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w0 Lipasa

Colipasa

Para ver esta pelicula, debe
disponer de QuickTime™ y de
un descompresor .

! _
Micela de
Sal biliar

Hermoso et al. J. Biol. Chem (1996)
Hermoso et al. EMBO J. (1997)

Inactive Lipase Micelle Colipase
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<
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Active Llpase-Collpase-MiceIIe Complex

La determinacion estructural ~ “ : =
I 3 e

ha permitido postular un

mecanismo de activacion JA&;

de la enzima.

_



La comprension del mecanisme de activacion de la lipasa
Eﬁ permitida el desarrollo de Rueves farmaces que blaquean
8 eRZIMa. 1

| Xgﬂical' 120 mg

hhhhh

 EL 30% de las grasas ingeridas
=4 No se abserben.
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Uso biotecnologico de enzimas

SEEESEV
LA 0 AA131L
SRR EELEE

.'.v,,otvv




Uso biotecnologico de enzimas

The bacterial thermoalkalophilic lipases are among the most biocatalytically relevant extremozymes
due to their resistance to proteases, detergents and chaotropic agents together with their extreme
stability at elevated temperatures and in organic solvents

Thermoalkalophilic lipases show optimal
activity at 60-75 °C and pH 8-10 !l

Carrasco-LoOpez et al. J. Biol. Chem (2008) In press.



S. XXl1, la era Post-Genomica:
Biologia Estructural y Medicina

Bases Moleculares
de la Enfermedad

«Enfermedades
neurodegenerativas
(Alzheimer, Parkinson..)

eHuntington

Necesitamos informacion detallada

de la estructura, la funciony

la interaccion entre las miles de proteinas
codificadas por estos genomas.

LA ERA POST-GENOMICA

Mecanismos de
Infeccion de los
patégenos

«SIDA
e Tuberculosis

eMalaria



/Que son las proteinas?

Las proteinas son las micromaquinas
moleculares que llevan a cabo todas las
reacciones quimicas que sustentan la vida

La alfa-keratina forma

El pelo, uhas y es el mayor
Componente de plumas,
lana...

Actina y miosina son dos
proteinas del musculo que
permiten el movimiento.

La hemoglobina transporta
el oxigeno en tu sangre a
cada parte de tu cuerpo.

"<

Los canales de iones controlan
La sefalizacion cerebral.

o,
Los receptores son proteinas
situadas en la superficie de las
células y transmiten las
sefnales a otras proteinas...

/ as enzimas en saliva,
¥ estomago e intestino son
_proteinas que permiten la
digestion de la comida.

P .
Gigantescos agregados

de proteinas forman maquinas
moleculares que hacen el
trabajo duro de tus células:
copiar genes, hacer nuevas
proteinas....

r nticuerpos son proteinas
. que defienden el cuerpo
frente a invasores

‘ (bacteria, virus..).




Las proteinas tienen una estructura

[ compleja

imensiona

tri




La complejidad y su estructura 3D es la
base de su funcion biologica

L0 - red and white blood cells moving through a blood vessel

|5 - zooming in on molecular interactions between cell surface proteins

0 - the “shimering” background that the proteins are sliding along is the cells plasma membrane
4 - and proteins sliding around on lipid rafts

3 - self assembly of actin filaments

2 - enzymatic cleavage of an actin flament and depolymerization of the cut region

6 - self assembly of a microtubule

2 - catastrophic disassembly of the same

’5 - a motor unit moving cellular cargo along a microtubule (dyneins and kinesins, one goes out, one in)
36 - a centriole, center of microtubule synthesis

)4 - processed mMRNA leaving the nucleus through nuclear pores

102 - ribosome subunits binding mRNA for protein synthesis

106 - ribosome walking along mRNA and spitting out a protein (yellow folding thing)

|18 - proteins being synthesised directly into the rough endoplasmic reticulum

|25 - vesicles full of folder proteins budding of the golgi apparatus for transport

|38 - general view of the golgi apparatus receiving and sending vesicles

|43 - a vesicle that merged with the plasma membrane releasing its protein cargo

169 - a white blood cell squeezing its way out of a capillary between the muscle cells




/Que es la biologia estructural?

Funcion

Estructura 3D de las Biomoléculas

BIOLOGIA ESTRUCTURAL

Permite la descripcion, a resolucion atomica,
de la arquitectura de los componentes
moleculares de la vida.



¢Por que la Cristalografia es tan importante?

,? (Problema del plegamiento)

Sec.uer]ci.a de - Estructura 3D
aminoacidos de la proteina
TECNICAS DE
DETERMINACION
ESTRUCTURAL

CRISTAL DE MEDIDA EN UN ESTRUCTURATRIDIMENSIONAL
PROTEINA SINCROTRON DE LA PROTEINA



Cristalografia de Proteinas

Secuencia \

v BHHT_rata
BElZz E.coli
Muestra MHNT A. tha
MSNT A.bis
\ 4
Cristalizacion
Recogida de datos

l

Resolucion estructural

onstruccion
del modelo

Refinamiento

f

l 5
Estructura /

ETEVEEIFHOOLEVFMEENVDFLIAEYFENVEE AVWAVELALETSGEP-——————— TALTH
FOGLVAAYRESTEALVEGGADLILIETVFDTLNAEAAVF AWKETEFEALGVELFIMISGTI
LDELEDFHRRRLOVLVEAGPDLLAFETIPNELEAQACVELLEEEEVOIPA———-WICF T3
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Cristalografia de Proteinas

Secuencia
| N
Cristalizacion ' 3

l |

Recogida de datos .

l

Resolucion estructural

onstruccion g
del modelo Refinamiento - -1 uestra
? ¥ - - Pura
i - - Homogénea
e
Estructura LT v - Estable
8 - Monodispera



http://www1.qiagen.com/literature/qiagennews/weeklyArticle/04_03/e10/images/fig1.jpg

Cristalografia de Proteinas

Secuencia » Equipos de alto rendimiento

-« Muestra |....,

. A 4
.4 Cristalizacion |g

l

Recogida de datos

Resolucion estructural
onstruccion
del modelo Refinamiento

v

Estructura




Cristalografia de Proteinas

Secuencia Equipos de anodo rotatorio

Muestra

\ 4
Cristalizacion

I

Recogida de datos

-Gran intensidad

-Microfuentes

l Sincrotron
Resolucion estructural European Synchrotron CELLS-ALBA
Radiation Facility (Grenoble) (Barcelona)

onstruccion
del modelo

Refinamiento

?

v

Estructura



http://images.google.com/imgres?imgurl=http://cars9.uchicago.edu/biocars/images/proteincrystal.jpg&imgrefurl=http://cars9.uchicago.edu/biocars/pages/macrocrystallography.shtml&h=170&w=250&sz=7&hl=es&start=13&sig2=ZcHgmoDcYfchYWNP27-ODA&usg=__nE-_RcbskyGvNbe4H7gmBxAgz78=&tbnid=ZYIyxvQCv4IdxM:&tbnh=75&tbnw=111&ei=lFjeSLzOEIaO0QTFqYGmBA&prev=/images%253Fq%253Dcrystal%252Bloop%252Bprotein%2526ndsp%253D20%2526hl%253Des%2526sa%253DN

ristalografia de Proteinas

Secuencia

Muestra

\ 4
Cristalizacion

Recogida de datos

Resolucion estructural

onstruccion

[ ———

del modelo Refinamiento

Estructura

Grandes facilidades en el
proceso

de resolucidon estructural

Table I. Software packages used for protein X-ray crystallography

Program/package

Function

Data processing
Crystalclear/D*trekc
Mosflmiscala
HKL2000
XDS

Data reduction/scaling
Data reduction/scaling
Data reduction/scaling
Data reduction/scaling

Structure determination and refinement

Shake and bake
Shelxs/shebcd
Solve

Sharp
ccpa
CNSICNX
Phenix
Phaser
Molrep
Amore
Refmac
CNSICNX
Buster
Arplwarp
Resolve
Textal
AutoSolve iy

Heavy atom location
Direct methods

Heavy Atom Location

Phase refinement

ML phase refinement

Complete’ structure solution suite
Complete’ structure solution suite
Complete’ strueture solution site
Molecular repheement

Molecular repheement

Molecular repheement

Structure refinement

Structure refinement

ML structure refinement
Automatic model building
Automatic model bullding
Automatic model bulding
Automated ligand fiing

Graphical model building

Quanta includes X-ligand

Graphical model buiding semi-automatic

Coot Graphical medel building
o Graphical medel building
AstexViewer ™ Java based strueture display
Change Project Help
Molecular Replacement 12:33:22 FAILED  modeller HO REFINE ||  Directories&ProjectDir
amore translatio
Coll Content Analysis amore autoamore View Any File
Analyse Data for MR modeller FAST REF . 2
modeller FULL REFIN View Files from Job —
Create Search Model sodeller get .ali ST DA -
Self RF in polars 1 molrep [Ho title .
— 08 amore rotacion 1/ Delete/Archive Files..
Beast - likelihood-based MR 08 amore traslacion K Job
T 08 amore autoamore
08 amore autoamore ReRun Job..
Molrep - auto MR 08 mr_solution IP LOBE SO Edit Job Data
Create Input SFs from Model 08 mr_solution Build mode -
08 =r_solution  Build mode| preferences
AMoRe Model Database 08 amore autoamore -
AMoRe Mail CCP4

pinasa_fahil

Find heavy atoms of type

sm: inasa_fais

| Asow sites on specia positions? . yes

. Use data trom
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;Puede la Cristalografia

ayudar a la Medicina?

| - Diseno de Antivirales contra el SIDA.

Il - Luchando contra la obesidad.

lll - El ribosoma: la fabrica de proteinas.

IV - Nuevos anticancerigenos.

V - Patégenos: La Amenaza Fantasma.
a) Nuestro sistema defensivo.

b) El patégeno dorado.
c) Avances contra el neumococo.



¢Como la Cristalografia puede

ayudar a la Medicina?

I - Diseno de Antivirales contra el SIDA.

I - Luchando contra la obesidad.

lll - El ribosoma: la fabrica de proteinas.

IV - Nuevos anticancerigenos.

V - Patogenos: La Amenaza Fantasma.
a) Nuestro sistema defensivo.

b) El patégeno dorado.
c) Avances contra el neumococo.



Diseno de farmacos basado en la estructura

Diseno de Antivirales contra el SIDA

1989- determinaci()n de la estructura
cristalografica de la proteasa del VIH

The celi's nermal machinary chumns out
wiral RNA and leng viral protein strands

AZT targets this step



Diseno de farmacos basado en la estructura

Diseno de Antivirales contra el SIDA Método tradicional
Basado en la estructura ’?
Sustrato ,
natural

1 9 K o

Molec. Sustrato inicial Compuesto lider inicial
F L’) 1989->1996 (8 afios) se

pusieron tres farmacos
distintos en el mercado.

Con el método
tradicional esto habr|3°;gz,
supuesto 500 mlllones

de $ y 15 afios

de desarrollos. B

Compuesto lider inicial



;Como la Cristalografia puede

ayudar a la Medicina?

rales contra el SIDA.

- Luchando contra la obesidad.

arigenos.
)enaza Fants

ama defensivo. '
dorado.
ra el neumococo.



& Lipasa

Colipasa

Para ver esta pelicula, debe
disponer de QuickTime™ y de
un descompresor .

Micela de
Sal biliar

Hermoso et al. J. Biol. Chem (1996)
Hermoso et al. EMBO J. (1997)

Inactive Lipase Micelle Colipase

Active Llpase-Collpase-MlceIIe Complex

‘\ =

La determinacion estructural ~ ‘ [

°g 0 X ‘;)
ha permitido postular un
mecanismo de activacion | JA\r

de la enzima.

_



La comprension del mecanisme de activacion de la lipasa
Eﬁ permitida el desarrollo de Rueves farmaces que blaquean
8 eRZIMa. 1

| Xgﬂical' 120 mg

hhhhh

 EL 30% de las grasas ingeridas
=4 No se abserben.
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sComo la Cristalografia puede

ayudar a la Medicina?

| - Diseno de Antivirales contra el SIDA.

I - Luchando contra la obesidad.

lll - El ribosoma: la fabrica de proteinas.

IV - Nuevos anticancerigenos.

V - Patogenos: La Amenaza Fantasma.
a) Nuestro sistema defensivo.

b) El patégeno dorado.
c) Avances contra el neumococo.




Bloqueando especificamente la factoria proteica

- Ribonucleoproteina de 2.6-2.8 MDa
- Diametro de 200-250 A.
- Mas de 50 proteinas 3 especies de RNA

Para ver esta pelicula, debe
disponer de QuickTime™ vy de
un descompresor Animation.

Class Examples

Macrolides and ketolides  Erythromyein, azithromycin, clarythromycin, telithromycin
Lincosamides Clindamycin

Streptogramins (Juinupristin and dalfopristin

Chloramphenicol Chloramphenicol

Aminoglycosides Gentamicin, amikacin

Tetracyclines Tetracycline. minocyeline. doxycycline

Oxazoloidinones Linezolid




El Sancta Sanctorum del Ribosoma...

Para ver esta pelicula, debe
disponer de QuickTime™ y de
un descompresor Motion JPEG A.



Bloqueando especificamente la factoria proteica

_%B c(i::; _ Organism  Resolution  Antibiotics
1.1'5E!$'II . Tt 3.05 None
1FIG Tt 3.00 Smptom?cin. spectinomycin, paromomycin
Las estructuras T Tro At e
: o i FoooAN Demyen
cristalogréaficas de los 194 Te a2 new
. . ﬁgg ;: ::gg r%?;em but IE3
ribosomas bacterianos han 1HRO Tr 320 Nove butlFl
identificado las interacciones e w240 Neme
: 1o Him 30 Dwomen
involucradas en el 177X Dy 310 Clindumycin
1I2Y D.r 3,50 Erythromycin
. . 010 /2 0 1122 D. r 3.80 RDX%T]]I'u]]jCi:T]
reconocimiento antibiotico- L5A Dr 350 Cluitxmyin
ribosoma. 708 subunit
1GIX 1GIY Tt 5.5 None, but tRNAs
Model systems rRNA construoct
1G1X Tt 2.60 515 binding domain
Not released E e 25 A-site with paromomycin

IMMS E 2.57 L11 binding domain
1QAb6 B.s 2.80 L11 binding domain

~
S




sComo la Cristalografia puede

s contra el SIDA.
obesidad.

a de proteinas.

V. - Nuevos anticancerig



Sefalizacion Celular

Error en el procesado de

sefales celulares

Growth
factor
Ligand-
binding

domain
Enfermedades
) - : bl .Receptor
o & tyrosine
Cell ..) . kinase
membrane :
Ateed domain Er— Terapias adecuadas
- activity
Second - 5 B .- a
small), ~messengers ok . l
molecules Adaptor proteins
Docking proteins
Effector GTP-binding proteins
enzymes S e
= T e
changes , Metagolicenzymes Bases moleculares
Saevunau Transcription de la transduccion de sefiales
Nucleus _ Ay ALK

.c'-c'l""‘ a,";i'n G Nuclear membrane

Downward J. Nature (2001) 411, 759 C”Stalog,raﬂa de
Proteinas




Clasificacion de las quinasas

Grupo 1
Proteina quinasas : , :
L El kinoma humano: 518 Proteina quinasas

v

FOFR2 FGFRY

1.1 Prot.S/T-Y K
(1cdk)
SAYCAR sintasa

1.2.
1.3. ATP Grasp

pomma—=7" /| |
PCTAIREY peARE)’ COKS CRK7 CHED

Cheek et al., IMB (2002) 320, 855; Cheek et al BMC Structural Biology (2005)



PKs: inhibicidn

518 miembros Kinoma humano

150 PKs asociadas con enfermedades

Diseno de farmacos

v
Estrategias Problemas

» Bloquear union ATP
» Toxicidad

» Eliminacidn interacciones proteina-proteina
» Resistencias

» Regular expresion

Importante encontrar una diana adecuada



PKs: inhibicidn

Compaifiia Inhibidor

Mecanismo

Indicacion

Receptores tirosina quina

Sas

Genentech Herceptina Anticuerpo monoclonal que une dominio extracelular de Céancer de pecho
ErbB2 induciendo su internalizacion
Astra-Zeneca Iressa Inhibidor competitivo de ATP en EGFR Céancer de pulmén de células no
pequeias
OSl Pharma- Tarceva Inhibidor competitivo de ATP en EGFR Cancer de pulmoén de células no
ceuticals pequefias y de pancreas
Imclone, BMS Cetuximab Anticuerpo monoclonal EGFR Cancer colorrectal

Genentech Bevacizumab Anticuerpo monoclonal VEGFR Céancer colorrectal

Pfizer Sunitinib Inhibidor competitivo de ATP en varios receptores Tyrosina Céancer renal y gastrointestinal
quinasas

Novartis Tasigha Inhibidor competitivo de ATP en Bcr-Abl kin y PDGF CML

Amgen Panitumumab Inhibidor competitivo de ATP en PI3Ks Cancer colorrectal

GlaxoSmithKlin | Lapatinib

Inhibidor del dominio quinasa intracelular de ErbB1ly ErbB2

Cancer de pecho

No receptores tirosina qui

nasas

Novartis Gleevec

Pequefia molecula une forma inactiva de BCr-ABI

CML

Familia de las lipido quinasas

Wyeth Pharms Torisel

Inhibidor competitivo de ATP en mTOR: derivado de
rapamicina

Cancer renal

Serina-Treonina quinasas

Axon Medchem | BIRB796 Pequefia molécula Artritis reumatoide y enfermedad
de Crohn

VertexPharmace | VX-702 Pequefia molécula Inflamacién e infarto

uticals

Bayer/Onyx Sorafenib Pequefia molécula Cnacer derifion




PI3K: inhibicidn selectiva de isoformas

Plasticidad del centro activo: explotar para el disefio de farmacos

Para ver esta pelicula, debe Para ver esta pelicula, debe
disponer de QuickTime™ y de disponer de QuickTime™ y de
un descompresor YUV420 codec. un descompresor YUV420 codec.

Knight, Z.A., Gonzélez B., et al., Cell (2006) 125,733



PI3K: disefio de farmacos contra el cancer

PP121 estabiliza la conformacion activa de las tirosina quinasas

Para ver esta pelicula, debe
disponer de QuickTime™ y de
un descompresor H.264.

Inhibidor mas
potente
especifico de
TyrKs y PI3Ks

Bases estructurales de la selectividad dual en PI3Ks y TyrKs

Apsel B., Blair J.A., Gonzalez B., Nazif T.M., Feldman M., Williams R.L., Shokat K.M., and Knigh Z.A.
Nature Chem. Biol. (2008) 4, 691




;Como la Cristalografia puede

ayudar a la Medicina?

irales contra el SIDA. =

a la obesidad.
fabrica de proteinas.
erigenos.

V. - Patogenos: La Amenaza Fantasma.
a) Nuestro sistema defensivo.

b) El patégeno dorado.
c) Avances contra el neumococo.



El preblema de la resistencia a les antibioticos

Cualquier co

Antibiotico afecta grave gente al'c
bacteriano. @&
A. Fleming (1928) G. Domagk (1930)
Penicilina Sulfamida

Erradicacion de las enfermedades mortales bacterianas

USA (1998)

DEPENDENCIA
ABSOLUTA
DE LOS ANTIBIOTICOS.

80 millones de recetas anuales

12.500 toneladas de antibioticos



Mas de 200 genes de Staphylococcus aureus estan
implicados en patogénesis!!

Mundo Procariota

hospedador

Defensa del
hospedador

—)

Factores de virulencia
del patégeno Adaptiva:

Fenotipo permanente

_ _ Acquisicion de
Resistencia genes:

Fenotype necesita
I\ movilizacion
(respuesta al estress)
> Antibiotico : producto quimico dirigido contra una Unica
proteina de la bacteria

) k Millones de afos

o _ 1940 2007
1943: Penicilina en terapia
1946-1950: Importacion del gen Penicilinasa
1960: staphylococci resistentes a penicilina

from Alexander Tomasz



Dispersion mundial de la multi-resistencia a antibioticos

La resistencia a antibidticos se ha dispersado rapidamente por todo el mundo

Incidencia de laresistencia a penicilina en Europa

Intermeadiate (MIC 0.12-1.0 mg/L), resistant (MIC 22.0 mg'l)
Penlcillin MIC=1 ma’l

[ =10%

Switzariand Swoden ] 10-20%
B5%, 60% 1.6%, T.8% :
" ~ " B 20-30%
B8%, 5.8% e ] 3o0-40%
e - i P Germany [ 40-50%
T BEW, 2.2% sEqoze
Franece Kk_;}*@. w - Il -50%2%
14.9%, AT [ [ No data
T \ Poland
13.3% , 13.2%

Portugal
13.0%, 8.7%

22.1%, 14.3%

*’w%

e e,
//ﬂ# RIS,
e PR 4
r ?ﬂ////////////f///////z/fy
Spain //////ﬂ/ﬂ O EE,

13, T%, 31.0% Italy // //// ‘.:M
5%, 16.1%

Hemnert et al. [EAAL 2001

El aumento de la prevalencia de la multi-resistencia representa la mayor
dificultad en una terapia exitosa frente a las enfermedades del neumococo



Arte de la Guerra

Y

“Por tanto os digo: Conoce a tu enemigo

y conocete a ti mismo; en cien batallas,

nunca saldras derrotado. Si eres

ignorante de tu enemigo pero te conoces

perder son las mismas. Si eres ignorante

de tu enemigo y de ti mismo, puedes
estar seguro de ser derrotado en cada

a tt mismo, tus oportunidades de ganar o ! E

batalla”.

Sun Tzu (500 a.c.)



“..conocete a ti mismo”

El Sistema del Complemente humane

CLASSICAL MB-LECTIN
PATHWAY PATHWAY
Antigen:antibody Mannose-binding lectin
complexes binds mannose on Pathogen surfaces
(pathogen surfaces) pathogen surfaces
< 5 o5 < 5
N DA N
Ciq,Cir,Cis MBL, MASP-1, MASP-2 C3
C4 C4 B
C2 C2 D
Ll Jik JJ
s 5
D\
C3 convertase
I |7
Jo 3
Y | Y JI- Terminal

En Inmunologia, el sistema del complemento,
uno de los componentes fundamentales de la
respuesta inmunitaria en la defensa, por
ejemplo, ante un agente hostil. Consta de un
conjunto de moléculas plasmaticas implicadas
en distinas cascadas bioquimicas, cuyas
funciones son potenciar la respuesta
inflamatoria, facilitar la fagocitosis y dirigir la lisis
de células incluyendo la apoptosis.[1]
Constituyen un 15% de la fraccion de
inmunoglobulina del suero. No pertenece a la
superfamilia de las inmunoglobulinas

Opsonization:
E:hanoemept of
ocytosis
gyz%auyntg with C3b

Copyright € 2004 Pearson Education, Inc., publishing as Bergamin Cummings.

Microbial plasma
membrane

Cytolysis:

Loss of cellular
contents through
transmembrane
channel formed

by membrane attack
complex C5-C9
(see also

Figure 16.11)

Histamine "
£ "~ e

Mast cell

Inflammation:
Increase of blood
vessel permeability
and chemotactic
attraction of
phagocytes

see also
Figure 16.12)




El Santo Grial en la Investigacion del Complemento:

La estructura cristalografica de la convertasa C3

- 1560 aminoacidos.

- 12 dominios estructurales.

Jansen et al, Nature, 2005
Jansen et al, Nature, 2006

En |
con
defe
con
cast
resy
célL
frac
sup



La transformacion de C3 en C3b vista a partir de las

estructuras cristalograficas

Para ver esta pelicula, debe
disponer de QuickTime™ y de
un descompresor h264.



“..conoce a tu enemigo”

Staphylococcus aureus

# Bacteremia (infeccion en la sangre).# Enfermedades del
corazon, como la endocarditis (inflamacion de la cubierta
interna del corazon).# Meningitis (inflamacion de las
coberturas de el cerebro y la espina).# Osteomielitis
(infeccidn Gsea) o artritis (inflamacion de las articulaciones).#
Neumonia (infeccién e inflamacion de los pumones).#
Infecciones de la piel y tejidos blandos




Patogenicidad del S. aureus

moléculas de adhesion
MSCRAMMS

Moléculas de evasion
Immune

T e evasion Fagocitos

Microcapsula % péptidos Antimicrobianos

evasion del Complemento

/
Invasinas

& CLASSICAL MB-LECTIN | ALTERNATIVE
PATHWAY PATHWAY PATHWAY
o Antigen:antibody Mannose-binding lectin
ox l nas complexes binds mannose on Pathogen surfaces
(pathogen surfaces) pathogen surfaces
J 5z <l % <z
Ciq,Cir,C1s MBL, MASP-1, MASP-2 C3
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Buscando la estructura del bloqueo...

c3

¥
<«

LAy
-'\,.

SEHn Iur C3, C3b
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STEP 2 Milder et al, Nature Struct Mol Biol, 2007

Factor B

STEP 3 Rooijakkers et al. J.Immunol, 2007 SCIN

STEP 4 C3b + fB + fD + SCIN = C3 Convertasa Estable => Cristal?? | C3bBbSCIN?




Estructura 3D de la convertasa inhibida por
SCIN

Para ver esta pelicula, debe
disponer de QuickTime™ vy de
un descompresor YUV420 codec.

Rooijakkers, Wu & Gros, Nature Immunology, June 2009



SCIN bloquea el movimiento de Bb

Bb

&

Convertasa Activa

Bb

complejo inhibido por SCIN

« El rapido aumento de la comprension estructural y funcional de la evasion del
complemento podria servir como un importantisimo punto de partida para el

desarrollo de antimicrobianos o terapias dirigidas al complemento.




El neumococo: un mal bicho

Alvéolos §*
normales

Es el causante de enfermedades como
neumonia,

Meningitis, ofitis....

Y afecta especialmente a nifios, personas
mayores y personas con problemas de
inmunodeficiencia.

Pneumonia death in children <5
+1 Dot = 1,000 deaths

Dado el problema de multi-resistencia
Se necesita urgentemente desarrollar nuevas estrategias terapeuticas
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B ¢¢C€omo nos infecta el neumococo ??
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Streptococcus pneumoniae es una bacteria Gram (+)

Membrana
Externa $

Pared celular, Pared celular

Membrana
Citoplasméticail

Membrana
Citoplasmética

teichoic acid
lipoteichoic acid

Las proteinas de superficie del neumococo son la mayor

fueite de factores de viruleniia.

Adhesion Colonizacion Virulencia

peptidoglycan

NAM NAG

ptide

cytoplasmic
membrane

sin embargo la mayor parte permanecen desconocidos ....

phospholipid
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El Genoma de Streptococcus pneumoniae

sortase processed proteins

yase

: ‘ hyaluronate |

50 lipoproteinas.

19 LPXTG proteinas.

; . ATP,

; T — : Hihe

o A T '._F ’ J-Fglycerate NH, + glutamate AT po%ﬁ? ad
we {-E?"' g F’éP R

TATEN L+T ATP(+3) [ glutaminase "'-'_" Vi

(+3) uvate
(+3) P glutamine

choline binding protains 5 = § ke

Hervé Tettelin et al. Science, (2001), Vol 293, 498-506.



Bielegia Estruetural de las Interaeeiones Hospedador-
Patégene
3 Apreximacienes

Humane S. preumeniae Fage

Factores de Virulencia Desarrollo de ﬁ,
& nuevas herramientas terapeuticasSw,
Mecanismos de Patogénesis (Endolisinas)

Racanocimignio cdl gziiac2ro
&

Vaezanismos cde dafansa



Bielegia Estruetural de las Interaeeiones Hospedador-
Patégene
3 Apreximacienes

Humane S. preumeniae Fage

Desarrollo de ﬁ,
nuevas herramientas terapeuticasSw,
(Endolisinas)

Reconocimiento del patégeno
&
Mecanismos de defensa



Los enemigos de mis enemigos son mis amigos....

28 August2008 | www.naturs.com/nature | €10

DEEP VIRAL

IMPACT

Virus infections in sea-bed
microbes feed the world's
largest ecosystem

THEHUMAN LIFESPAN

How far canyougo? ™ .o

MILKY WAY SATELLITES
- Galaxieswithad ide_
ONCOGENESIS-

The natural

of cangers:.

Bacterio-fago = El que se come a las bacterias

Los bacteriofagos eliminan el 80% de las
bacterias del fondo marino y liberan al
mar 630.000.000 toneladas de carbono

Nature, 28 Agosto 2008.

Para ver esta pelicula, debe
disponer de QuickTime™ y de
un descompresor .



Cp-1: Un fago del nheumococo

Copyright: CIMC =

Para ver esta pelicula, debe
disponer de QuickTime™ y de
un descompresor .

Mecanismo de Infeccién del fago T4
(Michael G. Rossmann)
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Uso terapeutico de las endolisinas: Los
Enzibioticos

Para ver esta pelicula, debe
disponer de QuickTime™ y de
un descompresor .

q En pocos segundos la endolisina es capaz
de eliminar 15 serotipos de neumococo,
incluyendo cepas altamente resistentes a
penicilina

Rapid Killing of Streptococcus pneumoniae
with a Bacteriophage Cell Wall Hydrolase

Loeffler, J.M., Nelson, D. & Fischetti, V.A. (2001) Science, 294, ‘ »
2170-2171. L% 03 ) e




A los ratones (con enzibiotico) no les duelen los oidos...

Cpl-1 elimina la colonizacién con
S. pneumoniae
y previene el desarrollo de otitis
media.

OPEN G} ACCESS Frealy avallable online PLOS prmocens

 opinion
Novel Strategy to Prevent Otitis Media

Caused by Colonizing Streptococcus
pneumoniae

Jonathan A. McCuIIers*, Asa Karlstrom, Amy R. lverson, Jutta M. Loeffler, Vincent A. Fischetti
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Los enzibioticos podrian ser eficaces en..

Lalucha contra laresistencia a

los antibidticos

Cawas
Wir en. resfriades, catans .
y

. gripts, tratamiLniv Antibiétic®
incamplets, resistencin | 20mglSmE
baceeriana,.. e

Sin tu ayuda, los antibidticos pueden dejar de curar.
Ddselos a los nifios sblo cuando y como se los recele
su médico.

O incluso contra el
bioterrorismo.....

22 August 2002 International weekly journal | of science

A bacteriophage Lifting the

smogon Titan
enzyme detects S o
and kills Bacillus s
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anthracis spores detecsmotiogl
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La primera estructura de un enzibiotico

Hermoso et al. Structure, (2003). Vol. 11, 1239-1249.
Martinez-Buey et al. J. Molecular Biology (2007) 365 (2), 411



Vale..pero como funciona el enzibiotico???

Complejos de Cpl-1 con 3 analogos de la pared bacteriana

2S2P 2S5P (2S5P),

NAG NAM
HO HO HO HO NAG NAM NAG NAM
HONUQ_0\0_on Ho =800 oow .
(0] HO HO HO
RN B HOCREQ 08 0=xQ 0oN0 oy,
Liys HO o N HO o
o=< o=<
(0] NH

0 < 0 < + L-Lys NHI ™ I i L-Lys
. NH; *HaN o= o7 =X o= oo NH,*
L-Ala, 0 L-Ala. 0 D-Ala D-Ala LAl o LAl o D-Ala
oo 9 ’ ‘BERE 1A BT PO NESE
- N,
HOJK/\rNH HN\/\/lJ\N N N/\CO 0,C u ; ﬁ)j}éu\r By u u co,
D-Glu : H H N o} COy COy
CONH2 COy” (0] DAl D-Ala D-Ala
-Ala

Resolution A26.5-2.0 Resolution A 64.64-1.84 Resolution A 63.25-2.0
R/Ry.  0.22/0.26 R/ Rye. 0.18/0.22 R/Rye. 0.19/0.22
PDB code 2ixu PDB code 2ixv PDB code 2j8f

Pérez-Dorado et al. (2007) Journal of Biological Chemistry 282, 24990



La cristalografia da informacion a nivel atomico

Aspl0

Para ver esta pelicula, debe
disponer de QuickTime™ y de
un descompresor GIF.

Glu94

ldentificado el mecanismo de corte de la pared y cOmo se reconoce



La estructura de la pared bacteriana
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Meroueh, Samy O. et al. (2006) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 103, 4404

Copyright ©2006 by the National Academy of Sciences | | ﬂ A i S



Modelo de unién del Enzibiético a la pared celular

Primera imagen molecular de como el Enzibidtico reconoce especificamente la pared de la bacteria

Hermoso et al. (2007) Current Opinion Microbiology
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Inst. Rocasolano.

CSIC
leole] GCMBE

Juan A Hermoso

S PNEUMONIAE

Infect mech.

GP-61LYSIN

Perspectives

Enzybiotics: Structural Characterization of Novel Endolysins

Peptidoglycan

ctive site

Active Gp61

Inactive Gp61

*Gp61 is a murein hydrolase encoded by coliphage N4 and defines a new family of muramidases.
* Gp61 presents a transmembrane domain (TMD) that allows translocation to the PG.
* TMD conforms the catalytic site upon PG binding and produces activation of the enzyme.

* No enzybiotics for Gram(-) bacteria have been described.



Inst. Rocasol lano.

_ Perspectives

Juan A Hermoso

GP61 endolysin

~3,000 N4-phage particles accumulate per infected cell

GP-61LYSIN

Schite, 1976
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n 3D Structure

S PNEUMONIAE

Infect mech.
. ‘/j Met-Domain k

> W

—

= PG binding

Crystals of
complete GP61

GP-61LYSIN

3D structure Transmembrane

Domain

Carrasco et al. (2009) in preparation.
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Posibles Sitios Activos
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Struetural Bielegy of Host-Pathegen Interaetions
3 Main Appreaehes

Human S. ppreumeniae Phage
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S PNEUMONIAE

Infect mech.

SIGN-R1 LECTIN

Perspectives

Pathogen recognition through specific
components of pneumococcal cell wall by
Immune System

B  SIGN-R1 mediated Classical pathway

CRD (16 KDa)
SIGN-R1

ECD (30 KDa)

........... CHO cell expression

o TR o e

° CPS14
= CR2
— CR3 M¢p MZBcells FDCs

Crystals of CRD SIGN-R1

Kang, et al. (2006) Cell 125, 47-58.

* SIGN-R1 is a C-type lectin attached to the membrane of Macrophages and critical for innate immunity.
* SIGN-RL1 is the principal receptor for bacterial dextrans as well as the capsular pneumococcal polysaccharide.

* SIGN-R1 activates the complement pathway by an unusual C3 activation pathway .

*Unravelling details of ligand recognition is crucial for understanding the molecular basis of cell-cell and cell —
pathogen interactions
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SIGN-R1 LECTIN

3D structure

3D Structure CRD-SIGNR1

Silva et al. (2009) in preparation.
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Infect mech

SIGN-R1 LECTIN

3D structure

Molecular Recognition of pneumococcal saccharides

CRD-SIGN-R1: dextran
Complex

Silva et al. (2009) in preparation.




TRty e

Modulo Catalitico 300 aa

linker 11 aa
Modulo de unién a colina(291 aa):
10 repeats
+

cola C-term de 85 aa

Pce es capaz de eliminar un numero reducido de
residuos de fosforilcolina de las paredes celulares

del neumococo (Héltje, J.V. & Tomasz, A. (1974) J. Biol. Chem. 250,
6072—6076).



Estructura Tridimensional de Pce

A
~
Modulo
Catalitico
J
N
120 A
Modulo
> de unién
a la pared
\/ Y,

Hermoso et al. (2005) Nature Structural & Molecular Biology, Vol.12, N 6; 533



Nuevo plegamiento en las
enzymas que hidrolizan fosfosesteres
(plegamiento ®-lactamasa)

Centro Catalitico
binuclear de Zn 2*

Lagartera et al. (2005) Protein Science. 14, 3013.



Pce: Pistas sobre su funcion...

¢, Por qué una molécula de PC
en el sitio activo?

100
801 o o
% 801 Pce hydroliza el detergente n-
] dodecyl-phosphorylcholine ....
< 40-
20 4
—QO— n-dodecyl-phosphocholine
N-dodecyl-phosphorylcholine es O
un analogo de PAF (Platelet n Time (h)

activating factor)

n-dodecylphosphocholine
Hermoso et al. (2005) Nature Structural & Molecular Biology, Vol.12, N 6; 533



Pce: Pistas sobre su funcion...

Modelo de interacion entre Pce y
cadenas pentamericas
de acidos teicoéicos

Sélo residuos de PC situados al
final de los acidos teicdicos son
accesibles al centro catalitico.

La estructura de Pce revela
porqué solo ~30% del total del
contenido de PC es hidrolizado.

- B EWWE I W W wEw n T W WS E EE WEE W IEEwE W W E

Pce libera especificamente aquellas PC terminales que son
relevantes para las interacciones célula-célula, manteniendo
las CBPs unidas a la pared celular.



Pce: Pistas sobre su funcion...

‘ Apuntando a la respuesta inmune .......

CRP (Proteina C —Reactiva) una
proteina humana involucrada en
respuesta sistémica a la
inf.'.er.?.sp\p;.

Activa la via Estimula

clasica del fagocitosis.
cg‘l"t_\_plemento

PIV. LA LR AN )

Se une a los
receptores de
Inmunoglobulinas

(FeaR),

Shrive, A.K. et al. (1996) Nature Struct. Biol.;3, 346-354.




Pce: implicaciones en la patogénesis del neumococo

Macrofago =@




Pce: implicaciones en la patogenesis del neumococo

Para ver esta pelicula, debe
disponer de QuickTime™ y de
un descompresor Sorenson Video 3.



El “paisaje estructural” de la pared del neumococo

- Elimina PAF, un primer
mensajero de los procesos
inflamatorios humanos.

El sup&*ﬁ@i’éﬁ “tvi‘ “‘wc

bloqueando eI recoknommlento

de defensa del hospedador.

- Regulacion de la
autolisis.

-Modtgl@lavdeggr@gtp Qeﬂ&?ﬂ,n |

heumococo aI ataque del S|stema

LytC

-Fratricidio de neumococo

- Incorporacion de DNA.

Membrana
Citoplasmatica




¢Puede la Cristalografia

ayudar a la Medicina?

* La Cristalografia es una herramienta indispensable para la
caracterizacion de la estructura y la Funcién de las proteinas.
Proporcionando avances profundos en la base molecular de la
enfermedad y de los mecanismos de infeccion y resistencia.

* El rApido aumento de la comprension estructural y funcional de estos
fendmenos es el punto de partida para el desarrollo de nuevas terapias
y agentes antimicrobianos.
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