salino) y las serinas S128 y S219 (puentes de hidrégeno) contribuyen a
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reforzar la estabilidad del complejo, de igual forma que el puente de hidrégeno
qgue se establece entre el carboxilato y la Y112. Ademads, otros dos factores
dificultan la desacilacion, contribuyendo a la estabilidad de la acil-enzima. Por un
lado, la presencia de la indolizina ocupando el centro activo, impide la entrada del
agua catalitica que actia como nucleéfilo durante la desacilacién (Fig. 77). Por otro
lado, el inhibidor proporciona al centro activo un protdn extra, que pierde el C5
para mantener la aromaticidad, lo que estabiliza a la K84 carboxilada en su forma
de acido conjugado e imposibilita que pudiese activar una molécula de agua que
mediase en la hidrdlisis de la acil-enzima.

Figura 77. Interaccion de OXA-24 (coloreada en funcion de su potencial electrostatico) con una
penema sulfénica (verde). La representacion de la superficie de ambas moléculas muestra que
la formacion del la indolizina tras la interaccion con la enzima ocupa la totalidad del agujero
oxianionico, impidiendo la entrada del agua catalitica y bloqueando el proceso de desacilacion.
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7 CONCLUSIONES

. OXA-24 es una oxacilinasa con actividad carbapenemasa aislada de una
cepa hospitalaria multirresistente de Acinetobacter baumannii. La
resolucidon de su estructura cristalografica, la primera de este tipo de B-
lactamasas que se ha resuelto, ha permitido establecer las bases
moleculares que explican la adquisicién de especificidad por antibidticos
carbapenémicos y constituye un punto de partida clave para el desarrollo
de inhibidores.

. OXA-24 presenta un plegamiento general muy similar al de otras B-
lactamasas de clase A, C y D. Este plegamiento comprende un nucleo
central formado por una B-lamina rodeada de a-hélices, de forma que se
pueden distinguir dos dominios bien definidos: un dominio formado por a-
hélices y otro mixto compuesto por las a-hélices de las regiones N- y C-
terminal vy las seis hebras-3 antiparalelas que forman el ndcleo de la lamina

B.

El centro activo comprende también los tres elementos clasicos de las serin-
betalactamasas, con una serina catalitica (S81) que actia como nucleofilo.

. A pesar de las analogias con las oxacilinasas clasicas en el plegamiento
global y la composicién del centro activo, la estructura de OXA-24 ha
revelado que la interaccion y posicidn relativa de dos residuos adyacentes al
centro activo, Y112 y M223, genera una barrera hidrofébica que bloquea
parcialmente la entrada al centro activo, formandose un tunel cuyo tamafio
y cardacter hidrofdbico determina la especificidad que presenta OXA-24 por
los carbapenémicos.

La cristalizacidon y los ensayos funcionales realizados con mutantes, en los
gue ambos residuos han sido sustituidos por alanina, demuestran que la
ausencia de la barrera que forman la Y112 y la M223 hace que OXA-24
pierda su selectividad por antibidticos carbapenémicos.

La carboxilacion de la lisina 84 del elemento 1 del centro activo, confirma
gue las carbapenemasas de clase D conservan el mecanismo de accién
descrito para las oxacilinasas clasicas, en las que dicho residuo actia como
base general en los procesos de acilacion/desacilacion que promueven la
hidrélisis del antibidtico.

El estudio mediante cristalografia de rayos X de los complejos formados por
OXA-24 con cinco compuestos del tipo penema sulfénica (penemas
sulfénicas 6-alquiliden-2"-sustituidas) revela la formacion de un enlace
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covalente entre la serina catalitica de la enzima y el compuesto, dando lugar
a un acil-intermedio estable que bloquea el centro activo, actuando como
inhibidor.

8. La interaccidn con la enzima provoca una reorganizaciéon quimica de estos
compuestos, dando lugar a la formacidon de un anillo de indolizina que
estabiliza la unidn entre la proteina y el inhibidor.

9. Los ensayos de determinacion de las concentraciones minimas inhibitorias
(CMIs) en A. baumannii frente a los carbapenémicos imipenem vy
meropenem en presencia de las penemas sulfdnicas, valida el caracter
inhibitorio de estos compuestos frente a OXA-24.
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ABREVIATURAS

A. baumannii Acinetobacter baumannii
ADN Acido dexosirribonucleico
ADSC “Area Detector Systems Corporation”
AMoRe “Art of Molecular Replacement”
APBS “Adaptive Poisson-Boltzmann Solver”
c(s) Coeficiente de sedimentacién
CCP4 “Collaborative Computational Project No. 4”
CmI Concentracion Minima Inhibitoria
CNS Crystallography and NMR System
C-terminal Extremo Carboxilo-terminal
D.O. Densidad dptica
Da Dalton
DTT Ditiotriol
E.coli Escherichia coli
EDTA Acido etilendiaminotetraacético
ESRF “European Synchrotron Radiation Facility”
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I:calc/ Fc
I:obs/ I:o

GST

ICso

IPTG

LB

MW

N-terminal

PAGE

PBPs

PCR

Factor de estructura
Factor de estructura calculado
Factor de estructura observado
Glutathione S-Transferase
Intensidad
Concentracion Inhibitoria 50%
Isopropil-b-D-tiogalactopirandsido
Constante catalitica
Constante de Inhibicidn
Constante de Michaelis-Menten
Medio de cultivo “Luria Bertani”
Peso molecular
Extremo Amino-terminal
Electroforesis en gel de poliacrilamida
“Penicillin Binding Proteins”

Reaccion en Cadena de la Polimerasa
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PDB ID

PEG

PSIPRED

r.m.s.d.

r.p.m

SDS

uv

Vmax

ABREVIATURAS

Cédigo de identificacion “Protein Data Bank “

Polietilénglicol

“Protein Structure Prediction Serve”

Desviacion cuadratica media

Revoluciones por minuto

Dodecil sulfato sédico

Luz ultravioleta

Velocidad maxima
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