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RESUMO

BURY, P. D. S. Analise estrutural de enzimas chave para biossintese de gentamicina e
sisomicina. 2019. 115p. Tese (Doutorado em Ciéncias) - Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2019.

Aminoglicosideos é uma classe de antibiéticos caracterizado por conter aglcares aminados
unidos por ligac¢des glicosidicas a um anel aminociclitol central. Esses antibioticos séo usados
primariamente para tratamento de infec¢cdes causadas por bactérias aerdbicas gram-
negativas. Sua acgdo consiste na inibicdo da sintese proteica, através da ligacdo na
subunidade 30S do ribossomo bacteriano. Porém, infelizmente, clinicamente o uso dessas
moléculas é limitado devido a otoxicidade e nefrotoxicidade. Os aminoglicosideos incluem
tobramicinas, amicacinas, canamicinas, estreptomicinas, paromicinas, neomicinas,
gentamicinas e sisomicinas. A sisomicina e gentamicina possuem como anel central o 2-
deoxistreptamina (2-DOS) e sao altamente aminados e metilados. Assim, a rota biossintética
dessas moléculas apresentam diversas enzimas que realizam tais decora¢des nos anéis, e
gue podem ser possiveis alvos em biotecnologia a fim de se obter novos derivados de
aminoglicosideos. Entretanto, para alcancar este propdsito, é necessario primeiro decifrar os
mecanismos moleculares das enzimas através da resolucdo de suas estruturas
tridimensionais. Assim, os objetivos deste trabalho foi realizar a dissec¢do das enzimas
especificas envolvidas na biossintese dos antibiéticos sisomicina e gentamicina. Para isso, foi
utiizado métodos de expressdo heteréloga de proteinas, cromatografia por afinidade e
exclusdo molecular e Cristalografia de Raio-X para determinacao estrutural das proteinas alvo
do projeto. Assim, foi obtido estruturas cristalinas das enzimas dependentes de piridoxal-5’-
fosfato: Sis5, GenB2, GenB3 e GenB4 em complexo binario com seus cofatores e complexo
ternario com intermediarios de biossintese. Através dessas estruturas foi revelado detalhes a
respeito da natureza das enzimas. Além das peculiaridades de cada uma que as possibilitam
realizar diferentes modificacbes nos substratos. Adicionalmente, para a metiltransferase
GenN foram obtidos complexos com seu substrato e outros analogos ou substratos
alternativos. Esses complexos demonstraram a capacidade da enzima de metilar outros
aminoglicosideos, produzindo Canamicina metilada e Tobramicina metilada, gerando
“produtos naturais nao naturais”. Com a obtencao da estrutura tridimensional dessas enzimas
e uma profunda analise estrutural foi possivel realizar um estudo mais detalhado sobre
mecanismo de catalise e a promiscuidade de tais enzimas, demonstrando seu potencial uso

em biologia sintética para producédo de derivados de aminoglicosideos.

Palavras-chave: Aminoglicosideos. Metiltransferases. Enzimas-PLP-dependentes.



ABSTRACT

BURY, P. D. S. Structural analysis of key enzymes for gentamicin and sisomycin
biosynthesis. 2019. 115p. Ph. D. these (Microbiology) - Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2019.

Aminoglycoside is a class of antibiotics characterized to contain amino sugars linked through
glycosidic linkage to a central aminocyclitol ring. These antibiotics are primarily used to treat
infections caused by gram-negative aerobic bacteria. Its action mechanism consists in the
inhibition of protein synthesis binding to the 30S subunit of the bacterial ribosome.
Unfortunately, however, clinical use of these molecules is limited due to otoxicity and
nephrotoxicity. Aminoglycosides include tobramycin, amikacin, kanamycin, streptomycin,
paromycin, neomycin, gentamicin and sisomicin. Sisomicin and gentamicin have the 2-
deoxystreptamine as the central ring and are highly aminated and methylated molecules. Thus,
the biosynthetic route of these molecules have several enzymes that perform such decorations
on their rings, and that are biotechnological targets to produce new aminoglycoside
derivatives. In this work, we used heterologous expression methods of proteins, affinity
chromatography and molecular exclusion, and X-ray crystallography for structural
determination of enzymes involved in the biosynthesis of gentamicin and sisomicin. Thus, the
crystal structures of the following pyridoxal-5'-phosphate dependent enzymes were obtained:
Sis5, GenB2, GenB3 and GenB4 in binary complex with their cofactors and ternary complex
with biosynthesis intermediates. Using these structures, details were revealed regarding the
shape and mechanism of the enzymes. Besides the peculiarities of each one, wh that allow
them to make different modifications in the substrates. In addition, we have obtained structure
of the methyltransferase GenN in complex with its substrate and other analogues or alternative
substrates. These protein-ligand complexes demonstrated the ability of this enzyme to
methylate other aminoglycosides, producing methylated kanamycin and tobramycin, which
lack such natural modification, producing “non-natural natural products”. By obtaining the
three-dimensional structures of these enzymes and a deep structural analysis it was possible
to carry out a detailed study on the mechanism of catalysis and the promiscuity of such
enzymes, demonstrating their potential use in synthetic biology to produce aminoglycoside

derivatives.

Keywords: Aminoglycosides. Methyltransferases. PLP-dependent-enzymes.
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1 INTRODUCAO

1.1 Produtos Naturais

A capacidade dos organismos em produzir moléculas revolucionou a medicina
reduzindo a mortalidade e impactou varios campos do conhecimento cientifico,
avancos técnicos e atividade econdmica. (ZHANG, LIXIN, DEMAIN, 2005). Os
produtos naturais sdo provenientes do metabolismo primario e principalmente
secundario de diferentes organismos, incluem moléculas pequenas, como a ureia, e
estruturas complexas, como o Taxol (ABREU; BRANCO, 2003). Em resposta a
estimulos, vias metabdlicas secundarias sdo ativadas e produzem os produtos
naturais. Estas vias estdo em plantas, animais, bactérias, fungos e evoluiram na
natureza em respostas as necessidades e desafios do meio ambiente. As bactérias,
gue sao uma das principais produtoras de metabdlitos secundarios, habitam a terra
por mais 3 bilhdes de anos. Durante esse tempo esses microrganismos evoluiram de
acordo com as mudancas do ambiente e as modificacdes genéticas permitiram que
esse processo acontecesse. Assim, a natureza pratica uma quimica combinatorial
muito mais sofisticada do que qualquer laboratério de quimica organica ou medicinal,
gerando estruturas exoticas ricas em estereoquimicas, anéis concaternados e grupos
funcionais reativos (ZHANG, LIXIN, DEMAIN, 2005) (Figura 1).

Palitoxina

0
C
HoN" “NH, HO

Amonia Eritromicina
OH Vidabirina

FIGURA 1. Diversidade quimica de produtos naturais.
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Uma andlise detalhada dos novos medicamentos aprovados pela Food and Drug
Administration (FDA) entre 1981 e 2010 revela que 34% dos medicamentos baseados
em pequenas moléculas eram produtos naturais ou derivados direto, incluindo as
estatinas, drogas anticancerigenas de ligagdo a tubulina e imunossupressores
(CRAGG; NEWMAN, 2013). Historicamente, a humanidade buscou por alivio e cura
de doencas pela ingestdo de ervas e folhas, que talvez tenha sido uma das primeiras
formas de utilizacdo dos produtos naturais. Um dos marcos para o desenvolvimento
de farmacos a partir de produtos naturais foi o descobrimento dos salicilatos isolado a
partir da planta Salix alba em 1957. Mais tarde foram descobertas as propriedades
analgésicas e antipiréticas do extrato daquela planta e somente 100 anos depois a
Bayer lancou no mercado a Aspirina®. Esse medicamento continua sendo um dos
lideres de mercado na atuacdo como analgésico e antinflamatério e sendo alvo de
inimeras pesquisas (VIEGAS; DA SILVA BOLZANI; BARREIRO, 2006). Assim,
diversas moléculas a partir de produtos naturais foram isoladas e suas propriedades
desvendadas, como o Acyclovir® usado contra o herpes virus isolado a partir de uma
esponja ou mesmo medicamentos contra a hipertensao e insuficiéncia cardiaca que
sdo quimicos baseados em peptideos isolados do veneno de cobra (ZHANG, LIXIN,
DEMAIN, 2005).

Apesar da impressionante contribuicdo dos produtos naturais para medicina,
houve um declinio no interesse das empresas farmacéuticas por essas moléculas
devido a estratégias de desenvolvimento de farmacos baseado em estruturas. Além
de disso, algumas preocupacdes em relacbes a moléculas naturais, como efeitos
toxicos, da dificuldade no isolamento e o uso em abordagens de descoberta de
farmacos baseadas em triagem de alto rendimento (HTS) direcionadas a alvos
moleculares contribuiram para reducéo da pesquisa nesta area (CRAGG; NEWMAN,
2013). Porém, atualmente, uma revitalizacdo vem ocorrendo pela necessidade de se
produzir novas moléculas e pela dificuldade encontrada em geracdo de novas
moléculas baseado em estruturas. Entretanto, como os patégenos estdo em evolucgéo,
nossos medicamentos precisam acompanhar essas mudangcas ou se tornam
rapidamente obsoletos. Com avanc¢os na ciéncia basica, hoje compreendemos muitos
produtos naturais e seus produtos quimicos através de analises por purificacdes,
caracterizacdo estrutural, funcdes, farmacologia quimica e metabdlica
(MONCIARDINI et al., 2014).
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O futuro do desenvolvimento de medicamentos baseado em produtos naturais
estd ligado a grande diversidade de microrganismos produtores de metabdlitos
secundarios. Estima-se que de 95-99% dos microrganismos existentes na natureza
ainda ndo foram isolados, na maioria bactérias e fungos, na qual seus metabdlitos
secundarios ainda ndo foram analisados e ndo sabemos suas propriedades. No solo
onde é estimado que a cada 1g contenha 1000 a 10000 espécies de procariotos
desconhecidos (ZHANG, LIXIN, DEMAIN, 2005). E é justamente no solo onde
encontramos a maior parte dos microrganismos produtores de antimicrobianos e
esses merecem a atencdo, pois além de metabdlitos ainda desconhecidos, as
moléculas nas quais ja sao utilizadas podem ser alvos de modificacbes e serem

ferramentas na busca por novos medicamentos (MONCIARDINI et al., 2014).

1.2 Actinomicetos: uma farmacia natural

No solo é onde encontramos incontaveis microrganismos responsaveis pela
producdo de uma diversidade de medicamentos que sdo usados contra infec¢des
bacterianas e fungicas, drogas anticaAncer, compostos antiparasitarios e muitas outras
(HOPWOOD, 2007). O filo dos Actinomicetos é o mais abundante nesses habitats e
sao os maiores produtores de metabdlitos secundarios. Actinobacteria representa um
dos maiores filos do atualmente reconhecidos dentro do dominio Bacteria: tem 6
classes, 18 ordens, 14 subordens, 63 familias e 374 géneros registrados até outubro
de 2016 (SUBRAMANI; SIPKEMA, 2019). Consistem em um grupo diverso de
bactérias que produzem filamentos multicelulares ou micélios, ou alguns podem ser
unicelulares como Micrococcus (PERRY; WESTMAN; WRIGHT, 2014).

Os Streptomyces € o principal género de Actinobacteria micelial, consiste em um
grupo de bactérias gram-positivas que crescem em diversos ambientes,
principalmente no solo e produzem micélios aéreos semelhantes aos fungos (PERRY;
WESTMAN; WRIGHT, 2014) As diferencas entre as espécies sdo baseadas na
morfologia dos esporos e em diferencas fisioldgicas, especialmente na producéo de
antibioticos. Aproximadamente 60% dos antibidticos conhecidos foram isolados de
actinomicetos entre 1950 e 1970, exclusivamente do género Streptomyces
(SUBRAMANI; SIPKEMA, 2019). A morfologia dos Streptomyces envolve a formagao
de uma camada de hifas que podem se diferenciar em uma cadeia de esporos. Esse

processo exige um metabolismo especializado e coordenado. A propriedade mais
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interessante dos Streptomyces é a capacidade de produzir metabdlitos secundarios
bioativos, como antifungicos, antivirais, antitumorais, anti-hipertensivos e,
principalmente, antibacterianos e imunossupressores. E intrigante como os
Streptomyces produzem uma diversidade de moléculas com atividade antimicrobiana
para inibicAo de competidores enquanto colonizam o solo (PERRY; WESTMAN,;
WRIGHT, 2014)& (ENSIGN et al., 1993). Outro processo importante que envolve a
producao de antibidticos é a simbiose entre Streptomyces e plantas, pois neste caso,
o antibidtico protege a planta contra patégenos, e exsudatos de plantas permitem o
desenvolvimento desses microrganismos (DE LIMA PROCOPIO et al., 2012).

Geneticamente, os Streptomyces pertencem a um grupo de Gram-positivos cujo
material genético (DNA) é rico em GC (70%), quando comparado com outras bactérias
como Escherichia coli (50%). A espécie Streptomyces coelicolor é a mais estudada
geneticamente dentro dessa familia. Esse microrganismo possui um Cromossomo
linear de 8.667.507 pares de bases e 7.825 genes, sendo um dos maiores genomas
entre as bactérias (OHNISHI et al., 2008). Diferentes genes estdo inseridos em mais
de 20 agrupamentos génicos que codificam metabdlitos primarios e secundarios. De
acordo Bentley (2002), Streptomyces adquiriram a capacidade de se replicar de
forma linear e se expandiram pela aquisicao lateral e duplicacdo interna do DNA.
Essas caracteristicas lhes forneceram uma abundancia de enzimas metabdlicas

envolvidas na biossintese de produtos naturais.

Na producdo de metabdlitos secundéarios, o genéro Micromonospora contribui
significativamente na biossintese de moléculas bioativas. Esses microrganismos
recebem esse nome devido ao tamanho reduzido de seus esporos (HOPWOOD,
2007). Pertencem a familia Micronomosporoceae dentro dos Actinomicetos e
abrangem mais de 60 espécies (VEYISOGLU et al., 2016). Consistem de bactérias
gram-positivas e aerdbicas, nas quais um unico esporo em hifas de substratos
ramificados e produzem misturas complexas de menaquinonas, acucares e acidos
graxos saturados e de cadeia ramificada. As espécies sao caracterizadas pela
combinacdo quimiotaxonénomica, morfolégica e propriedades fenotipicas. Estédo
distribuidos em diversos habitats, preferencialmente em solos ricos em humus
(VEYISOGLU et al., 2016). Entre 1958 e 1960 foram isoladas mais de 300 cepas de
Micromonospora a partir de amostras do solo. Dessas cepas foram identificadas 15

moléculas com acgdo antibidticas. Dentre os antibioticos isolados, uma classe foi de
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grande importancia para a industria farmacéutica para época: os aminoglicosideos.
Desde a descoberta do primeiro aminoglicosideo, a estreptomicina, por Selman
Abraham Waksman em 1943, isolada a partir de cepas de Streptomyces griseus,
uma diversidade de moléculas dessa classe foram exploradas e proveram a
indUstria farmacéutica o ganho de muito milh6es de ddlares. Os actinomicetos
sintetizam essas moléculas biolégicas de modo complexo e ainda ndo totalmente
conhecido (HOPWOOQOD, 2007).

1.3 Aminoglicosideos

1.3.1 Uma breve histéria sobre os Aminoglicosideos

O primeiro aminoglicosideo a ser descoberto foi a estreptomicina em 1944 por
Selman Waksman, a partir de amostras de solo isolado de Streptomyces griseus. Sua
descoberta foi um marco na histéria, sendo a primeira droga terapéutica eficaz contra
a tuberculose, uma doenca que aterrorizou e ainda aterroriza a humanidade.
Waksman ganhou o Prémio Nobel em 1952 pela descoberta da estreptomicina,
juntamente com seu aluno Albert Schatz, que acabou sendo reconhecido como co-
descobridor. Desde entéo, varios aminoglicosideos foram descobertos como produtos
do grupo Streptomyces (aminoglicosideos terminados em “mycina”, por exemplo,
neomicyna, canamicyna, tobramicyna) ou do grupo Micromonospora (com terminagao
em “micina” exemplos: gentamicina e sisomicina), ou desenvolvidos através de
modificacdes quimicas nos aminoglicosideos existentes gerando moléculas
semisintéticas (por exemplo, amicacina, netilmicina, arbecacina, plazomicina) (SERIO
et al., 2018).

1.3.2 Classificacao

Estruturalmente os antibiéticos aminoglicosideos sdo moléculas similares,
possuindo um nucleo central que € um aminociclitol com varios outros agucares nao
usuais, incluindo deoxiagucares (KUDO; EGUCHI, 2009). Os aminoglicosideos sao
divididos em duas principais categorias: agueles que apresentam um amino ciclitol
modificado para mio-inositol (como a estreptomicina, fortimicina e bluessomicina). A
segunda categoria sdo os antibioticos que contém o grupo 2- deoxiestreptamina (2-
DOS), que inclui as neomicinas, canamicinas e gentamicinas (Figura 2) (PARK et al.,
2013) (Figura 2).
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FIGURA 2. Diversidade quimica de aminoglicosideos.

a) Aminoglicosideos contendo como aminociclitol 2-deoxistreptamina 4,5-disubstituidos b)
Aminoglicosideos contendo como aminociclitol 2-deoxistreptamina 4,6-disubstituidos. c)
aminoglicosideos 2-deoxistreptamina monosubstituidos. d) Aminoglicosideos contendo
modificagdo do aminociclitol para mio-inositol.

Adaptado: Kudo; Eguchi (2009)

Os aminoglicosideos compostos pelo anel 2-deoxistreptamina (2-DOS) podem ser
subdivididos de acordo com a posicdo das ligagcbes com os acucares que decoram
essas moléculas, podendo ser monosubstituidos (apramicina, higromicna, istamicina);
4,6-disubstituidos (gentamicinas e tobromicinas) ou 4,5-disubstituidos (butirosinas e
neomicinas) (BUSSCHER; RUTJES; VAN DELFT, 2005; PARK et al.,, 2013). Os
aminoglicosideos 4,5-dissubstituidos, representados por neomicina e paromomicina,
sdo usados topicamente e contra parasitas intestinais, respectivamente. Por outro
lado, aminoglicosideos 4-6 dissubstituidos representados pela gentamicina,
tobramicina, e a amicacina tem sido usados para o tratamento de infeccdes

oportunistas graves por bactérias Gram-negativas (PARK et al., 2013) (Figura 2).
1.3.2.1 Biossintese 2-Deoxistreptamina

Os aminoglicosideos que contém o anel 2-deoxistreptamina (2-DOS) sdo os mais
utilizados clinicamente. Estudos mostraram que o 2-DOS é derivado a partir de D-
glicose (LLEWELLYN; SPENCER, 2006), que é fosforilada por enzimas da via
glicolitica para formar D-glicose-6-fosfato, que € convertida em 2-desoxi-scilo-

inosamina (2DOIA). Em seguida uma desidrogenase NAD dependente catalisa a
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desidrogenacéo do C-1 do 2DOIA convertendo-a em 3,2-amino-2,3- didesoxi-scilo-
inosose (amino-DOI). Amino-DOI é convertido em 2-DOS por uma aminotransferase
de dupla funcionalidade (PARK et al., 2008). Posteriormente, uma glicosiltransferase
adiciona um N-acetilglucosamina ao 2-DOS gerando N-acetilparamamina, cujo grupo
acetil é removido por uma desacetilase convertendo-a em paromamina, que € 0
intermediario comum para 0s aminoglicosideos relacionados a neomicina,
canamicina, gentamicina e sisomicina (PARK et al., 2008; KUDO; EGUCHI, 2009);
(KUDO; EGUCHI, 2009) (Figura 3).
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FIGURA 3. Formacao do intermediario de biossintese paromamina a partir da glicose 6’-
fosfato.

Em azul as modificagbes nos anéis catalisadas por enzimas que sdo comuns em 4,6-
disubstituidos.

Adaptado: Park et al. (2008).

1.3.3 Indicacdes
Os aminoglicosideos possuem uma longa e controversa histéria como
antimicrobiano. Com o sucesso dos antimicrobianos B-lactamicos de amplo espectro

(penicilinas, cefalosporinas de terceira geracdo e carbapenémicos), foi observado
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uma redugcdo na administracdo de aminoglicosideos de forma prolongada. Isso
ocorreu devido a seguranca dos padrdes farmacocinéticos melhorados destes novos
agentes (AVENT et al., 2011). Mesmo com todo avanc¢o biotecnoldgico, os
aminoglicosideos ainda possuem vasta indicacdes, devido ao seu amplo espectro.
Esses tém sido usados para tratar uma variedade de infeccOes graves e
potencialmente fatais e sdo comumente utilizados no tratamento de infec¢des do trato
urinario, sepse e pneumonia. Amicacina e gentamicina séo indicacdes especificas
administradas por via intravenosa contra infec¢gdes causadas por microrganismos
gram-negativos. Contra sepse neonatal é utilizada a terapia empirica combinando
gentamicina e ampicilina. A tobramicina € utilizada de forma inalatéria no tratamento
de pneumonia e infec¢cdes crbnicas causadas por Pseudomonas aeruginosa em
pacientes portadores de fibrose cistica, enquanto a tobramicina parental é utilizada
para infeccdes do trato respiratorio inferior, osteomielite e infecgdes do trato urinério
(AVENT et al., 2011; XIE; TALASKA; SCHACHT, 2011; SERIO et al., 2018).

Usos adicionais incluem neomicina topica ou oral para infec¢cbes da pele,
paromomicina oral para infeccdes amebianas e parasitarias, espetinomicina
administrada por via intramuscular para o tratamento de gonorreia. Estreptomicina,
canamicina e amicacina administrada por via intravenosa ou intramuscular é usada
na quimioterapéutica de segunda linha para tuberculose (Tabela 1). Em geral, a
estreptomicina, a canamicina e a netilmicina sdo pouco utilizadas devido a resisténcia
clinica (AVENT et al., 2011; XIE; TALASKA; SCHACHT, 2011; SERIO et al., 2018);.



TABELA 1. Uso terapéutico dos aminoglicosideos aprovado pelo FDA

Aminoglicosidens

Terapia especifica (FDA -aprovado e indicagdes do
ritulo

Estreptamicina

Meamicina

canamicing

FParomaomicing

Gentamicina

Tobramicina

Amicacina

Metilmicina

Espectinomicina

Tuberculose, brucelose, tularermia, pheumonia,
septicemia peste negra causada por Yersinia pestls

Aplicagdo tdpica em infecgdes de pele, uso oral
cormD U adjunto para encefalopatia Hepatica ou
hip erc olesterolemia

Aplicagdo intraperitoneal para pds-operatdrio,
tuberculose, gonarreia, enterecolite em feto ou
recem nascidos

ou encefalopatia hepatica

Uso oral parainfecgdes por amebiase, ténias,
giardias, leishmania, trichomonas, e encefalopatia
hepatica

Meningite, pneumdnia, infec;des causadas por
Pseudomonas, septicemia, infecgdes paor E. coli,

por Staphylococcus
listeria, tulareria, brucelose, endocardite

nfec;des do trato respirat drio, infecg des do trato
unrinario, infecgdes no osso

diverticulite, neutrpenia, sepse, enteracolite em
rec em nascido

Cral ouintraperitoneal tratamento para peritonite,
tratamentos contra infecgdes de pele,

infecgdes oftaimaoldgicas, contra sindrame de
Meniere

Infec ¢ des respiratdrias, osteamelites, infecgdes do
trato uinaio e ahdarminal, meningite,

infec;des de pele e osso, fibrose cistica.

lUsado para arganismo s altamente resistentes a
drogas, meningite e complicagdes dotrato urinario

Infeccgdes causadas por Pseudomonas, pele, osso,
infec;des abdominais, gonarreia,

infecgdes do trato respiratdrio e windrio

Gonorreia

Adaptado: Xie; Talaska; Schacht (2011).
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1.3.4 Espectro de atividade

Os aminoglicosideos sao antibioticos de amplo espectro e possui atividade contra
bactérias gram-positivas e gram-negativas. Nao possuem atividade contra bactérias
anaerodbias, pois o transporte ativo de elétrons € necessario para a absorcdo de
aminoglicosideos nas células (KRAUSE et al., 2016). Sdo moléculas particularmente
potentes contra membros da familia Enterobacteriaceae incluindo E. coli, Klebsiella
pneumoniae, Enterobactercloacae e E. aerogenes, Providencia spp., Proteus spp.,
Morganella spp., e Serratia spp.. A classe tem atividade efetiva contra Yersinia pestis
e Francisella tularensis, o0s agentes causadores de peste e tularemia,
respectivamente. Também sdo eficazes contra infeccbes causadas por
Staphylococcus aureus, incluindo isolados resistentes a meticilina e resistentes e
intermediarios a vancomicina (MINGEOT-LECLERCQ; GLUPCZYNSKI; TULKENS,
1999). Como ja descrito, os aminoglicosideos sdo eficazes contra M. tuberculosis
(KRAUSE et al., 2016). Essa classe € muito eficaz quando seu uso é sinérgico com
outro tratamento antimicrobiano, como por exemplo com B-lactamicos, que é eficaz
contra bactérias gram-positivas e gram-negativas (XIE; TALASKA; SCHACHT, 2011).

1.3.5 Modo de agéo

O mecanismo de acao dos aminoglicosideos € bem descrito, sabe-se que essas
moléculas inibem a sintese proteica por meio de uma ligacao de alta afinidade ao sitio
A no RNA ribossomal 16S do ribossomo 30S, que altera sua conformagéo (KRAUSE
et al., 2016). Porém, o que rege a acdo de cada membro dessa classe é a
especificidade por diferentes regides do sitio A ribossémico (GARNEAU-TSODIKOVA,;
LABBY, 2016). Essa interacdo, faz com que o antibiético promova uma traducédo com
a leitura errbnea dos codons na entrega do aminodacido pelo RNA de transferéncia.
Como resultado ocorre um erro na sintese proteica, seguida pelo posicionamento
incorreto dos aminoacidos na cadeia polipeptidica, que € liberada na célula causando
danos a membrana e outros locais. Aminoglicosideos 2-DOS ligam-se no sitio A na
hélice 44 do RNA ribossomal 16s na proximidade com o cédon- anticédon do
aminoacil do RNA transportador. Ocorre uma interacdo que prejudica a dinadmica de
duas adeninas 14981493 fyncionais no sitio A (Figura 4). Através da ligacdo do 2-DOS,
essas duas adeninas sao invertidas na cadeia, causando erros de codificacdo pela

interacdo do RNAt. Os aminoglicosideos 2-DOS também interagem com a hélice 69
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do RNAr 23s na subunidade maior. Alguns aminoglicosideos 2-DOS, como a
neomicina B, gentamicina e paromomicina, podem também ligar a um segundo sitio
na hélice 69 do RNAr 23S na subunidade 50S. A ligacéo neste sitio alostérico afeta a
mobilidade das subunidades riboss6micas, o que interfere na traducéo e recuperagao
conformacional do ribossomo (GARNEAU-TSODIKOVA; LABBY, 2016).

Alguns aminoglicosideos 2-DOS também afetam a translocacdo dos RNAt e
rotacdo das subunidades. Devido sua natureza policatidnica, os aminoglicosideos
possuem alta afinidade pelos fosfatos carregados dos acidos nucleicos (HOUGHTON
et al.,, 2010) Eles também podem se ligar a uma variedade de RNAs, incluindo
ribossomos humano, em especial as mitocéndrias, cujo a estrutura secundaria é
semelhante ao ribossomo bacteriano (LIN et al., 2010). A dupla fita do RNAr contém
22 pares de bases das quais existem 2 sitios simétricos de ligacdo de
aminoglicosideos. Essa ligacdo ocorre através do anel 2-DOS devido a natureza
eletroquimica e pela interagcdo hidrofébica do tipo stacking-pi do anel do
aminoglicosideo com a guanina (HOUGHTON et al., 2010).

FIGURA 4. Sitio de ligagdo do aminoglicosideos no RNAr 16S.
Em verde o aminoglicosideo. Em rosa as bases invertidas para ligacdo do aminoglicosideo
gue causa erros de leitura na traducéao.

Adaptado: Trylska; Kulik (2016).

O pH é essencial para a ligagdo dos aminoglicosideos, sendo que em um pH
acima de 5,5 ocorre a absorcéo de protons pelos grupos amina. (TRYLSKA; KULIK,
2016) (2016) verificaram por dindmica molecular a presenca de moléculas de agua

em varios complexos entre aminoglicosideos e ribossomo. Essas moléculas parecem
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ser essenciais para estabilidade da interacdo do aminoglicosideo com o RNA. Nesse
mesmo trabalho, os autores demonstram por métodos computacionais que outros
anéis diferentes do 2-DOS sé&o essenciais para a formacédo do complexo, como para

a paromomicina e neomicina B.

A descoberta de como os aminoglicosideos se ligam ao ribossomo e seu
mecanismo de acdo, possibilitou e ainda possibilitara modificacbes em produtos
naturais ou semi-sintético, podendo ajudar a superar a resisténcia bacteriana e
problemas de toxicidade. Isso pode ocorrer, aumentando sua especificidade ao
ribossomo bacteriano e inibicdo ou reducdo na atividade de enzimas modificadoras
de aminoglicosideos, que é um dos principais fatores da resisténcia a essas moléculas
(CASHMAN; RIFE; KELLOGG, 2001).

1.3.6 Resisténcia

O fendmeno da resisténcia bacteriana € um grande problema de saude publica
mundial. Apesar dos aminoglicosideos contribuirem clinicamente contra diversas
doencas, desde sua descoberta com a estreptomicina, cepas resistentes foram
identificadas (ARYA, 2007). Hoje, em alguns casos, 0s niveis de resisténcia atingiram
tal ponto que alguns medicamentos dessa classe se tornaram inutilizaveis (DOI;
WACHINO; ARAKAWA, 2017).

A resisténcia a antibioticos pode ser classificados em trés principais categorias: 1)
resisténcia intrinseca, como exemplo a parede celular bacteriana que € um limitante
para absorcdo dos antibidticos; 2) adaptativa que € resultado de uma resposta
ambiental; 3) adquirida que ocorre pela incorporagdo de material genético exégeno.
Nesse ultimo caso, pode ser um plasmideo portador de multiplos genes de resisténcia
ou genes mutantes que podem ser transferidos horizontalmente de uma bactéria para
outra. Essa Ultima estratégia bacteriana € a maior causa de disseminacdo de genes
de resisténcia a diversos antibidticos. Os mecanismos de resisténcia podem ser nao
especificos, como a membrana celular impermeavel a muitas pequenas moléculas
toxicas ou especificas como enzimas modificadoras de aminoglicosideos (AME) que
modificam apenas substratos particulares (GARNEAU-TSODIKOVA; LABBY, 2016).

A resisténcia aos aminoglicosideos ocorre por diversos mecanismos e podem co-
existir na mesma célula, sendo eles: (1) modificagdo enzimatica e inativacdo dos

aminoglicosideos, mediada por acetiltransferases de aminoglicosideos,
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nucleotiltransferases, fosfotransferases (2) Bomba do efluxo; (3) permeabilidade
diminuida; e (4) modificacdes de subunidade ribossomal 30S que interfere com a
ligacdo dos aminoglicosideos (DOI; WACHINO; ARAKAWA, 2017).

O mecanismo de resisténcia bacteriana aos aminoglicosideos mais comum é a
inativagdo por enzimas, conhecidas como AME (enzimas modificadoras de
aminoglicosideos). Sao enzimas que catalisam modifica¢cdes nos grupos -OH ou -NH2
do anel 2-deoxistreptamina ou de outros agucares, podem ser acetiltransferases
(AACs), nucleotidiltransferases (ANTs) ou fosfotransferases (APHs) (GARNEAU-
TSODIKOVA; LABBY, 2016).

ModificacOes ribossomais também é um mecanismo de resisténcia bacteriano
cada vez mais comum, ocorre por metiltransferases que modificam o ribossomo para

evitar a ligacdo do aminoglicosideo (WILSON, 2014).

A parede celular bacteriana, ainda pode servir como uma barreira intrinseca, e
sua impermeabilidade pode ser aumentada por modificacdes lipidicas adquiridas o
ocasionam na repulsdo dos aminoglicosideos. As bombas de efluxo por expulsao ativa
mantém a baixa concentracdo de aminoglicosideos no interior da célula
(FERNANDEZ; HANCOCK, 2012).

1.3.7 Gentamicina e sisomicina

A gentamicina e a sisomicina sdo aminoglicosideo que contém como aminiciclitol
0 anel 2-DOS, nesse trabalho é chamado de anel | unido ao acucar garosamina (anel
[Il) pelo carbono 4 e ao acucar purporosamina (anel 1) pela posicao 6, portanto séo
classificados como um 2-DOS 4,6 disubstituidos. Em seu uso clinico, a gentamicina é
composta por uma mistura de intermediarios de biossintese gentamicina Cla, C2a,
C2, C2b e C1. A gentamicina foi descoberta em 1963 por Marvin J. Weisten enquanto
trabalha com amostras de solo. Ele a definiu como “uma nova mistura antibiética
basica, de amplo espectro, solivel em agua, que foi isolada de duas espécies nao
descritas de microrganismos pertencentes ao género Micromonospora” (WEISTEN,
1963). Mas somente em 1971 passou a ser usada como medicamento de uso topico
e posteriormente contra sepse. Em 1970, também por Marvin J. Weisten, foi isolada a
sisomicina a partir da bactéria Micromonospora inyoensis. Sisomicina contém um
diamino-agucar insaturado que nao foi encontrado anteriormente entre os antibioticos
aminoglicosideos (ou aminociclitol) (SANDERS, 1980)(Figura 5).
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FIGURA 5. Gentamicina e Sisomicina

a) Estrutura quimica da gentamicina e seus respectivos grupos quimicos que caracterizam os

compostos do complexo gentamicina. b) Estrutura quimica da sisomicina.
1.3.7.1 Agrupamento génico e biossintese da Gentamicina e Sisomicina

De acordo com Hong et al (2009), o agrupamento génico da biossintese de
sisomicina abrange 47 kb que contém 37 ORFs (quadro de leitura aberta) codificando
varias proteinas para biossintese, regulacéo, resisténcia e transporte. Por outro lado,
0 agrupamento génico para gentamicina possui 63.1 kb e também incluem genes de

regulacdo, resisténcia e transporte e biossintese (HONG et al., 2009) (Figura 6).
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FIGURA 6. Agrupamento génico da gentamicina e sisomicina.

Adaptado: Hong et al. (2009)
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O numero de genes para a biossintese de gentamicina € maior e existem

proteinas alfaiates (do inglés tailoring enzymes) decoradoras suplementares que sao
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ausentes para a sisomicina. Nem todas o0s genes da biossintese da gentamicina foram
descritos, e sabe-se que o0s genes da biossintese da sisomicina apresentam
similaridade sequencial com os genes da biossintese da gentamicina, porém algumas
proteinas sdo relatadas para gentamicina nas quais ndo tem sua fungéo totalmente

esclarecidas (LI et al., 2018).

Hong et al, (2009) descreveu gue 0s genes de resisténcia a antibibticos séo
agrupados com o0s genes hiossintéticos. Trés genes de resisténcia a aminoglicosideos
(sis4, sis9 e sisl7) foram encontrados no agrupamento de genes biossintéticos da
sisomicina, sendo eles sis4, sis9 e sis17, que apresentam alta similaridade com gmrb,
gmra e genp da biossintese de gentamicina, respectivamente.

Os genes sis10, sisll, sis12 e sis15 provavelmente participam da biossintese do
2-DOS. O gene sisll codifica a 2-desoxililo-inosose sintase que catalisa uma reacao
chave na biossintese do 2-DOS. A enzima Sis11 apresenta alta similaridade de 92,7%
com a GenC uma DOI sintase da gentamicina. Sisl2 € uma desidrogenase que
catalisa a oxido-reducdo da scilo-inosose na presenca de NAD* e apresenta
similaridade com a GenD2 da gentamicina. Sis15 apresenta proximidade sequencial
com GenS2 (94% de identidade) que sado aminotransferases dependentes de L-
glutamina envolvidas na transaminacédo do 2-DOS. Além dessa aminotransferase, a
sisomicina possui mais quatro enzimas que realizam transaminagdo Sis5, Sis10,
Sisl5 e Sisl8 que apresentam alta similaridade com as aminotransferases da
biossintese da gentamicina GenB1, GenS1, GenB2 e GenB3, respetivamente (Guo et
al, 2014). As enzimas Sis8 apresenta funcdo de glicosiltransferases e sé&o
responsaveis pela ligacdo do anel Il ao 2-DOS na posi¢cédo C-6. Enquanto a Sis13 que
também € uma glicosiltransferase adiciona o anel Ill ao anel central 2-DOS. Sis29
retira o grupo acetil do anel Il, convertendo 2-N-acetilparomamina em paromamina.
Sis5 adiciona um grupo amina ao anel Il, onde previamente houve uma retirada de um
hidrogénio pela enzima Sis6. Sisl7 apresenta similaridade com a fosfotransferase
GenP e catalisa adicdo de um fosfato ao anel Il. Para que possivelmente a enzima
GenBa3 catalise a retirada de duas hidroxilas do anel Il (HONG et al., 2009) (Figura 7).
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Adaptado: Hong et al. (2009).

No agrupamento génico da sisomicina ainda sao identificados trés genes que
codificam metiltransferases: sisl4, sis28 e sis30 que sdo homélogos aos genes
genD1, genT e genN, respectivamente. Porém a metiltransferase Sis28 parece ndo
esta relacionada com a biossintese da sisomicina e deve estar envolvida na
resisténcia bacteriana, uma vez que ela metila a base citosinal402 no RNAr 16S
(HONG et al., 2009).

A organizacdo dos genes em seus agrupamentos para a gentamicina e sisomicina
sdo muito semelhantes, inclusive na identidade sequencial das enzimas que
promovem a biossintese dessas moléculas. Essas vias sdo praticamente idénticas até
a ramificacéao para formacédo do complexo da gentamicina (HONG et al., 2009). Testa
e Tilley 1975, verificou que mutantes M. inyonensis podem converter intermediarios
de biossintese da gentamicina em sisomicina. Além disso, foi demonstrado que a

dupla ligacao de etileno é formada nos passos finais da biossintese da sisomicina.

A gentamicina possui duas aminotransferases e uma metiltransferase adicionais
em seu agrupamento génico que sao ausentes na sisomicina. Enquanto no
agrupamento génico da gentamicina sdo ausentes o0s genes sis31, sis32 e sis33 que

possivelmente estdo envolvidos na regulagéo transcricional (HONG et al., 2009).

Similarmente a outros aminoglicosideos, a biossintese de gentamicina inicia com
a formacao do nucleo amino-ciclitol 2-DOS, através da D-glicose-6-fosfato (Glc-6-P),
seguida pela modificacdo para 2-desoxiscilinose (2-DOI) através de uma
carbociclizagdo pela GenC (2-deoxi-scilo-inosose sintase). A deoxi-scilo-inosose
aminotransferase GenS1 adiciona um grupo amina 2-DOI, convertendo-o em 2-DOIA.
A enzima GenE 2-deoxi-scilo-inosamina dehidrogenase retira uma hidroxila da
posicao C-1 do 2-DOIA convertendo-o em ceto-2-DOIA. Novamente a enzima GenS1
realiza uma transaminacdo nessa posicao, levando a formacao do nucleo 2-DOS. A
glicosiltransferase GenM1 adiciona uma glicose ao 2-DOS formando um
pseudodisacarideo intermediario, o N-acetil paromanina. O agucar adicionado contém
um grupo acetil que é retirado pela enzima GenD, convertendo-o no intermediario
paromamina. Posteriormente a glicosiltrasferase GenM2 adiciona outro agucar ao 2-
DOS, formando a gentamicina A2 (PARK et al., 2008; HONG et al., 2009) (Figura 8).
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Adaptado: Park et al. (2014)

A partir do pseudotrissacarideo gentamicina A2 ocorrem diversas modificacdes no
anel Il para producédo de gentamicina A e trés enzimas sao essenciais para a sua
formacdo. Essas enzimas sdo a oxido-redutase dependente de NAD+ GenD2 que
retira um hidrogénio da posicdo C-3 do anel garosamina, convertendo-o no
intermediario DOA2. Através da aminotransferase GenS2 ocorre a adicdo de um
grupo amina nessa posicdo. Em seguida a N-metilacdo pela GenN, uma N-
metiltransferase dependente de SAM (S-adenosil-metionina). Posteriormente na via,
uma C-metiltransferase descrita como uma radical SAM dependente de cobalamina
realiza a metilagao na posicéo C-4, convertendo- a gentamicina A em gentamicina X2
(HUANG et al., 2015) (Figura 9).
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FIGURA 9. Formacéao do intermediério de biossintese gentamicina X2.
Em azul as modifica¢cBes realizadas pelas enzimas GenD2, GenS2 e GenN.

Adaptado: Huang et al. (2015)

A partir desse ponto, ocorre a ramificagdo da via em “lado esquerdo” para
producdo de gentamicina C1a e C2b e “lado direito” para formagdo de gentamicina
C2a, C2 e C1 (Figura 10). Porém, os mecanismos e especificidades de algumas
modificacdes nos intermediarios de biossintese ndo séo claras, assim como quais sao
as enzimas que catalisam as reacdes. Pelo “lado direito”, a posigdo C-5 do acucar

purposamina da gentamicina X2 é metilada pela radical SAM-metiltransferase GenK
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produzindo G418, que apesar de um intermediario da via de gentamicina, € também
é utilizado como antibiotico (GUO et al., 2014).

GenK é radical SAM metiltransferase dependente de cobalamina. Essa enzima é
essencial para a biossintese da gentamicina, uma vez que ela ramifica a via
possibilitando a formacéao de todos os componentes do complexo da gentamicina. Kim
et al. (2017) verificou que a GenK é capaz de aceitar diferentes substratos,
paromamina, neamina e cinco pseudosacarideos, incluindo gentamicina A, A2 e B,
juntamente com JI-20A. Porém o substrato biologicamente relevante é a Gentamicina
X2.

Posteriormente, a posicdo C-5 do G418 sofre uma dehidrogenacao pela enzima
GenQ, modificando-o para 6-DOG. Nessa mesma posi¢do onde permanece um grupo
cetona ocorre uma transaminacdo por uma enzima dependente de PLP GenB1l
convertendo-o em JI-20B, possivelmente usando uma metionina como doador do
grupo amina. No anel Il ainda ocorre a retirada de duas hidroxilas das posi¢cdes C-3 e
C-4. Essa modificacdo € um passo ainda obscuro, pois ha hipoteses que as enzimas
GenB3 e GenB4 possa realizar essa retirada, porém ndo se sabe qual o especifico
substrato. Essa entdo é parte da discussao do desse trabalho. Esse intermediario sem
as hidroxilas é chamando de gentamicina C2a que ja faz parte do complexo. O grupo
metil da posicdo C-5 sofre uma epimerizacdo, que segundo Gu et al.,, (2015) é
realizado por uma enzima dependente de PLP GenB2, agora chamado de
gentamicina C2. Uma outra enzima, GenL, descoberta recentemente catalisa a
metilacdo no grupo amina na posicdo C-5 do anel Il. Interessantemente, GenL foi
identificada fora do cluster para a biossintese de gentamicina, porém no cromossomo
(Li et al., 2018). A outra mé&o da via, na qual a gentamicina X2 nao sofre metilacéo por
GenK. Neste caso a dehidrogenase GenQ retira uma hidroxila na posi¢édo C-5,
convertendo-o em 6-DOX. Nessa posi¢cado permanece um grupo cetona que sofre uma
transaminacdo pela GenB1, modificando o intermediario em JI-20A. Novamente,
COomo na outra mao da via, ocorre a retirada de duas hidroxilas nas posi¢des C-3 e C-
4, por enzimas nao bem descritas, formando um dos componentes do complexo, a
gentamicina Cla (Guo et al., 2014). Que parte também é metilada na posi¢ao do grupo
amina C-5, possivelmente pela enzima GenL, produzindo a gentamicina C2b que

parte do complexo (LI et al., 2018) (Figura 10).
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FIGURA 10. Formagéo do complexo da gentamicina.
Em azul as modificacbes realizadas no anel Il dos intermediarios de biossintese. Na

transaminacao pela GenB1, o aminoacido metionina € um doador do grupo amina, cujo O
produto é acido 2-ceto-3-metiltiobutirico (KMBA).

Adaptado: Guo et al. (2014).
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1.4 Metiltrasferases

As enzimas metiltransferases dependentes de S-Adenosil-Metionina (SAM) sao
amplamente encontradas na natureza e catalisam uma diversidade de reacfes. Essas
enzimas estdo envolvidas na sinalizacdo celular, sintese proteica, controle da
expressao génica e de proteinas e epigenética. Em produtos naturais essas enzimas
realizam processos cruciais: metilam metabdlitos especializados em microrganismos
e plantas. Essas metilacbes fornecem a essas moléculas diferentes atividades
biolégicas ou permitem superar mecanismos de resisténcia. Estas reacfes sao
catalisadas através do seu co-substrato S-adenosil-metionina (SAM), que é um
doador do metil deficiente em elétrons gerando o subproduto da metilacdo, o S-
adenosil-homocisteina (SAH) (LISCOMBE; LOUIE; NOEL, 2012) )(Figura 11).

NH, NH.
00C._~_ 5S¢ N N/) 00C._~_8 N N/)
H o) H o
NH3 NH3z
OH OH OH OH
a) S-adenosil-metionina (SAM) b)  S-adenosil-homocisteina (SAH)

FIGURA 11. Dois estados do cofator S-adenosil-metionina.

a) SAM co-substrato com um grupo metil deficiente em elétrons reativos (em azul) para
transferéncia a um aceptor de metil rico em elétrons. b) SAH produto da transferéncia do grupo
metil para o substrato.

Adaptado: Liscombe; Louie; Noel, (2012).

S&o descritas cinco classes diferentes de metiltransferases dependentes de SAM
baseadas em suas estruturas. A maioria das metiltransferases séo da classe | e
adotam o enovelamento tipo Rossmann, que consiste em um dominio de ligacdo do
SAM composto por uma folha B central de sete fitas flanqueadas por a-hélices
(KOZBIAL; MUSHEGIAN, 2005). Porem mesmo dentro desta classe, a identidade de
sequéncia pode ser baixa (<15%). Além disso, a estrutura central é tipicamente
decorada com elementos estruturais adicionais que moldam a especificidade do

substrato e as interacfes proteina: proteina. Além disso, as metiltransferases sdo
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classificadas de acordo com atomo aceptor do grupo metil do substrato, as mais
comuns sdo as O-metiltransferases (54%) , N (23%), C (18%) ou S (3%) e outras
metiltransferases podem acomodar outros aceitantes como haletos (LISCOMBE;
LOUIE; NOEL, 2012).

1.4.1 N-Metiltransferases

As N-metiltransferases € o segundo grupo mais abundante em todos os dominios
da vida. S&o comuns em vias de transducao de sinal em animais, onde eles modulam
a atividade de moléculas sinalizadoras, feniletanolamina, histamina, indoletilamina.
Sao responsaveis pela metilacdo de uma ampla variedade de substratos, como
peptideos ndo ribossdémicos, hexosaminas, primarias aminas, aminas secundarias

(indoles, imidazoles e alcalbides) e aminas terciarias (SCHMIDBERGER et al., 2010).

Estruturalmente as N-metiltransferases possuem de 200 a 500 residuos e sao
monomeéricas. Possuem enovelamento a/B: alternado a-hélices e folhas-f ao longo do
comprimento da cadeia polipeptidica. Essas enzimas compartilham uma série de
motivos conservados. Os motivos de | a IV estéo relacionados a ligagdo do SAM no
sitio ativo. O motivo | esta presente na maioria das metiltransferases, € um motivo de
ligagcdo do SAM e consiste huma sequéncia assinatura "GxGxG" rica em glicina. Os
motivos Il, lll e IV consistem na presenca de um residuo acido préximo ao C-terminal.
O motivo V consiste na presenca de residuos hidrofébicos que posicionam o SAM
(LISCOMBE; LOUIE; NOEL, 2012).

Essas enzimas possuem enovelamento classe |, denominado enovelamento
Rossman é moldada pela alternancia de a-hélices e fitas-B que formam uma folha-3
relativamente planar envolta por a-hélices. Os residuos do sitio de ligacdo ao
substrato e catalitico séo tipicamente localizados nas regifes C-terminal em fitas-8 ou
em loops adjacentes (KOZBIAL; MUSHEGIAN, 2005).

Essas proteinas apresentam o motivo DPPY conservado e que esta envolvido na
catalise. Assim, duas ligacbes de hidrogénio sao formadas entre o nitrogénio
nucleofilico e 0 atomo de oxigénio da cadeia lateral [D / N/ S] e o oxigénio carbonilico
da primeira prolina. Essas ligacdes de hidrogénio posicionam o substrato de tal forma
gue os pares de elétrons do nitrogénio nucledfilo apontam para o grupo metil e assim

ocorre a transferéncia. Algumas enzimas da via de biossintese de produtos naturais e
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enzimas de resisténcia bacteriana a antibidticos estdo dentro dessa classificacdo
(SCHUBERT et al., 2003).

1.4.2 Metiltransferases envolvidas na biossintese de gentamicina

A gentamicina e sisomicina sdo aminoglicosideos altamente metilados. Essas
metilacbes conferem caracteristicas Unicas a essas moléculas. Assim, no
agrupamento génico da sisomicina foram identificadas duas metiltrasferases Sis14 e
Sis30 gue estdo envolvidas na biossintese. Sis14 é uma Radical SAM Metiltrasferase
gue adiciona um grupo metil na posicdo do C-4 do anel garosamina. Sis30 é
dependente de SAM e é responsavel pela metilacdo do C-3 do anel garosamina.
Foram identificadas quatro metiltransferases no agrupamento génico da gentamicina
GenD1, GenN, GenK e GenL. A enzima GenD1 é uma Radical SAM metiltransferase
com alta similaridade com a Sisl4 e realiza a metilacdo do intermediario de
biossintese gentamicina A2 convertendo-o em gentamicina X2. GenN apresenta
identidade sequencial com a Sis30 e catalisa a metilacdo do substrato DAA2 para
produzir Gentamicina A2. GenK realiza a ramificagcdo da via da gentamicina metilando
Gentamicina X2 convertendo-a em G418. A enzima GenL foi descrita recentemente,
e tem acdo nos passos finais da via da gentamicina metilando a gentamicina C2
transformando-a em gentamicina C1 (GUO et al., 2014; GU et al., 2015; LI et al.,
2018).

1.5 Enzimas dependentes de PLP

Enzimas dependentes de piridoxal 5’-fosfato (PLP) sdo responsaveis por catalisar
uma diversidade de reagdes na natureza. Estdo envolvidas em processos celulares,
biossintese de aminoacidos e compostos aminados. Essa classe de enzimas foi
identificada em 1951 e desde entdo vem sendo alvo de estudos por se tratar de
enzimas versateis e que estdo envolvidas em processos cruciais na natureza (ELIOT;
KIRSCH, 2004). O PLP ¢é a forma ativa da vitamina B6 e é produzido através da
hidrélise de ATP que doa um fosfato convertendo a piridoxina em PLP ou

piridoxamina-5’-fosfato (PMP).
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O PLP é a coenzima que proporciona a essas enzimas essa versatilidade
catalitica. isso ocorre pela sua propriedade Unica em dissipar elétrons, estabilizam os
intermediarios da reacéo, e diminuindo assim a barreira de ativacao durante a catélise
(PAIARDINI et al., 2014)

As reacOes catalisadas pelas enzimas dependentes de PLP incluem
transaminagdes, descarboxilagdes, racemizagdes, substituicdes 3 e Y, eliminacdes 3
e Y (ROMO; LIU, 2011).

Apesar da diversidade de reacdes, essas enzimas compartilham um mecanismo
basico comum. No estado inativo, conhecido como aldimina interna, o PLP forma uma
ligacdo covalente com um residuo de lisina da enzima por uma ligacdo denominada
Base de Schiff no sitio ativo. Com a ligagdo do substrato na enzima resulta no
deslocamento do grupo amina da lisina por uma amina externa. Essa reacgéo leva a
formacdo de uma ligacdo do substrato com o PLP. Essa parte da reacdo é
denominada aldimina externa. Ocorre entdo uma clivagem em uma das trés ligacbes
com o Ca, que pode resultar na remocédo de protons e ocorrer as reacdes de
transaminagéao, B eliminacdo e raceminagdo. Na maioria dos casos o PLP funciona
como dissipador de elétrons que estabiliza o anion do carbono. Esse estado é
denominado intermediario quinondide que se forma apoés a clivagem da ligagdo com
o Ca. A estabilizacdo sé ocorre pela deslocalizagdo da carga negativa através do
sistema conjugacéo-m compreendido na Base de Schiff e o anel do pirimidinico do
cofator (GRISWOLD; TONEY, 2011).

A grande questdo em torno dessas enzimas é como elas regem a sua
especificidade. Assim em 1966, Dunathan prop6s uma teoria unificada da reacéo de
enzimas dependentes de PLP (TION et al., 1966). Foi sugerido que se a energia de
deslocalizac&o for obtida apds a perda de um grupo de Ca, a enzima dependente de
PLP deve ligar os substratos em uma geometria especifica para que a ligacéo seja
guebrada em um plano perpendicular ao plano definido pelo sistema 1, para tornar o
vinculo passivel a ser quebrado (TION et al., 1966). Por exemplo, foi prevista ligar na
a-descarboxilase os substratos em uma orientacéo especifica, tendo o grupo -COO-
perpendicular ao plano da base de Schiff e ao anel do PLP. Essa orientag&o foi

proposta para facilitar o processo de descarboxilagdo (GRISWOLD; TONEY, 2011).
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Enzimas PLP dependentes evoluiram em sete diferentes tipos de enovelamentos.
Enovelamento tipo 1, também referido como ‘“superfamilia de aspartato
aminotransferases”, maior quantidade e diversidade de membros. Enovelamento tipo
Il ou ‘triptofano sintase’. Enovelamento tipo Il contém racemases e descarboxilases
de aminoacidos. Enovelamento tipo IV ou "familia da transaminase D-alanina", que
também inclui liases. Os enovelamentos dos tipos V, VI e VII contém uma
especificidade de reacdo, por exemplo, glicogénio fosforilase, D-lisina-5,6-
aminomutases e L-lisina-2,3-aminomutases, respectivamente  (STEFFEN-
MUNSBERG et al., 2015).

1.5.1 Transaminases

As transaminases foram as primeiras enzimas identificadas dependentes de PLP.
Essas enzimas adicionam um grupo amina ao substrato e estdo abundantemente
presentes na biossintese de desoxi agucares. Os agucares aminados sdo amplamente
encontrados na natureza, e sdo componentes de membrana celular, glicolipidios
flagelos, toxinas bacterianas e componentes de diversos metabdlitos secundarios
(LIANG et al., 2019).

Na transaminagéo, o cofator PLP serve como um dissipador de elétrons em toda
a reacdo. E necessario um residuo &acido no sitio ativo para estabilizar o anel
pirimidinico do cofator, que geralmente € um residuo de acido aspartico (ROMO; LIU,
2011). As aminotransferases também possuem um residuo de aminoacido aroméatico
nao carregado (Phe ou Tyr ou Trp, dependendo das diferentes aminotransferases)
gue realiza uma interacao do tipo edge-1mm com o anel do PLP que esta envolvido na
transferéncia de protons (LIANG et al., 2019). A transaminacdo ocorre em dois
estagios, denominados primeiro metade e segunda metade da reacdo. Antes da
reacdo, o PLP é ligado a uma lisina conservada por uma ligacédo covalente chamada
Base de Schiff. Este aduto é conhecido como aldima interna. Na primeira metade da
reacdo, a lisina é trocada pelo aminoacido doador do grupo amina, resultando na
aldimina externa. Nesse ponto da reacdo o PLP nao esta mais ligado covalentemente
a enzima, mas esta ancorado ao sitio ativo por uma rede de interagcfes de hidrogénio,
principalmente através do fosfato do PLP. Na segunda metade da reacdo, uma base
conservada abstrai um préton do Ca do complexo PLP-aminoacido para formar uma
espécie quinoide. O proton abstraido é adicionando de volta na face si do complexo

quinoide no C4 do cofator. Por fim, o complexo PLP-aminoacido é hidrolisado
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causando a extrusao do a-cetoécido, convertendo o PLP em PMP (ROMO; LIU, 2011).
As reacdes de aminacao necessitam da presenca de um aminoacido doador do grupo
amina, que geralmente podem ser L-glutamina, L-metionina entre outros (GUO et al.,
2014).
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FIGURA 13. Fases da reacdo de transaminacao.

Adaptado: Romo; Liu (2011).

1.5.2 Racemases

As racemases realizam a inversdo estereoquimica de grupos quimicos em
aminoacidos. Essa reacdo ocorre pela desprotonacdo do Ca para formar um
intermediario, que em seguida sofre reprotonagdo do Ca na face si do intermediario
para fazer a inversdo estereoquimica das moléculas em ambas as dire¢bes. As
racemases podem ser divididos em duas classes, racemases de aminoacidos
dependentes de PLP e racemases independentes de PLP (LIANG et al., 2019).
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1.5.3 Decarboxilases

As descarboxilases dependentes de PLP usam o cofator também como dissipador
de elétrons para deslocalizar os elétrons néo ligados a fim de posicionar o substrato
em uma orientacdo Unica que contribui para a descarboxilacdo e formacédo de um
intermediario quinonoide. A protonagédo em Ca leva a uma formacado de imina, que é
atacada pelo grupo amino da lisina para levar a uma formacéo de base de Schiff entre
o residuo de Lisina e o PLP (aldimina interna). Ao mesmo tempo, o produto amina é
liberado. Este € o mecanismo geralmente aceito para o processo de descarboxilacdo
(LIANG et al., 2019).

1.5.4 Reacgdes de substituicdes e eliminacdes Y e B.

Para descrever os mecanismos de substituicdo e eliminacdo segue alguns
exemplos de enzimas descritas. Substituicdo B: A enzima triptofano sintase catalisa
uma substituicdo em rede, primeiro desprotonando a serina no Ca, produzindo um
intermediario quinonoide. A protonacdo do grupo hidroxila da lisina conservada

promove sua eliminagéo, gerando a aldimina aminoacrilato (LIANG et al., 2019.

Substituicdo Y: A enzima cistationina sintase catalisa uma substituicdo através da
desprotonogdo do O-succinil homoserina no Ca para produzir o intermediario
guinondide que em seguida € protonado no C4 do cofator para gerar o intermediario
cetimina. Através de uma base desconhecida, ocorre abstracado de prétons em Cf3

resultando na eliminacéao do grupo succinil (LIANG et al., 2019).

1.5.5 Enzimas PLP dependentes na biossintese de deoxi-acucares

As enzimas PLP dependentes s&o catalisadoras de diversas reacdes na via
biossintética da gentamicina e sisomicina. No agrupamento génico da sisomicina
foram identificadas quatro enzimas dessa familia, que estdo envolvidas na
transaminacéo dos anéis | e Il (HONG et al., 2009). Enquanto no agrupamento génico
da gentamicina foram identificadas seis enzimas dependentes de PLP, sendo que trés
dessas enzimas GenB1l, GenS1l e GenS2 tém suas func¢des esclarecidas como
transaminases, enquanto as enzimas GenB2, GenB3 e GenB4 ainda nédo é bem
compreendido 0s seus papéis na via, mecanismos catalitico, e seus substratos
especificos (GUO et al., 2014). Gu et al. (2015) e Guo et al. (2014) verificaram a funcéo

dessas enzimas na via e através de delecdes génicas e por espectrometria de
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massas. Através desses estudos foi sugerido que a enzima GenB2 tem a funcéo de
epimerase, modificando a estereoquimica do grupo metil da posi¢cao C-5 convertendo
a gentamicina C2a em gentamicina C2. Entretanto a GenB2 também tem atividade de
transaminase e pode ser uma enzima bifuncional. Guo et al., (2015) verificou que as
enzimas GenB3 e GenB4 podem ser as responsaveis pela retirada de duas hidroxilas
nas posicdes C-3 e C-4 dos intermediarios JI-20A e JI20-B. Curiosamente essas
enzimas apresentam alta similaridade sequencial, mas ha evidéncias que o

mecanismo de acao e 0s substratos podem ser diferentes.
1.6 Justificativa do trabalho

Os aminoglicosideos consistem em uma importante classe de antibiéticos que
teve forte papel na luta contra patégenos. Desde a descoberta da estreptomicina, uma
diversidade de moléculas dessa classe foi isolada. Houve um periodo de ouro para 0s
antibioticos no qual muitas moléculas novas foram descobertas e diversas infeccées
foram sanadas. Porém com a plasticidade bacteriana em se adaptar ao ambiente,
muitos microrganismos adquiriram mecanismos de resisténcia aos antibidticos
utilizados. Hoje, sabemos que existem patégenos multiresistentes e alguns relatos
gue ja existem microrganismos resistentes a todos os antibiéticos. Infelizmente, os
aminoglicosideos apresenta alta toxicidade aos humanos, causando efeitos
nefrotdxicos e ototdxicos. Vivemos hoje em era pos-antibidticos, que foram muito
explorados por determinado tempo, mas hoje sabemos da disseminacéo
indiscriminada dos mecanismos de resisténcia e efeitos colaterais. Assim 0 uso
dessas moléculas foi reduzido drasticamente, sendo limitado a algumas infeccdes. A
industria passou a se dedicar a compostos sintéticos e semi-sintéticos devido a
facilidade da producdo e reducdo de riscos. Contudo, com a descoberta de
microrganismos multiresistentes gerou grande necessidade para satde mundial que
se introduzam novos farmacos para driblar os mecanismos bacterianos de resisténcia.
Assim, os produtos naturais sdo dotados de uma extraordinaria diversidade estrutural
e atividade bioldgica incomparavel. Desta maneira hoje, novamente os produtos
naturais ganharam atencéo, inclusive os aminoglicosideos. Com o avanc¢o na ciéncia,
hoje temos vasto conhecimento sobre como ocorre a biossintese dessas moléculas,

as enzimas que as produzem e muitos detalhes minucioso. Isso nos permite usar de
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novas técnicas, principalmente por engenharia genética, a modificar o0s

aminoglicosideos e produzir moléculas derivadas de forma natural.

A gentamicina e sisomicina sdo aminoglicosideos que sdo altamente metilados e
em seus agrupamentos génicos foram identificadas muitas enzimas envolvidas na
decoracdo de seus anéis que lhes proporcionam caracteristicas Unicas. Essas
moléculas se tornam assim, alvos muito interessantes em biossintese combinatorial.
Essa técnica explora a promiscuidade das enzimas e as empregam em diferentes
substratos para produzir novos produtos a fim de se expandir a diversidade estrutural
dos produtos naturais com potencial valor farmacéutico (FIGURA 14). Para que essa
técnica seja viavel é necessério profundo conhecimento sobre as enzimas que serao

usadas como ferramentas.
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FIGURA 14. Esquema ilustrando o uso da biossintese combinatorial. Enzimas decoradas séo
inseridas ao agrupamento génico de uma bactéria hospedeira, gerando uma diversidade
guimica no antibiético.

Adaptado: (THAKER; WRIGHT, 2015)

Os aminoglicosideos semi-sintéticos amicacina e plazamicina sdo exemplos de
que através da combinagdo de caracteristicas de moléculas € possivel produzir
derivados muito eficazes. A amicacina e plazomicina sdo usadas em infecgbes
causadas por bactérias multiresistentes e novos estudos indicam que essas moléculas

tém acdo em outras doencas.
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O estudo estrutural de enzimas relacionadas com a biossintese de antibioticos,
além de serem cruciais para producdo de novas moléculas, também sao
extremamente importantes do ponto de vista bioquimico, pois fornecem com riqueza
de detalhes informa¢des sobre enovelamento, mecanismo catalitico e a natureza

dessas proteinas.
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2 OBJETIVOS
O objetivo global deste trabalho foi revelar informacdes estruturais a respeito

de varias enzimas relacionadas com a biossintese de gentamicina e sisomicina. Essas
informagbes estruturais permitem um avango no conhecimento das rotas
biossintéticas desses dois aminoglicosideos e podem contribuir para a aplicagdo
dessas enzimas em processos biotecnoldgicos para producdo de derivados de
aminoglicosideos com novas propriedades farmacolégicas..

A razdo pelo qual essas enzimas foram escolhidas é o fato delas
provavelmente terem reacdes Unicas entre 0s aminoglicosideos e por néao
apresentarem homologia sequencial com outras enzimas, 0 que pode levar a
determinacao de estruturas completamente novas. Devido a dificuldade da técnica de
cristalografia, nesse trabalho foi proposto o estudo estrutural de enzimas semelhantes
em ambas as vias da sisomicina e gentamicina, para se obter maiores chances de
sucesso em cristalizar ao menos uma delas.

Portanto, o objetivo especifico deste trabalho € a caracterizacao estrutural das
seguintes enzimas relacionadas com a biossintese de gentamicina e sisomicina:

GenN e/ou Sis30: hipotéticas metiltransferases responséaveis pela adicao do
grupo metil na posicao C3’ do acucar garosamina na biossintese de gentamicina e
sisomicina respectivamente.

GenBL1 e/ou Sis5 que séo hipotéticas aminotransferases e estéao relacionadas
na biossintese da por¢ao purpurosamina na biossintese de gentamicina e sisomicina
respectivamente.

GenB3 e GenB4 sdo possiveis dehidroxilases dependentes de piridoxal 5'-
fosfato, na remocé&o de duas hidroxilas ndo ativados de um dos anéis de acucar.

GenB2 é a possivel catalisadora da epimerizacdo da gentamicina C2a em
gentamicina C2.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Expressao e purificacdo das enzimas GenN, Sis5, GenB2, GenB3 e GenBA4.

Os plasmideos com as regides codificantes para os genes genN, sis5, genB2,
genB3 e genB4 foram gentilmente cedidos pelo laboratério do Professor Peter Leadlay
da Universidade de Cambridge-Reino Unido. Todas as construgdes realizadas por
nossos colaboradores foram em vetor de expressao pET28a com resisténcia a
canamicina, no qual a proteina € expressa com cauda 6xHis no N-terminal. O mutante
genB2 K227A foi gerado através de mutacdo de sitio dirigido usando o kit
QuickChange (Stratagene) pela pesquisadora Dr Fanglu Huang, que também realizou
os ensaios funcionais dos mutantes e nos cedeu o plasmideo para realizarmos o
estudo estrutural.

As enzimas foram expressas e purificadas de acordo com os trabalhos e
protocolos dos nossos colaboradores. Células de Escherichia coli BL21 (DE3)
(Novagen) foram transformadas com os plasmideos de expressdo contendo 0s
insertos e plaqueadas em agar LB (Luria Bertani), contendo 30 ug/mL de canamicina.
Foram selecionadas colbnias isoladas dos transformantes e inoculadas em 100 mL
de meio LB contendo também 30 ug/mL de canamicina e deixados em agitacdo em
shaker (Thermo Scientific) por aproximadamente 20 horas. A partir desse inéculo
crescido, foi retirado aliquota de 10 mL da cultura para adicdo em 1 litro de meio de
cultura LB também suplementado com 30 ug/mL de canamicina. Para cada proteina
foram utilizados 4 litros de meio de cultura distribuidos em um litro em cada
Erlenmeyers com capacidade para 2 litros. Essas culturas foram crescidas a 37°C em
agitacdo de 200 RPM (rotagc&o por minuto) até alcancarem a densidade o6tica de 0,6,
medida em espectrofotdmetro (WPA Biowave) com comprimento de onda de 600 nm.
Nesse ponto, foi adicionado a cada litro da cultura 0,2 mM IPTG (isopropil B-D-1-
tiogalactopiranosida) e a temperatura de incubacdao foi reduzida para 18°C e mantidas

em agitacdo constante (200RPM) por 20 horas.
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Para determinagdo da estrutura por faseamento experimental utilizou-se o meio de
minimo M9 para a incorporacdo do aminodacido selenometionina. Este meio é
composto por fosfato de sodio dibasico; fosfato de potassio monobasico; cloreto de
amonio; Cloreto de sodio, suplementado com glicose, sulfato de magnésio, tiamina,
sulfato de ferro, canamicina, L-lisina, L-fenilalanina, L-treonina, L-isoleucina, L-
leucina, L-valina e L-selenometionina. A cultura foi acondicionada a 37°C até atingir a
densidade otica de 0,6. Quando a cultura alcangou o crescimento exponencial foi
adicionado 0,1 mM de IPTG (isopropil B-D-1-tiogalactopiranosida) por litro e esta foi
mantida por 20 horas a 18°C em agita¢ao de 200 RPM.

Ao final da inducéo, as células foram isoladas por centrifugagcédo a 7000g, 4 °C
por 30 min e ressuspendidas em tampao de lise. Para as proteinas GenN e Sis5 foi
utilizado tampéo Tris 50 mM pH 7,8 e 200 mM NaCl; para as proteinas GenB2 e
GenB3 foi utilizado tamp&o Hepes 50 mM pH 8 e NaCl 150 mM e para a proteina
GenB4 foi utilizado tamp&o Hepes 50 mM pH 7 e NaCl 150 mM. Os tampdes foram
escolhidos conforme os protocolos de nossos colaboradores e alguns modificados de
acordo com pl (ponto isoelétrico) de cada proteina. Para a lise, foram acrescidos a
células ressuspendidas no tampao de lise: lisozima (1 mg/mL), DNase | (1 mg/mL) e
fluoreto de fenillmetanesulfonil (10 mM). As células foram rompidas utilizando um
sonicador Branson (5 min com amplitude de 50% por ciclo) e o lisado foi clarificado
por centrifugacédo (15 000g, 4°C, 1 hora). O sobrenadante foi passado por uma coluna
de 5 mL IMAC (GE Healthcare) carregado com niquel e previamente equilibrada com
tampao A de carregamento (0 mesmo utilizado na lise celular). A coluna foi lavada
com o equivalente 50 mL de tampao de A contendo 25 mM de imidazol para
eliminacdo dos contaminantes que eventualmente tenham se ligado por interagdes
inespecificas e entdo as proteinas foram eluidas em um gradiente linear de imidazol
até a concentracdo de 500 mM em um Akta Purifier (GE Healthcare).

As amostras referentes a proteina foram concentradas em filtros Amicon®
Ultra-4 com membrana Ultracel-10, em centrifuga com rotacdo de 1860g até
alcancarem 2 mL de volume. Esse volume foi injetado em um loop para iniciar o
segundo passo da purificacéo.

Na cromatografia por exclusdo molecular foi utilizado o mesmo tampéo A de
carregamento da afinidade. Nesse método foi utilizada uma coluna de gel filtracdo

Superdex 16/60 200 (General Heathcare). No programa Unicorn foi elaborado um


http://www.emdmillipore.com/US/en/product/Amicon%C2%AE-Ultra-4-Centrifugal-Filter-Units,MM_NF-C7719
http://www.emdmillipore.com/US/en/product/Amicon%C2%AE-Ultra-4-Centrifugal-Filter-Units,MM_NF-C7719

54

método que consistiu em um equilibrio da coluna com 120 mL de tampd@o, injecdo da
amostra e eluicdo em 120mL de tampé&o. Para a purificacdo do extrato proveniente de
meio de cultura suplemetado com selenometionina, em ambos 0s passos de
purificagdo, os tampdes utilizados foram acrescidos com 5mM de agente redutor
TCEP (Tris 2-carboxietil fosfeno) , para manutengcdo das selenometioninas reduzida.
As amostras foram concentradas em filtros Amicon® Ultra-4, em centrifuga com
rotacdo de 1860g até alcancarem a concentracdo 20 mg/mL, em seguida foram

armazenadas a -80°C.
3.2 Eletroforese desnaturante em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

A andlise da pureza das amostras de proteinas foi realizada em géis de
poliacrilamida com SDS, no sistema BioRad. As proteinas foram aquecidas a 100 °C
por 5 min em tamp&o de amostra de SDS, 50 % de glicerol e 0,01 % de azul de
bromofenol em 0,31 mmol.L-1 de Tris-HCI pH 6,8) e separadas em gel contendo 10 a
15% de bis-acrilamida e 0,1% de SDS, em 0,375 mmol.L-1 de Tris-HCI pH 8,8. O gel
de empilhamento foi constituido de 3 % de poliacrilamida, 0,3 % de bis-acrilamida e
0,1 % de SDS em 0,125 mmol.L-1 de Tris-HCI pH 6,8. Os géis de separacdo e
empilhamento foram polimerizados na presenca de 0,1% de persulfato de amonio e
(1:2000) de TEMED (N'-Tetrametiletilenodiamina).

A corrida foi realizada em tampéo constituido de 0,192 mmol.L-1 de glicina,
0,1 % de SDS e 0,025 mmol.L-1 de Tris-base pH 8,5 em uma voltagem constante
de 100 V. Para visualizar as bandas de proteinas, o gel foi incubado por 15 min com

corante coomassie blue G e descorados com agua.


http://www.emdmillipore.com/US/en/product/Amicon%C2%AE-Ultra-4-Centrifugal-Filter-Units,MM_NF-C7719
http://www.emdmillipore.com/US/en/product/Amicon%C2%AE-Ultra-4-Centrifugal-Filter-Units,MM_NF-C7719
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3.3 Ensaios Cristalogréficos

A cristalografia de macromoléculas foi a técnica utilizada nesse trabalho para
determinar as estruturas das proteinas propostas. Essa técnica € uma das estratégias
experimentais mais comum para obtencédo de um modelo molecular detalhado de uma
molécula. A cristalografia de macromoléculas permite a resolucdo de atomos
individuais através da interpretacdo da difracéo de raios X a partir de muitas moléculas
idénticas em uma matriz ordenada como um cristal (RHODES, 2006). Os cristais sao
formados a partir de substancias moleculares, incluindo proteinas, que sob
determinadas circunstancias se solidificam em uma matriz cristalina. Ao entrar no
estado cristalino a partir de uma solucdo, as moléculas individuais da substancia
adotam uma ou algumas orienta¢des idénticas resultando em um cristal. Este dltimo
€ uma matriz tridimensional ordenada de moléculas mantidas juntas por interacdes
nao covalentes. Para se obter um cristal de proteina é necessario diminuir a
solubilidade da molécula de forma gradual e ordenada para que ocorra a nucleacao
dos cristais seguida por seu crescimento (RHODES, 2006; DOUBLIE, 2007; DRENTH,
2007).

Triagens iniciais de cristalizacdo das enzimas GenN e Sis5 foram realizados
na plataforma de cristalizacdo automatizada presente nas dependéncias do
Laboratério Nacional de Biociéncias (LNBio-CNPEM). Foram testadas
aproximadamente 500 condi¢des de precipitantes comerciais (Hampton e Quiagen).
Esses testes sao realizados em placas MRC2 de 96 poc¢os (Swissci), no sistema de
gota sentada.

Por outro lado, os testes de cristalizacdo das enzimas GenB3 e GenB4
incubados previamente com 5 mM de PLP foram realizados na plataforma de
cristalizagdo automatizada do rob6 Oryx4 (Douglas Instruments) nas dependéncias
do Laboratério de Biologia Estrutural Aplicada (USP-Sdo Paulo). Foram testadas
aproximadamente 500 condi¢cBes dos kits comerciais da Jena Bioscience e Hampton.
Esses testes foram realizados em placas MRC2 de 96 pocos (Swissci), no sistema de
gota sentada.

A condicao de cristalizagao para enzima GenB2 foi determinada pelo grupo do
pesquisador Yuhui Sun do laboratoério de biossintese combinatorial e descobrimento
de drogas, Escola de ciéncias farmacéuticas na China. O grupo chinés também é

nosso colaborador nesse projeto e ja havia iniciado o trabalho com a enzima GenB2
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e assim nos cedeu a condi¢do de cristalizacdo para obtengcédo de complexos. Através
da condicdo obtida, em colaboracdo com a aluna de mestrado Natalia Cerrone
realizamos a cristalizacdo da enzima GenB2 com o intermediario de biossintese
gentamicina X2 e do mutante GenB2 K227A. Com a obtencgao de cristais, esses foram
otimizados variando-se parametros como pH, concentracdo de proteinas ou
precipitantes. A otimizacdo foi realizada manualmente pelo método de gota
pendurada em placas VDX de 24 pocos (Hampton Research). As placas foram
armazenadas a 18°C.

Para a determinagdo da fase através de SAD (dispersdo an6mala Unica)
utilizando metais pesados usou-se a técnica de quick-soaking com os cristais, que
consistiu na incubacédo dos cristais por aproximadamente 15 segundos com 0,2uL de
brometo de sédio a 1M, 0,2uL de iodeto de sodio a 1M, 0,2uL brometo de potassio a
1M, 0,2uL de iodeto de potassio a 1M, 0,2uL de cloreto de mercurio a 0,5M, 0,2uL de

cloreto de ouro a 0,5M e 0,2uL de cloreto de platina a 0,5M.

3.3 Coleta e processamento de dados de difracdo de raios x

Na coleta de dados de difracdo de um cristal, sdo medidas as intensidades da
difracdo de ondas espalhadas a partir de uma série de planos que cortam através do
cristal em todas as direcdes. Pela intensidade é derivada as amplitudes das ondas
espalhadas, mas na metodologia experimental essa informacao é perdida. Esse
fendbmeno é conhecido como “problema das fases”. Assim, existem varias técnicas
para reconstruir essa informacao. Na maioria dos casos as fases sédo derivadas de
coordenadas atdmicas de uma proteina similar, método conhecido como substituicéo
molecular. Porém para proteinas com sequéncias pouco conservadas com estruturas
resolvidas, busca-se por atomos pesados que sdo incorporados a proteina ou
adicionados. Essa metodologia, inclui diversas técnicas, sendo que as mais utilizadas
sao dispersdo anémala multipla (MAD) e dispersao andmala unica (SAD) (TAYLOR,
2003).

Os cristais da proteina Sis5 foram coletados no SLS (Villigan, Suica). Até a
obtencdao de cristais da Si5 néo havia estrutura com identidade sequencial depositada
no Protein Data Bank (PDB) que fosse suficiente para realizar substituicdo molecular.

Desta maneira, foi utilizado o método Se-MAD, usando o sinal da selenometionina
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para resolver o problema das fases. Porém a proteina apresentava baixa
incorporacao, logo foi utilizado uma estratégia desenvolvida pelo grupo SLS da Suica
(WEINERT et al., 2015) no qual foram necessarios a coleta de 14.400 imagens para

altissima multiplicidade, o que permitiu a determinagdo dessa estrutura.

Assim o0s conjuntos de dados foram processados pelo programa XDS
(KABSCH, 2010) e integrados. Através do programa Phaser (MCCOQY et al., 2007) do
pacote PHENIX (ADAMS et al., 2010) foi possivel encontrar a fase experimental e
determinar a estrutura cristalografica da enzima Sis5. O refinamento da estrutura foi
efetuado pelo Phenix.refine (AFONINE et al., 2012). A modelagem atomica foi
realizada pelo programa COOT (EMSLEY; COWTAN, 2004) e a preparacao das
figuras pelo PyMol (SCHRODINGER). A qualidade estereoquimica das estruturas
foram checadas através do MOLPROBITY (CHEN et al., 2010).

Para os cristais da GenN foram coletadas 3600 imagens para diferentes cristais
por um tempo de 0,1 segundo por imagem utilizando um detector PILATUS (PETRAIII-
Alemanha). A estrutura da GenN foi determinada por SAD (Single anomalous
dispersion) usando a incorporacao de atomos de iodo. Para os cristais da GenN em
complexo com os ligantes foram coletadas aproximadamente 1800 imagens a cada
0,20 graus num total de 360 graus nas linhas SLS-Suica, PETRAIII-Alemanha e MX2-
Brasil.

Os cristais da proteina GenB2 difrataram na linha PETRAIIl na Alemanha, na
gual foram coletados 3600 a cada 0,2 graus em tempo de exposi¢cao de 1 segundo.
Foi utilizado o modelo da proteina Sis5 para substituicdo molecular, essas enzimas
apresentam em torno de 35% de identidade sequencial o que nos permitiu o calculo
da fase.

Os cristais da GenB4 e GenB3 foram coletados na linha MX2/ LNLS, na qual
foram coletas 1800 imagens a cada 0,2 graus com 1 segundo de exposicao.

Para proteina GenB4 nao foi possivel usar o modelo da Sis5 para substituicdo
molecular, pois essas apresentam similaridade sequencial abaixo de 30%. Assim,
utiizamos o programa Mr. Bump da plataforma online do pacote CCP4
(KEEGAN; WINN 2007). Esse servidor utiliza algoritmo que através dos fatores de
estrutura experimental e da sequéncia alvo, procura multimetros e dominios para

serem usados na substituicdo molecular em combinagdo com programa Arp/warp
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(LANGER et al., 2008) que constroi o modelo da proteina a partir dos resultados
gerados da substituicdo molecular.

A estrutura tridimensional da proteina GenB3 foi obtida através de substituicao

molecular utilizando o modelo da GenB4. Essas enzimas apresentam alta similaridade
sequencial, 0 que nos permitiu o célculo da fase.
Todos os dados coletados foram processados e integrados pelo programa XDS
(KABSCH, 2010). Para averiguacao de grupo espacial e obtencéo do arquivo MTZ foi
utilizado o programa AIMLESS (EVANS; MURSHUDOV, 2013) do pacote CCP4
(WINN et al., 2011). Para se obter as fases dos dados coletados por SAD e MAD
foram utilizados os programas AutoSol (EVANS; MURSHUDOV, 2013) e Phaser
(MCCOY et al., 2007) do pacote Phenix (ADAMS et al., 2010). As estruturas por
substituicdo molecular foram obtidas pelos programas Molrep (VAGIN; TEPLYAKOV,
1997) do pacote CCP4 (WINN et al., 2011)e Phaser (MR) (MCCOQY et al., 2007) do
pacote Phenix (ADAMS et al., 2010). Os refinamentos das estruturas obtidas foram
efetuados pelo Phenix.refine (AFONINE et al.,, 2012). A modelagem atdmica foi
realizada pelo programa COOT (EMSLEY; COWTAN, 2004)e a preparagdo das
figuras pelo PyMol (SCHRODINGER). A qualidade estereoquimica das estruturas
foram checadas através do programa MOLPROBITY (CHEN et al., 2010).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Expressao e purificacao

O grupo do Prof. Peter Leadley realizou a caracteriza¢éo bioquimica e funcional
das enzimas da biossintese de sisomicina e gentamicina (GUO et al.,, 2014)
envolvidas neste trabalho e, portanto, foi também determinado suas condi¢des de
expressao e purificagdo. Desta maneira, esses passos experimentais foram realizados

de acordo com os protocolos previamente estabelecidos.

Abaixo os cromatogramas referentes as purificacdes por exclusdo molecular
(Figura 14). Para a proteina GenN houve alguns picos, possivelmente de
contaminantes, antes da eluicdo da proteina com aproximadamente 80 mL de tampao.
GenN possui aproximadamente 36 kDa de massa, no gel de poliacrilamida
desnaturante é possivel observar a banda relativa a proteina proxima ao tamanho de

37 kDa do marcador de proteina.

Sis5 eluiu com aproximadamente 80 mL de tampdo na cromatografia por
exclusdo molecular. A proteina tem por volta de 47 kDa e é possivel verificar no gel

desnaturante uma banda relativa a proteina proxima ao marcador de 50 kDa.

GenB2 eluiu com aproximadamente 80 mL de tampdo enquanto o mutante
K227A eluiu com 70 mL de tampao. Ambas foram purificadas na coluna superdex 200
16/600 (GE Healthcare) apesar de possuirem a mesma massa, a diferenca do tempo
de retencdo da coluna esta relacionado ao fato da mudanca de volume morto da
coluna. Nos géis de poliacrilamida desnaturante é possivel observar que ambas
enzimas com aproximadamente 46 kDa se localizam no gel proximo a banda de 50
kDa do marcador.

GenB3 e GenB4 eluiram com aproximadamente 70 mL de tampao e possuem
uma massa de aproximadamente 50 kDa, como verificado no gel de poliacrilamida

desnaturante.
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FIGURA 15. Cromatogramas gerados pelo program Unicorn (GE Healthcare) das
cromatografias por exclusdo molecular das proteinas GenN, Sis5, GenB2, GenB2 K227A,
GenB3 e GenB4. E seus respectivos géis de poliacrilamida desnaturante. Marcador: Precision

Plus Protein Dual color 250 kDa (Bio-rad).
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4.2 Cristalizacao

Foi obtido cristais da proteina GenN através das triagens realizadas na plataforma
automatizada do Rob6-lab em Campinas em uma condi¢do do kit JCSG (Quiagen).
Para a cristalizacdo da GenN foi utilizada uma concentragdo de 10 mg/mL, que foi
incubada previamente com 5mM de SAM. Apds aproximadamente 2 dias houve o
crescimento de cristais em temperatura de 18°C. Os cristais foram otimizados
manualmente pelo método de gota pendurada. Os complexos com substrato e
analogos foram obtidos a partir de co-cristalizacdo com aproximadamente 10 mM de
cada ligante (Tabela 2 Figura 15).

Os cristais da Sis5 foram obtidos em uma condig&o do kit JCSG (Quiagen) em
testes iniciais realizados na plataforma automatizada do Robo6-lab em Campinas. A
proteina a 10 mg/mL foi previamente incubada com 5 mM de PLP e ap6s 24 horas da
realizacdo das gotas houve o crescimento de cristais na temperatura de 18°C. Apoés
otimizacdo manual, a condicdo abaixo foi a mais adequada para o crescimento de

cristais grandes, Unicos e bem definidos (Tabela 2 Figura 15).

As enzimas GenB2 e GenB2 K227A cristalizaram através da otimizacdo da
condicéo cedida pelo grupo do Prof. Yuhui Sun (Universidade de Wuham, China) em
uma concentracdo de 8 mg/mL a 18°C, apds 2 dias. Com os cristais da GenB2 foi
realizado soaking com gentamicina X2 a 100 mM e congelados para difragéo (Tabela
2 Figura 15).

A proteina GenB3 em uma concentracdo de 10 mg/mL incubada com 5 mM do
cofator PLP cristalizou em uma condicdo (kit Index-Hampton Research) dos kits
iniciais do Laboratorio de Biologia Estrutural Aplicada, apdés 1 semana, em
temperatura de 18°C. Otimizacdo manual através do método de gota pendurada foi

necessaria e os cristais foram reproduzidos na condicéo abaixo (Tabela 2 Figura 15).

A proteina GenB4 a 10 mg/mL foi incubada com 5 mM do cofator PLP e cristalizou
apos 3 dias a 18°C numa condicao do kit Index (Hampton Research). Os cristais foram
otimizados manualmente pelo método de gota pendurada e para obtencdo do
complexo foi necessario a incubacédo da proteina com 15 mM de sisomicina, que é
muito semelhante a gentamicina Cla. Guo et al. (2014) ainda relata que a sisomicina

pode ser um possivel produto da GenB4 (Tabela 2 Figura 15).



TABELA 2. CondicBes de cristalizacdo das enzimas ap6s otimizacao.

GenN 10mg/mL

Condicéo |
0,1 M Cloreto de Magnésio
0,1 M Tris pH 8,5
20% PEG 400
20% PEG 8000

Condicéo Il

0,1 M Cloreto de Magnésio
0,1 M Tris pH 8,5

25% PEG 400

20% PEG 3350

Condigao I

0,2 M Cloreto de calcio
0,1 M Hepes pH 7,0
20% PEG 6000

Sis5 10mg/mL

Condicéo |

0,16 M Acetato de célcio

0,08 M Cacodilato de sddio pH 6,5
14.40% PEG 8000

20% Glicerol

GenB2 8 mg/mL

0,1M PIPES pH 6.0
1M NaCl
29% PEG 4000

30% Acido 6-Aminohexanoico

GenB3 10 mg/mL

0,1M Malonato de sodio pH 4
12% PEG 3350

GenB4 10 mg/mL

0,15 M Acido DL malico pH 7
20% PEG 3350
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FIGURA 16. Cristais obtidos ap6s otimizagdo manual pelo método de gota pendurada.

a) GenN em complexo com SAM; b) Sis5 em complexo com PLP; ¢) GenB2; d) mutante da
GenB2 K227A; e) GenB3 em complexo com 5 mM de PLP f) GenB4 em complexo com
Sisomicina.

4.3 Coleta e analise dos dados de difragcdo em raios X

A estrutura da GenN foi determinada por SAD (Single anomalous dispersion)
usando a incorporacdo de atomos de iodo a partir da incubagdo de cristais nativos
com iodeto de sodio. Os complexos ternarios com canamicina B, G418, tobramicina,
DAA2 e Tris foram obtidos a partir da coleta de dados em diversos Sincrotrons
(Apéndice A).

Os cristais da Sis5 com incorporacao de selenometionina foram coletados na
Linha SLS-Suica, através do método descrito no item 3.5. Os cristais da Sis5:PMP
foram difratados a 2.01A na linha MX2 em Campinas. Os cristais da Sis5:PLP:G418
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foram difratados a 1.81A na linha MX2 em Campinas coletados 1800 imagens com 1
segundo de exposicdo a 0,2 graus por imagem utilizando o detector PILATUS
(Apéndice B).

Os cristais da proteina GenB2:PMP e GenB2:PMP:Gentamicina X2 difrataram
a 1,90A e 1,66A, respectivamente, na linha PETRAIIl (DESY), Alemanha, na qual
foram coletados 3600 a cada 0,2 graus em tempo de exposicdo de 1 segundo
(Apéndice C).

Os cristais da GenB4 e GenB3 foram coletados na linha MX2/ LNLS em
Campinas numa resolucdo de 1,70A, foram coletas 1800 imagens a cada 0,2 graus

com 1 segundo de exposicao (Apéndice C).

4.4 Andlise da estrutural das enzimas dependentes de PLP

Nesse topico foram descritas as analises realizadas a respeito das estruturas
cristalinas das enzimas dependentes de PLP e seus respectivos complexos das vias

de biossintese da gentamicina e sisomicina (Tabela 4).

TABELA 3. Relagao das estruturas cristalinas de enzimas PLP dependentes.

Estruturas Cristalinas Resolugéo " Método
Sis5 selenometionina 2.00 SAD
Sis5:PLP 1.60 SM
Sis5:PMP 2.01 SM
Sisb:PLP: G418 1.81 SM
GenB2: PMP 1.90 SM
GenB2 K227A 1.99 SM
‘GenB2: PMP: Gentamicina X2 1.66 SM
GenB3: PLP 1.70 SM
GenB4:PLP 1.70 SM
‘GenB4:PLP: Sisomicina 1.40 SM

*SAD: dispersdo anémala Unica, *SM: substituicdo molecular

4.4.1 Estrutura cristalina da transaminase Sis5

A enzima Sis5 € uma aminotransferase pertencente a familia a com
enovelamento tipo | dependente de piridoxal 5’-fosfato (Figura 3). Segundo Hong et
al., (2009) Sis5 é homdloga a enzima GenB1 da biossintese da gentamicina. Essas
enzimas realizam a transaminagao do intermediario 6’-DOG convertendo-o em JI20-

B e a transaminacgao do intermediario 6’-DOX em JI-20A (Figura 17).
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FIGURA 17. Intermediarios de biossintese da sisomicina
Em azul o grupo amina adicionado pela enzima Sis5 através da conversao da metionina em
acido 2-ceto-3-metiltiobutirico.

Adaptado: Hong et al. (2009).

Estruturalmente a enzima Sis5 apresenta enovelamento caracteristico da
grande familia a de aminotransferases. Assim, cada monémero do homodimero
contém aproximadamente 415 residuos e apresenta 3 dominios (Figura 18a). O sitio
ativo de cada protémero fica na face oposta ao outro sitio (Figura 18c). O dominio de
ligacdo do PLP € composto por 1 folha-B constituida por 7 fitas, 3 antiparalelas, 4
paralelas e 7 a-hélices. Os outros dominios sdo os que flanqueiam o dominio de
ligacdo do PLP (Iso45 a Arg275), O N-terminal (Gly8 a Trp44) é composto por 1 folha-
B antiparalela de 3 fitas e o dominio C-terminal (Met276 a Trp414) é composto por 1

folha beta-B com 2 fitas antiparalelas e 4 a-hélices (Figura 18a)

Sis5 apresenta a cavidade do sitio ativo carregada negativamente, indicando
uma possivel afinidade por substratos carregados positivamente, que € o caso dos

aminoglicosideos. (Figura 18b).
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Protdomero A

N-terminal ~ Dominio PLP  C-terminal Protémero B

FIGURA 18. Representacdes da estrutura cristalografica da enzima Sis5.
a) Dimero em cartoon da Sis5: o protdmero A dividido em verde mostrando os dominios N e
C terminais e em amarelo o dominio de ligacéo do cofator PLP.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Quando esse projeto foi iniciado em 2014, a enzima com identidade sequencial
mais préxima a Sis5 era uma isomerase de Sinococcus sp que tem aproximadamente
23% (R.M.S.D. 2.2A) de similaridade com a Sis5. Assim, A sis5 era um alvo
interessante pois ndo apresentava alta semelhangca com as enzimas depositadas no
PDB (Protein Data BanK) e também complementaria o trabalho com as outras
enzimas PLP dependentes da via da gentamicina, fornecendo um parametro geral
dessas a respeito dessas enzimas. Desta maneira, a Sis5 apo e em complexo com
G418 foi a primeira enzima do projeto inicial de doutorado a ser resolvidas. Porém
Dow et al (2018) e Ban et al., (2019) publicaram a estrutura da enzima GenB1, que é

estruturalmente similar a Sis5. Porém, como o enfoque do nosso trabalho é a
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comparacao das enzimas dependentes de PLP GenB1-GenB4, utilizaremos ambas

GenBl1 e Sis5 para as nossas analises.

4.4.1.1 Complexo binéario da Sis5 e Piridoxal 5-fosfato (PLP) e Piridoxamina 5-
fosfato (PMP)

Para este trabalho foram determinadas as estruturas da Sis5 em complexo
binario com o PLP e o PMP. O PLP encontra-se ancorado no sitio ativo por uma rede
de intera¢des de hidrogénio, que ocorre entre o fosfato do piridoxal e a Thr108, Gly107
e Thr259, além das interacfes intermediadas por duas aguas. O anel do piridoxal
interage covalentemente com a Lys232, formando a tipica base de Schiff que é
comumente encontrada em proteinas dependentes de PLP (ROMO; LIU, 2011)
(Figura 19). Além disso, observamos uma interagdo de hidrogénio com o Asp206 e a
Tyrl32. Na estrutura em complexo com o PMP podemos observar que este Ultimo
realiza as mesmas interacoes que o PLP, porém a interagcdo com a Lys232 deixa de

ser uma ligacao covalente e passa ser uma interacao de hidrogénio (Figura 19).

Thr259(B)

! 2.2
2.8 w
. Thrm&

FIGURA 19. Piridoxal 5’-fosfato ancorado ao sitio ativo da enzima Sis5.
Em rosa os residuos que interagem com o cofator em azul, através de interacdes de
hidrogénio, uma interagdo hidrofébica com a Tyrl32 e a Base de Schiff com a Lys232.

Fonte: Elaborado pelo Autor
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A fim de se obter detalhes do mecanismo de transferéncia do grupo amina do
PLP para o substrato, foi realizada a incubacdo da enzima Sis5 com o PMP na
presenca de metionina. Assim, foi obtida a enzima com a forma PMP do cofator que
caracteriza o0 meio da reacao para transferir para o grupo amina para o substrato, onde
ndo ha ligacdo covalente com a lisina conservada (Figura 7a). O cofator aminado
promove o deslocamento da Lys232 em 1,9 A, em relac&do & enzima com PLP e essa
alteracédo esta relacionada com a fase em que se encontra a catalise. Entretanto,
realizando uma sobreposi¢do da estrutura contendo PLP e a estrutura com PMP é
possivel verificar que a mudanca do cofator ndo ocasiona uma mudanca

conformacional nas estruturas terciarias (R.M.S.D=0.14)(Figura 20).

FIGURA 20. Sobreposicdo da enzima Sis5 com PLP (azul) e Sis5 com PMP (azul claro) no
sitio ativo.

Em rosa o residuo de lisina ligado covalentemente ao PLP. Em azul claro o residuo de lisina
fazendo apenas interacdo de hidrogénio com o PMP também em azul claro.

Fonte: Elaborado pelo autor

De acordo com GUO et al., (2014), a transaminacdo é dependente de um
doador de grupo amino. Foram testados aminoacidos proteinogénicos e a L-metionina
demonstrou ter maior capacidade de doac¢ao, pois houve maior conversao em JI-20A
e JI-20B. Assim, foi realizado diversas tentativas de se obter o complexo com
metionina para elucidarmos o mecanismo de doacdo da amina para o PMP, porém
em nenhuma das estruturas foi possivel identificar densidade eletrdnica para o

aminoacido doador.
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4.4.1.2 Sis5 em complexo com G418

O G418 apesar de ser um precursor de biossintese da gentamicina, que é
semelhante a sisomicina, possui uma hidroxila na posicdo C-5 do anel Il, para que
ocorrra a aminacao pela Sis5 é necessario que nessa posi¢cao tenha um grupo cetona,
portanto néo foi possivel a obteng&o do produto da catélise. De acordo com Guo et al
(2014), a transaminacdo do substrato pela GenBl (ortdlogo da sis5 na via da
gentamicina), s6 € possivel ocorrer através de uma catdlise prévia de uma
deidrogenase, que na via da sisomicina ocorre pela enzima Sis6. A ligacdo do G418
no sitio ativo ocorre por pontes de hidrogénio entre o oxigénio e nitrogénio do anel |
(2-DOS) com os oxigénios da cadeia lateral do Asp395. Thrl6 e o Asp345 fazem
interacdes de hidrogénio com oxigénios do anel Il e a Tyrl32 realiza uma interacéo
stacking-m com este mesmo anel. Além disso, séo observadas algumas interacdes de
hidrogénio que séo intermediadas por moléculas de agua, através do grupo metil do
C-4 e grupo amino do C-3 do anel lll. O anel | interage com uma agua através da
amina do C-1 e o Asp345, enquanto o anel Il interage através de moléculas de agua

pela a amina do C-2 (Figura 21).

OH

/: Thr16
/

FIGURA 21. Intermediario de biossintese da gentamicina G418 ancorando ao sitio ativo da
enzima Sisb.
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Mapa Fo-F¢ atribuido ao G418 (azul) e os residuos do sitio ativo de que realizam pontes de
hidrogénio com o ligante (branco).

Fonte: Elaborado pelo autor.

No complexo GenB1:PLP:JI-20A obtido por Ban et al. (2019) foi verificado que o
Asp345 e Asp395 sdo essenciais para manutengdo da carga negativa do sitio ativo,
para manter a afinidade por substratos de carga positiva. Esses residuos estédo
presentes no sitio ativo da Sis5 e também interagem com G418. O autor relata que
ocorre a presenca de um ion magnésio interagindo com os residuos Asp345 e Asp395.
Entretanto, na estrutura da Sis5 ndo ha uma densidade clara que corresponda a esse
ion. Além disso, os residuos Trp391 Trp415, que sdo conservados na Sisb5, estdo
realizando interacdes hidrofébicas com o anel Ill do substrato para posiciona-lo no
sitio ativo. A Tyrl32 faz uma interac¢éo do tipo stacking-1m com o anel | com JI20-A na
GenB1, enquanto na estrutura da Sis5 com G418 esse mesmo residuo faz uma
interacdo hidrofébica do tipo stacking-1m com o anel Il. Apesar de ambas as estruturas
possuirem alguns residuos conservados, o0 modo de ligacao dos ligantes no sitio ativo
dessas enzimas sdo diferentes. Isso pode estar relacionado ao G418 ndo ser o
substrato natural, e, portanto, apresenta uma hidroxila na posi¢cao da catalise. Dessa
maneira, 0 G418 nao esté ligado covalentemente ao PLP e esta apenas ancorado ao
sitio ativo por meio de interacdes de hidrogénio e interacdes hidrofébicas. Por outro
lado, na estrutura da GenB1, JI-20A esta ligado covalentemente ao PLP. Dow et al.
(2019) obtiveram a estrutura da GenB1 com neamina, que é um intermediério de
biossintese que possui apenas os anéis | e Il. Verificaram, portanto, que
espacialmente os ligantes ocupam o mesmo lugar e interagem com 0S mMesmos
residuos, exceto pelo fato que a presenca do anel 11l do JI-20A ocasiona a inversao
em ~ 180° do anel | perdendo a interacdo favoravel com o Asp395. Se o anel Il da JI-
20A estivesse na mesma conformacao que a do neamina ocorre um choque estérico
entre o anel Ill do JI-20A e os residuos do sitio ativo. Portanto, a presenca do anel Ill
em JI-20A afeta o modo de ligacdo do anel I. De qualquer forma, o estabelecimento
de uma ligacéo covalente do substrato com a Sis5 ou GenB1 pode ocasionar mudanca
no modo de ligagdo dos seus ligantes devido a menor distancia de ligacdo com o
residuo de Lys232. Assim, o posicionamento do anel Il do G418 e do JI20-A no sitio
ativo apresenta um deslocamento de até 3A. Além disso, o anel | do complexo G418
e do JI20-A também apresenta um deslocamento de quase 2A. Por outro lado, o anel

Il dos ligantes, local onde ocorre a aminacao nao apresentam mudancgas bruscas nos
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modos de ligagdo, com excecao do grupo metil em C6 presente no G418 que ndo esta

presente nos outros ligantes (Figura 22).

b) c)
Sis5-PLP-G418
Sis5-PLP-G418
GenB1-PLP-JI-20A

GenB1-PLP-Neamina GenB1-PLP-JI-20A

FIGURA 22. Modo de interacao dos ligantes nos sitios ativos da GenB1 e Sis5.

a) Residuos hidrofébicos responsaveis pelo posicionamento do G418 no sitio ativo da Sisb.
b) Sobreposicao do G418, JI20A e Neamina posicionados nos sitios ativos das enzimas Sis5
e GenB1, respetivamente. c) Sobreposicao do G418 e JI20A e as distancias calculadas em
Angstrons da mudanca espacial dessas moléculas no sitio ativo.

Por outro lado, a sobreposicao das estruturas da GenB1:PLP:JI-20-A, Sis5:PLP:G418
e GenBl:PLP:neamina indica que ndo ocorre mudanca conformacional bruscas na
conformacdo da proteina. O RMSD da sobreposicdo da Sis5:PLP:G418 e
GenB1:PLP:JI20-A é de 0,330A, enquanto Sis5:PLP:G418 em relacdo a
GenB1:PLP:neamina foi de 0,190A.
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4.4.2 Andlise da estrutura tridimensional da proteina GenB2

De acordo com Guo et al. (2014) a enzima GenB2 realiza a epimerizacdo do
intermediario de biossintese C2a em C2 e esses autores também observaram por
delecdo do gene genB2 em Micromonospora echinospora e através de espectrometria
de massas um decréscimo na producdo de gentamicinas Cla e C2b, através do
acumulo de metabdlitos inibitérios. Além disso, houve blogueio na producédo de C2 e
C1, dois dos trés componentes do complexo de gentamicina C que séo produzidos no
Ramo "direito" da via (Figura 10). O nivel de C2a em contraste aumentou 7 vezes,
implicando claramente que este estereoisdmero pode ser o primeiro produto formado
pela deidroxilacdo de JI-20B e validando a GenB2 como a responsavel pela

epimerizacao da gentamicina C2 (Figura 23).
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FIGURA 23. Componentes do complexo gentamicina.
Em azul a mudanca estereoquimica do grupo metil realizada pela GenB2.

GenB2 cristalizou no grupo espacial C222: com uma molécula na unidade
assimétrica. O mondémero € dividido em 3 dominios, sendo o dominio do N-terminal
(Thrl0 a Gly44) composto por uma folha-f formada por trés fitas antiparalelas; o
dominio do C-terminal (Val276 a Leu414) composto por cinco a-hélices e uma folha-
B com duas fitas antiparalelas; e o dominio de ligacdo do cofator PLP/PMP que é
composto por seis a-hélices e uma folha-f central formada por quatro fitas paralelas
e trés antiparalelas. O enovelamento é caracteristico de transaminases do tipo | e
assim como outras proteinas dessa classe também funcionam como homodimeros ou

oligbmeros, com dois sitios ativos por dimero. Os sitios ativos estédo na interface do
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dimero, e cada monémero contribui com residuos essenciais para ambos 0s sites
ativos. Em geral, os dois sitios ativos sdo independentes e apesar da GenB2 ter
cristalizado como um monémero na unidade assimétrica, o dimero pode ser obtido

por operacao de simetria cristalina (Figura 24).

N-terminal Dominio PLP C-terminal

FIGURA 24. a) Mondmero em cartoon da proteina GenB2: em roxo o dominio do N-terminal;
em azul o dominio do C-terminal; em bege o dominio de ligacdo do PLP/PMP. B) Superficie

eletrostatica da GenB2 mostrando a cavidade do sitio ativo carregada negativamente.
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Mesmo realizando tentativas de se cristalizar a GenB2 em complexo com PLP,
s6 foi obtido o complexo com a PMP. Essa coenzima esta interagindo no sitio ativo da
GenB2 por meio de ligacbes de hidrogénio com a Lys22, Aspl199, Tyrl24, Gly9,
Thr100 e Gly126 (Figura 7). De acordo com Eliot e Kirsh (2004), enzimas que realizam
epimerizacdo utilizam de um residuo de tirosina para realizar a desprotonacdo do
substrato, formando o intermediario quinoide. E esse é posteriormente reprotonado
pela lisina conservada na face oposta no cofator para realizar a mudanca do grupo
alvo do substrato. Geralmente epimerases apresentam um residuo de arginina que
mantém o anel pirimidinico do PLP desprotonado, diminuindo a propriedade de
retirada de elétrons (Eliot; Kirsh, 2004). Porém, em transaminases que necessitam de
deslocamento de elétrons, o residuo na posi¢cdo da arginina possui carga negativa,
para ativacdo do cofator (Figura 27). Na GenB2 o residuo nessa posi¢cdo € um acido
aspartico (Asp199), indicando que essa enzima possa ser bifuncional e apresente as

funcdes de epimerase e transaminase (Figura 11), como descrito por Guo et al., 2014.

Thr100

FIGURA 25. Sitio ativo da GenB2:
Em azul o cofator piridoxamina 5’-fosfato e em rosa os residuos de interacdo da enzima
GenB2. Circulado em vermelho o acido aspartico na posicéo da arginina em racemases.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Guo et al. (2014) testou in vitro a capacidade de transaminacdo das quatros
enzimas dependentes de PLP: GenB1, GenB2, GenB3 e GenB4, através da anélise
de acumulo de intermediarios de biossintese nos dois ramos da via. Os resultados
obtidos corroboraram que a GenB1 é a transaminase que converte 6DOX/6DOG em
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JL20a/JL20b. Por outro lado, foi verificado que GenB3 e GenB4 foram capazes de
transaminar JL20A em 6-DOX em propor¢des muito baixas. Porém, a enzima GenB2
foi capaz de transaminar os intermedarios em 6-DOG/6-DOX em maiores propor¢cdes
e em ambos os ramos da via, indicando assim, uma possivel dupla funcionalidade

dentro da rota biossintética da gentamicina (Figura 26).
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FIGURA 26. Analise in vitro da atividade das aminotransferases.

(A) Aminacao de 6-DOG gerado in situ a partir do G418 pela reagdo de GenQ combinada com
as enzimas GenB1, GenB2, GenB3 e GenB4 (B) Aminacdo de 6-DOX gerado in situ a partir
da gentamicina X2 pela reagéo de GenQ combinada com as enzimas GenB1, GenB2, GenB3
e GenB4.

Adaptado: Guo et al. (2014).



76

Esses dados corroboram com os dados estruturais obtidos, pois enzimas que
realizam epimerizacdo séo relatadas na literatura, por apresentarem diferencas
significativas com transaminases, 0 que nao ocorre na GenB2. Pouco se tem
conhecimento sobre enzimas dependentes de PLP que realizam epimerizacdo ou
raceminacdo. Os dados encontrados basicamente sdo de enzimas que tem por
substrato aminoacidos para formacédo de estereocisémeros. De acordo com Eliot e
Kirsh et al. (2004), racemases ou epimerases possuem um enovelamento do tipo Il e
possui um residuo de carga positiva para inativacdo do PLP, mecanismo oposto a

uma transaminase (Figura 27).

Lys39-NH3* Lys39-NHg* Lys39-NH,
Tyr265-07" "\ Tyr265-OH Tyr265-OH
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FIGURA 27. Mecanismo de racemiza(;éo catalisado pelo cofator PLP e a estrutura do sitio
ativo de alanina racemase com ligagéo PPL-I-Ala (base de Schiff reduzida).

Em vermelho o residuo de arginina que inativa o PLP.

Adaptado: Toney (2011)

4.4.3 GenB2 em complexo com Gentamicina X2

A gentamicina X2 € um intermedario de biossintese, que é o produto da
metilacdo da enzima GenD1. Diferente da gentamicina C2a, que é o substrato da
GenB2, a gentamicina X2 apresenta no anel garosamina uma hidroxila na posicéo C-
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3 enquanto C2a possui um grupo metil e um grupo amina nessa posi¢do, além da

auséncia de duas hidroxilas (Figura 28).
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FIGURA 28: Estrutura quimica dos intermediarios de biossintese da gentamicina.

a) Gentamicina C2a substrato da enzima GenB2. b) Gentamicina X2 substrato da enzima
GenQ circulado em vermelho as duas hidroxilas ausentes no substrato da GenB2.

Adaptado: Hong et al. (2009).

Obtivemos o complexo ternario da enzima GenB2 com a gentamicina X2 e o
cofator PMP e assim pudemos ter informacdes sobre os residuos que interagem com
0 substrato e a possivel promiscuidade dessa enzima. A gentamicina X2 esta
ancorada ao sitio ativo através de interacdes de hidrogénio do anel Il com os residuos
Aspl139, Tyr342 Lys202, Lys227 e com os residuos GIn390 e Asp392 intermediado
por uma agua. Além disso, Cys389 forma uma interacdo hidrofébica do tipo edge-1r
do anel | com a Tyrl24. A Lys227 é um residuo conservado em enzimas dependentes
de PLP e que estd envolvido na formacdo da Base de Schiff com o cofator.
Interessantemente, na estrutura da GenB2, este residuo encontra-se em dupla
conformacéao e acreditamos que isso pode ser um indicio que no cristal poderia haver
uma mistura de moléculas com PLP e PMP, que causa esse deslocamento
dependendo do estado do cofator. A Tyr342 possivelmente é o residuo responsavel
pela desprotonacéo do substrato para que ocorra a catalise. Por outro lado, a Tyr124
faz interacdo hidrofébica com o cofator e com o substrato, consistindo um residuo de

grande importancia no posicionamento para catalise. (Figura 29).
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FIGURA 29. Sitio ativo da enzima GenB2.
Em branco os residuos que interagem o anéis | e |l da gentamicina X2. Mapa Fo-F atribuido
a Gentamicina X2 (rosa). Na seta vermelha a dupla conformacéo da lisina 227.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Realizando uma sobreposicéo da Sis5 que é uma transaminase e a GenB2, é
possivel observar que na posicéo da Tyr342 na GenB2 ocorre uma treonina na mesma
posicdo, corroborando com a literatura que relata uma Tirosina essencial para que
ocorra a epimerizacdo. GenB2 e Sis5 compartilham 0,98A de desvio médio dos
atomos e residuos conservados na interacdo com o PLP, porém possivelmente essa
troca de residuos Tyr/Thr € a caracteristica que confere a GenB2 a capacidade de

catalisar a mudanca estereoquimica do grupo metil (Figura 30).
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Anel Il
gentamicina X2

Tyr342 (GenB2)

PLP
Thr342 (Sis5)

FIGURA 30. Sitio ativo das enzimas Sis5 e GenB2:PMP:Gentamicina X2.
Em azul o residuo de tirosina na GenB2 e em rosa o residuo de treonina. Em Branco o PLP
e a gentamicina X2.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Com a intencdo de se observar o papel que a Lis227 exerce na conformacao
da GenB2, foi realizada a mutagénese sitio dirigida deste residuo substituindo-o por
uma alanina. Estruturalmente, essa substituicAo ndo causou nenhuma mudanca
conformacional drastica com um RMSD de 0,18A entre a enzima selvagem e o
mutante. Entretanto, houve um deslocamento do grupo amina e um deslocamento do
fosfato do PMP, em posi¢cédo contraria ao PMP da enzima selvagem. No trabalho de
Watanabe et al. (1999), a mutacdo dessa lisina em uma racemase, ocasionou na
inativacdo da enzima, uma vez que em racemizacdo, a lisina é essencial para a
reprotonagao do substrato. Entretanto a atividade do mutante da GenB2 K227A néo

foi realizada.
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FIGURA 31. Comparacao da enzima GenB2 selvagem e GenB2 K227A

a) Sobreposicdo da enzima GenB2 selvagem em azul e GenB2 K227A em roxo com R.M.S.D.
0.189A. b) PMP ancorado ao sitio ativo das enzimas selvagem e mutante e residuos de
interacdo do sitio ativo em branco.

Fonte: Elaborado pelo autor.
4.4.3 Anélise da estrutura tridimensional da proteina GenB4

GenB4 cristalizou no grupo espacial ortorrombico P212:2: com um homodimero
na unidade assimétrica. Sua estrutura apresenta um enovelamento similar das
aspartato-aminotransferases tipo I, na qual cada protémero é dividido em trés
dominios: Dominio N-terminal (His-0 a Ala50), gie € composto por uma a-hélice ligada
por um grande loop a uma folha-B formada por trés fitas antiparalelas; O dominio de
ligacdo ao PLP/PMP (Asp51 a Gly288) composto por sete a-hélices e uma folha-$
central com cinco fitas antiparalelas e trés paralelas; O dominio C-terminal (Val289 a
GIn443) é composto por cinco a-hélices e uma folha-B com duas fitas antiparalelas
(Figura 32). O sitio ativo esta localizado na face oposta ao outro, com alguns residuos

de um protémero interagindo no sitio ativo do outro protdmero.
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Protémero A Protémero B

- s
N-terminal  Dominio PLP C-Terminal

FIGURA 32. Representacdes da estrutura cristalografica da GenB4

a) Dimero da GenB4, protdbmero A: Em azul o dominio de ligagéo do PLP, em amarelo dominio
N-terminal e em rosa o dominio C-terminal. b) Superficie eletrostatica da GenB4, em vermelho
os residuos com carga negativa e em azul, residuos carregados positivamente. Nas setas
mostrando a cavidade do sitio ativo na face oposta ao outro protémero. c) sitio ativo carregado
negativamente que favorece a interacdo com substrato carregado positivamente.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.4.3.1 GenB4 em complexo com a Sisomicina

Guo et al (2015), propds os passos finais da formacdo do complexo da
gentamicina. Foi descrito que apos a formacéao do intermediario JI-20A e JI-20B ocorre
a retirada de duas hidroxilas do anel Il, porém nédo é claro quais enzimas catalisam
essas modificacdes. Havia hipoteses de que as enzimas GenB3 e GenB4 poderiam
catalisar essas modificagbes. Assim, estudos recentes e nao publicados do grupo do
Professor Peter Leadlay indica que a GenB4 pode retirar a ligacdo de etileno da
sisomicina (que também pode ser um intermediario da biossintese de gentamicina),
convertendo-a em gentamicina Cla (Figura 33). Interessantemente, na biossintese de

sisomicina ndo existe uma enzima ortéloga a GenB4 (Hong et al., 2009).
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FIGURA 33. Possivel catalise da enzima Genb4.
Em azul o produto da enzima sem a liga¢&o do etileno.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Desta maneira, foi determinada a estrutura da GenB4 em complexo com a
sisomicina. A sisomicina esta ligada ao sitio ativo da enzima através da ligacdo
covalente com o PLP. Assim, o anel Il esta ligado pela posicdo C-6 no grupo amina
ao anel piriminidico do PLP. Além disso, nesse mesmo anel ocorre uma interacdo de
hidrogénio com o oxigénio da cadeia lateral do Asp52. O anel | s realiza uma
interacdo de hidrogénio com o oxigénio da cadeia principal da Ala407. O anel Il realiza
uma interacao de hidrogénio com oxigénio da cadeia lateral do Asp326 e com a cadeia
lateral do Glul85. Como na estrutura da Sis5 e GenB1, residuos aromaticos sao
encontrados no sitio ativo posicionando o substrato na GenB4. Tyrl35 faz uma
interacdo hidrofébica do tipo stacking-mm com anel | da sisomicina, enquanto a Tyr214

posiciona também o anel | e a Phe408 posiciona o anel lll. (Figura 34).



83

Asp326

Phe408

FIGURA 34. Estrutura da GenB4 em complexo com a sisomicina.

a) residuos de carga negativa interagindo por pontes de hidrogénio e residuos hidrofébicos
posicionando o antibiético no sitio ativo da enzima. b) Ligacdo da sisomicina com o PLP
formando o intermediario quinonoide. Mapa Fo-F¢ atribuido a Sisomicina (azul).

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.4.4 Andlise da estrutura tridimensional da proteina GenB3

No agrupamento génico para a gentamicina foi identificado um gene de codifica
uma fosfotransferase, genP com funcdo ndo determinada. Ni et al. (2015), verificou
gue a enzima GenP pode estar relacionada na formac¢éo do complexo da gentamicina.
Através de delecbes do gene genP, houve acumulo dos intermediarios de biossintese
JI20A e JI20B e a nao formacgao do complexo (C1, Cla, C2, C2a). Guo et al (2015)
prop6s que apos a formacédo do intermediario JI-20A e JI-20B ocorria a retirada de
duas hidroxilas do anel Il, porém ndo era claro quais enzimas catalisam essa
modificacdo. Deste modo, o grupo do prof Peter Leadlay realizou delecdo do gene
genB3 em Micromonospora echinospora e analisou por espectrometria de massas dos
produtos secretados no meio. Através de analise cuidadosa deste experimento foi
possivel validar a funcdo da enzima GenB3 (Dados n&o publicados e em preparacao
para publicac@o). Assim, esta enzima € responsavel pela retirada das hidroxilas dos
intermediérios de biossintese JI-20A e JI-20B. Interessantemente, o intermediério
isolado apresenta a fosforilacdo no C-3 do anel Ill. Essa fosforilacéo deve ser atribuida
a GenP, e a GenB3, dessa maneira, deve atuar para a retirada das hidroxilas sobre

um substrato fosforilado. Embora tenhamos efetuado tentativas da obtencdo do
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complexo da GenB3 com o intermediario fosforilado, ndo obtivemos sucesso (Figura
35).
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FIGURA 35. Estrutura quimica do intermediario de biossintese JI-20A fosforilado que é o

possivel substrato da enzima GenB3.
Fonte: Elaborado pelo autor

GenB3 cristalizou no grupo espacial P21 com duas moléculas na unidade
assimétrica. Cada protdmero é dividido em 3 dominios, sendo o dominio do N-terminal
(Asn0 a Gly57) composto por duas alfa-hélices e uma folha- formada por trés fitas
antiparalelas; o dominio do C-terminal (Tyr291 a GIn444) composto por cinco a-hélices
e uma folha-3 com duas fitas antiparalelas; e o dominio de ligacao do cofator PLP/PMP
(His58 a Val290) que é composto por oito a-hélices e uma folha- central formada por
guatro fitas paralelas e trés antiparalelas. O enovelamento é caracteristico de
transaminases do tipo | e sdo cataliticamente ativas como homodimeros com dois
sitios ativos por dimero. Cada sitio ativo fica na face oposta ao outro, porém residuos
de um protébmero fazem parte do sitio ativo do outro protémero. A cavidade do sitio
ativo € carregada negativamente, assim como das demais proteinas dependentes de

PLP descritas neste trabalho (Figura 36).
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Protébmero A Protémero B

N-terminal Dominlo PLP C-terminal

FIGURA 36. Demonstra¢des do Dimero da GenB3.

a) Protdmero A: em azul dominio N-terminal, em rosa dominio de ligacdo do PLP e em verde
0 dominio C-terminal. b) Rotacdo do dimero, demonstrando o local do sitio ativo de um
protdbmero em relagéo ao sitio ativo do outro protdmero. ¢) Superficie eletroestatica do dimero,
residuos carregados negativamente em vermelho e residuos com carga positiva em azul. d)
Cavidade do sitio ativo carregada negativamente.

Fonte elaborado pelo autor.

Através da analise do alinhamento das sequéncias primarias (90% de
identidade) e terciaria (R.M.S.D 0.36) de GenB3 e GenB4 observamos a alta
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similaridade entre as proteinas. Do ponto de vista bioguimico é intrigante como
enzimas tado similares, onde a troca de alguns residuos modificam a funcédo e
especificidade da enzima. Deste modo, utilizamos a estrutura da GenB4 em complexo
com a sisomicina como modelo para posicionar o substrato fosforilado no sitio ativo
da GenB3.
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FIGURA 37. Alinhamento das proteinas GenB3 e GenB4.

Em azul, residuos néo correspondentes a ambas as sequéncias. Em vermelhos residuos que

estao presentes na GenB3 e GenB4.

Fonte: Multialin

Desta maneira, o substrato fosforilado posicionado no sitio ativo da GenB3 faz
as mesmas interacdes de hidrogénio e hidrofébicas que ocorre na GenB4, como
esperado. Porém na GenB3 devido a presenca do fosfato ocorre uma interacdo com
a GIn265 que pode estar envolvida na catélise. Entretanto, analises de mutagdes sitio
dirigidas ainda s&o necessarias para determinacdo do mecanismo catalitico desta

enzima.
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GIn265

FIGURA 38. Modelo da posicdo do substrato JI-20A fosforilado no sitio ativo da enzima
GenB3, obtido a partir com complexo GenB4:sisomicina.

Fonte: elaborado pelo autor.

Através da sobreposicdo das enzimas. observamos que o residuo Asn295 na
estrutura da GenB3 que interage com o fosfato do substrato sofre uma mudanca
conformacional em relacdo ao mesmo residuo na GenB4 de aproximadamente 2A.
Também nessa mesma regiao observamos que o Asp52 na GenB4 é substituido por
uma serina na GenB3 (Figura 39). Deste modo a cadeia lateral do acido aspartico &
maior do que da serina, dificultando o posicionamento de um grupo fosfato. Estudos
adicionais sobre efeito desses residuos na funcdo dessas proteinas ainda sao
necessarios para completa sua completa validacgéo.
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GenB4; Asp52

b)

FIGURA 39. Sitio ativo das enzimas GenB3 e GenB4

a) Sobreposicdo das enzimas GenB3 e GenB4. a) Mudanca conformacional de 2A da GIn265
em relacdo ao substrato da GenB3 fosforilado. ¢) Troca de residuos na GenB3 uma serina e
na GenB4 um aspartico e a localizacado em relacéo ao substrato fosforilado.

Fonte: Elaborado pelo autor

445 Comparacgéo entre Sis5, GenB2, GenB3 e GenB4

As quatro enzimas dependentes de PLP apresentadas nesta tese, apesar de
pertencerem a mesma familia, realizam diferentes fungcbes na via da gentamicina.
Realizando um alinhamento dessas proteinas € possivel observar que algumas

sequéncias sao conservadas, como GYHG, DEV e a lisina. Esses residuos séo
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motivos conservados nessas enzimas e estéo relacionados a ligagcado do cofator no

sitio ativo (Figura 40).
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FIGURA 40. Alinhamento das proteinas Sis5, GenB2, GenB3 e GenB4. No retangulo verde

os residuos conservados que interagem com o cofator e estdo envolvidos na catalise.

Fonte: Multialin

Através da subreposicdo das estruturas, pode-se observar que as quatro

enzimas apresentam diferencas significativas, como apontado pelo desvio médio dos
atomos (R.M.S.D) (Figura 41)..

GenB3 e GenB4 R.MS.D 0.36

GenB3 e R.M.S.D 1.38

GenB3 e R.M.S.D 3.39

e R.M.S.D 0.98

FIGURA 41. Sobreposicéo estrutural das enzimas Sis5, GenB2, GenB3 e GenB4.

Fonte: Elaborada pelo autor

As diferencas estruturais corroboram com a funcao relatada, pois Sis5 e GenB2

gue apresentam baixo desvio médio dos atomos, podendo compartilhar das mesmas

funcdo, levando em conta a dupla funcionalidade da GenB2. Enquanto GenB3 e

GenB4 que possivelmente realizam funcdes similares de retirada de grupos, mudando
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apenas a especificidade do substrato, apresentam também baixo desvio dos atomos.
Contudo, GenB3 e Sis5 que realizam funcdes distintas apresentam altos desvio dos

atomos.

Analisando a superficie eletrostatica das quatro proteinas dependentes de PLP
€ possivel observar que o sitio ativo se encontra na superficie e a presenca de
residuos carregados negativamente € predominante. Uma caracteristica que
evidencia a interagdo com o substrato aminoglicosideo a predominancia de cargas
negativas. Internamente ha residuos positivos presentes que fazem a face
complementar ao sitio ativo acido, relacionados a catédlise. Na enzima GenB2, ha a
formacg&o de um ducto na entrada do sitio ativo devido a conformac&o do N-terminal.
Isso pode estar relacionado a ancoragem do substrato no sitio ativo, porém a regiao

gue esta causando essa forma € uma regiao de alta flexibilidade (Figura 19).

FIGURA 42. Superficie eletrostatica das enzimas

a) Sis5; b) GenB2; c) GenB3 e d) GenB4. Em vermelho os residuos com carga negativa, em
azul os residuos com carga positiva que interagem no sitio ativo e em branco, regibes
hidrofébicos.

Fonte: Elaborado pelo autor
4.5 Andlise da estrutura tridimensional da proteina GenN

A GenN é uma metiltransferase que esta envolvida na metilagéo da posicao 3”

do anel garosamina durante a biossintese de gentamicina. Esta enzima cristalizou no
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grupo espacial P212121 com uma molécula na unidade assimétrica. A GenN
apresenta uma identidade abaixo de 34% com outras estruturas depositadas no PDB
(Protein Data Bank), e com uma cobertura de 27%. Para a determinacéo da estrutura,
a fase foi calculada por SAD, através de quick-soacking com lodeto de Sédio, onde
foram identificadas 7 moléculas de iodeto. Para cristalizacdo da GenN foi adicionado
o cofator S-adenosilmentionina, porém no modelo obtido, o grupo metil do SAM néo é
observado no mapa de densidade eletronica, pois possivelmente este é hidrolisado
durante o processo de cristalizacdo e consequentemente obtivemos S-
adenosilhomocisteina (SAH).

A GenN é composta por dois dominios, um dominio do N-terminal e o outro de
ligagdo do SAM (C-terminal), o segundo apresenta um enovelamento caracteristico
de Rossman-folding, no qual é composto por uma folhas-p com 7 fitas intercalados
por 6 a-hélices e loops. Realizando uma busca no software Dali-Server (Holm;
Rosenstrom, 2010), foi possivel encontrar proteinas com enovelamento de até 22%
de identidade, porém entre as metiltransferases encontradas a GenN € a Unica que
possui 1 folhas-B composta por 8 fitas no dominio de ligacdo do SAM. A oitava fita se
posiciona paralelamente com a sétima fita. Assim, de acordo com a classificacédo de
metiltransferases, GenN ndo se enquadra em nenhuma das classes, portanto, essa
enzima possivelmente pertence a uma classe ainda ndo descrita (GANA et al., 2013),
et al., 2013) (Figura 43).

Dominio N-
terminal

FIGURA 43. Representacdo em cartoon da estrutura cristalogréfica da enzima GenN
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Em azul, 2 folhas-, a menor com duas fitas antiparalelas e a maior composta por 8 fitas sendo
4 paralelas e 4 antiparalelas, intercalada por 6 a-hélices em verde e loops em amarelo. Em
lilhs o dominio do N-terminal com quatro a-hélices.

Fonte: Elaborado pelo autor

De acordo com o servidor Dali (HOLM, 2019), uma hipotética metiltransferase do
microrganismo Methanococcus jamaschii apresenta 22% de semelhanca sequencial
com a GenN, com um Z score de 16.9 e rmsd de 2,9 A. Apesar da homologia, a
cobertura entre as estruturas é de apenas 27%. Ao realizar uma sobreposicédo de
ambas enzimas, é possivel identificar que o dominio do N-terminal da GenN esta
ausente na MJ0882 (Huang, et al., 2002) (Figura 44).

MJ0882

FIGURA 44. Sobreposicao da enzima MJO882 em amarelo e a GenN em azul, no circulo azul

o0 dominio N-terminal ausente na MJ0O882.
Fonte: Elaborado pelo autor

Outra enzima listada no servidor Dali é a HemK, que consiste em uma 5-
metiluridina metiltransferase de Thermus thermophylus, relacionada a metilacdo RF-
1 durante a sintese proteica. HemK e GenN apresentam o dominio N-terminal
composto por 4 a-hélice. Na HemK esse dominio interage diretamente com o fator de
liberagdo (RF-1) (GRAILLE et al., 2005). De acordo com o servidor Dali, outras
metiltransferases envolvidas na biossintese de produtos naturais, possuem o dominio

N-terminal, porém essas formam complexos com outras enzimas através desse
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dominio de interagdo. Ao analisar a superficie eletrostatica da GenN, fica evidente
uma regido proxima a cavidade do sitio ativo, altamente apolar, indicando uma
possivel regido de interacdo com outra proteina (Figura 45). De acordo com Huang et
al. (2015), a adigdo do grupo metil no agucar no grupo amino do carbono 3” da
garosamina, ocorre ap0s a catalise de uma deidrogenase, a GenD2 e uma
aminotransferase Gens2. Esse resultado levanta a hipotese que essas trés enzimas
poderiam formar um complexo, 0 que seria uma novidade na biossintese dessas
moléculas, ja que nao ha nada descrito na literatura. Entretanto, as enzimas AprD3 e
aprD4 na biossintese apramicina (KUDO; TOKUMITSU; EGUCHI, 2017)s6
apresentam atividade na presenca de ambas as enzimas, suportando a hipétese da

formacdo do complexo na biossintese de aminoglicosideos.

Desta forma, realizamos alguns testes de incubacdo com a GenN, GenD2 e
GenS2 e posteriormente submetidas a uma coluna de exclusdo molecular, além, de
um ensaio de cross-linking quimico, para analise de formacgdo de complexo em gel de
SDS-PAGE. Infelizmente, em ambos os casos, nao foi obtido um resultado conclusivo
para comprovar a interacdo dessas enzimas. Portanto, para confirmacdo dessa
hipotese, novos experimentos podem ser realizados, como a co-expressao dos genes
no mesmo sistema de expressédo, que pode ser alcancada através da clonagem dos
genes referentes as enzimas em pETduet.
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Superficie hidrofébica/indicando uma possivel interacao proteina-proteina.

FIGURA 45. Superficie eletrostatica da enzima GenN.
Na seta amarela a regido hidrofébica préxima ao sitio ativo, indicando uma possivel interacéo
proteina/proteina.

Fonte: Elaborado pelo autor

4.5.1 GenN e seu cofator SAM/SAH

GenN é uma enzima dependente do S-adenosilmetionina (SAM), que é um
cofator responsavel pela doagdo do grupo metil para o substrato. A S-
adenosilmetionina & um cofator caracteristico de metiltransferases de diversas classes
gue podem metilar proteinas, DNA, e RNA através de diferentes mecanismos (Gana,
et al., 2013). A GenN é classificada como uma metiltransferase de classe-I e realiza
sua catalise em um produto natural independentemente de outros fatores, como ferro-
enxofre ou cobalamina. Enzimas dessa classe apresentam motivos conservados no
sitio de ligacdo do SAM e residuos esséncias para a catélise (STOJKOVI; FUJIMORI,
2015). De acordo com Goto-Ito et al. (2008), o motivo Il contém um residuo acido e
um residuo hidrofébico, no caso da GenN o residuo acido é um acido Aspl79 que
realiza uma ponte de hidrogénio entre as hidroxilas 2’ e 3’ da ribose do SAM. E o
residuo hidrofobico consiste em uma Met180 que realiza uma interacdo de van der
Waals com a adenina do SAM. Véarios motivos de metiltransferases estdo envolvidos
em contatos conservado com o SAM, incluindo residuos consenso ricos em glicina,

gue € uma regido conservada para metiltransferases e os oxigénios da cadeia
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principal da Gly131 e Cys142 que fazem a interacdo de hidrogénio com o nitrogénio
do SAM ou SAH. Esse nitrogénio ainda faz interacbées com o grupo carboxil do
Aspl29, com a Leul37 e Aspl94 e com o oxigénio da cadeia principal da Met130 e
Glyl31 através de moléculas de agua. Os grupos hidroxila da porcdo da ribose
realizam interagbes com o nitrogénio da cadeia principal do Aspl107 e com duas
moléculas de agua. A porcdo de adenina de SAM / SAH s6 faz interacbes de
hidrogénio com o grupo carboxil do Aspl179, que é conhecido como o motivo Il de
metiltransferases, e o nitrogénio da cadeia principal da Met180. No entanto, tal como
descrito para a outra metiltransferase, a por¢cao da adenina esta localizado num bolsao
altamente hidrofébico que é formado pelas cadeias laterais de varios residuos néo
conservados, incluindo a Met130, Val153, Met180, Pro196, Phe204, Leu207, Ala210
e lle214 (Figura 46).

FIGURA 46. Interagbes do S-adenolsilhomocisteina (branco) com residuos do sitio ativo
(azul).

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.5.2 GenN em complexo com G418, Canamicina B, Tobramicina e o intermediario de
biossintese DAA2.

Através de co-cristalizacdo foram obtidos complexos da enzima GenN com

outros aminoglicosideos e intermediérios de biossintese (Tabela 4).
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TABELA 4. Relagao dos complexos obtidos com a enzima GenN.

Estruturas Resolvidas

Enzima Ligante Método Resolucdo Linha

GenN  Tris SAD*  2.19A PETRAIII
GenN G418 SM* 2.19A SLS
GenN KANB SM 2.21A MX2
GenN DAA  SM 2.11A MX2
GenN  Tobmet SM 2.10A MX2
GenN apo SM 2.16A MX2

*SAD: Difracdo andbmala de comprimento de onda Unico, *SM: Substituicdo molecular

Os ligantes utilizados sdo moléculas semelhantes ao substrato DAA2 (Figura
47), entretanto todos os ligantes testados apresentam diferentes decora¢cées nos
anéis, para se ter conhecimento de como essas modificacdes poderiam afetar o seu

modo de ligacdo com a enzima.

T wm

G418 Canamicina B Tobramicina

FIGURA 47. Aminoglicosideos e ou precursores de biossintese obtidos em complexo com a
GenN.

4.5.1.1 GenN em complexo com o G418

O G418 ou geneticina é um precursor da gentamicina, mais precisamente é o
produto da reacdo da metiltransferase GenK que metila a hidroxila 6’ do anel Il e
converte a gentamicina X2 em G418 (NI et al., 2016). Apesar de ser um precursor, 0
G418 também é utilizado como antibidtico para selecdo de células mamiferas
(BARADARAN-HERAVI et al., 2016). O G418 estruturalmente apresenta diferengas

em relacdo ao DAA2, o anel Il ja possui uma metilacdo no C-3 e no C-4.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Baradaran-Heravi%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27407112
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Assim, a ligacdo do G418 no sitio ativo da GenN ocorre por interacdes de
hidrogénio entre o anel Ill do ligante com os residuos de Serl195, Asn194 e Glulll.
Enquanto o anel Il realiza interacGes de hidrogénio com o Asp95 e Glu98. O anel |
realiza uma interagdo de hidrogénio com o Aspl107 e uma interagdo hidrofébica do
tipo stacking-mr com o Trp110 posicionando 0 G418 no sitio ativo.

S19 _ Anel III

FIGURA 48. Interacdes do G418 residuos e aguas do sitio ativo da GenN.
Em branco, os residuos realizando intera¢ges de hidrogénio e o mapa F.-Fcatribuido ao G418
(rosa).

Fonte: Elaborada pelo autor

4.5.1.2 GenN em complexo com atobramicina

Tobramicina é um aminoglicosideo de amplo espectro utilizado no tratamento de
infeccdes causadas por Pseudomonas aeruginosa. Estruturalmente é semelhante a
gentamicina, porém ndo apresenta nenhuma metilacdo nos anéis (Figura 47). No
trabalho de Huang et al. (2015), através de analises de LC-ESI-MS, ao incubar a
tobramicina com a metiltransferase GenN, foi possivel indicar um pico com a relacéo
massa/carga referente a tobramicina metilada. A tobramicina é semelhante ao
substrato da GenN pois apresenta o grupo amino na posi¢do C-3 do anel Ill onde
ocorre a metilagdo catalisada pela enzima. Portanto, foi obtida a estrutura
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tridimensional da enzima GenN em complexo com a tobramicina, e essa por sua vez,

apresentou a amina C-3” metilada.

Assim, a ligacdo da tobramicina no sitio ativo da GenN ocorre por interacdes
de hidrogénio entre o anel lll do ligante com os residuos de Leu208, Asn194 e Glul11.
Enquanto o anel Il realiza interacdes de hidrogénio com o Glu98, Val96 e Asp98. O
anel | realiza uma interagéo de hidrogénio com o Glu98 e uma interacdo hidrofébica

do tipo stacking-m com o Trp110 posicionando a tobramicina no sitio ativo (Figura 49).

FIGURA 49. Interacdes da tobramicina no sitio ativo da GenN.
Mapa Fo-Fcatribuido a Tobramicina metilada. E em Branco os residuos da proteina realizando
interagBes de hidrogénio com a tobramicina metilada.

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.5.1.3 4.5.2.3 GenN com DAA2

3”-N-demetil gentamicina A ou DAA2 € um precursor de biossintese da
gentamicina Cla, C2, C2a e C1. O DAA2 é produto da catélise das enzimas GenD2 e
GenS2, apresentando um grupo amino no C-3” do anel Ill, onde ocorre a doagéo do
grupo metil pelo SAM catalisado pela GenN (HUANG et al., 2015). No trabalho de Ni
et al. (2016), o gene genN foi abolido do cluster de Micromonospora echinospora, e
através de analises de HPLC observou-se o acumulo de gentamicina A2 o que aboliu
a producdo do complexo de gentamicinas. Esse experimento confirma, assim, a

funcdo e a importancia da enzima na biossintese da gentamicina.
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Para corroborar com a literatura, realizamos a co-cristalizacdo da GenN com o
DAA2 que foi isolado pelo nosso colaborador Prof. Dr.Yuhui Sun (Universidade de
Wuhan, China). Desta forma, foi obtida a estrutura em complexo com o substrato,
porém essa por sua vez, ndo metilou a amina do C-3”, possivelmente, houve a

degradacé&o do grupo metil do SAM no processo de cristalizacao.

Assim, a ligagdo do DAA2 no sitio ativo da GenN ocorre por interacdes de
hidrogénio entre o anel Ill do ligante com os residuos de Leu208, Asn194 e Glulll e
Ser195. Enquanto o anel Il realiza interacdes de hidrogénio com o Glu98, Val96,
GIn101 e Asp98. O anel | realiza uma interacao hidrofébica do tipo stacking-m com o

Trp110 posicionando o DAA2 no sitio ativo (Figura 50).

FIGURA 50. InteragBes do DAA2 no sitio ativo da GenN.
Mapa Fo-F¢ atribuido a DAA2. E em Branco sao representados os residuos da proteina realizando

interagcOes de hidrogénio com o DAA2.

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.5.1.4 GenN em complexo com a Canamicina B

Canamicina B consiste em um aminoglicosideo de amplo espectro derivado da
canamicina, porém esse antibiotico apresenta cinco aminag¢des nos anéis, diferente

da canamicina.

Estruturalmente a canamicina B é semelhante ao substrato DAA2, porém o

DAA2 nao possui um grupo amino no anel Il e a posicdo de uma hidroxila nos anéis
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[l e 1l estdo invertidas nas moléculas (Figura 47). Essas semelhancas favoreceram a
obtencdo do complexo da GenN com a canamicina B, através de co-critalizacao.
Portanto, foi obtido a estrutura da GenN em complexo com a canamicina B e essa por
sua vez apresentou uma metilagdo na posi¢cao 3” do anel lll, essa modificacdo nédo é

encontrada na biossintese natural.

Assim, a ligacdo da Canamicina B no sitio ativo da GenN ocorre por interagées
de hidrogénio entre o anel lll do ligante com os residuos de Leu208, Glul111l e Asn194.
Enquanto o anel Il realiza interacbes de hidrogénio com o Glu98, Val96, GIn101 e
Asp98. O anel | realiza uma interacédo de hidrogénio com a His301 intermediada por
uma agua e uma interacao hidrofébica do tipo stacking-m com o Trp110 posicionando

a canamicina B no sitio ativo (Figura 51).

FIUGURA 51. Interacdes da Canamicina B no sitio ativo da GenN
Mapa F.-F¢ atribuido a Canamicina B metilada. E em Branco os residuos da proteina

realizando intera¢des de hidrogénio com a Canamicina B metilada.
Fonte: Elaborado pelo autor.

4.5.2 Mecanismo de catalise da enzima GenN
Apesar de apresentar baixa similaridade com outras metiltransferases, o
mecanismo de catalise da GenN é similar a metiltransferases DNA citosina e

7

adenosina de classe |, porém o motivo IV (D/N)PPY) ndo é completamente
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conservado na GenN, na qual apresenta os residuos NSPT. O mecanismo de catalise
da GenN é baseado na transferéncia direta do grupo metil do SAM para o anel Ill. Os
residuos do sitio ativo envolvidos na transferéncia do grupo metil séo a Asn194 e o
oxigénio da cadeia principal da Ser195. Contudo, a Pro196 tem um papel chave para
realizar a torcdo da cadeia priméria da Ser195 para que haja a interagédo de hidrogénio
com o nitrogénio do anel Ill. A auséncia de um residuo basico perto do sitio ativo
demonstra que o nitrogénio do anel lll ndo deve ser ativado por desprotonacdo. Assim,
a proximidade de dois aceptores de hidrogénios da Aspl94 e a Serl95 pode estar
envolvidos na ativacdo do nitrogénio do anel Ill para um ataque nucleofilico do grupo
metil do SAM, que estad alinhado totalmente com nitrogénio ativado do anel Ill. A
posicao correta do SAM é favorecida pelo nitrogénio da cadeia lateral da Asp194 que
faz uma ponte de hidrogénio com o oxigénio da metionina do SAM. Isso proporciona
a formacao de um intermediario instavel metilamina no qual provavelmente perde um
préton para o solvente durante o lancamento do produto (SCHUBERT;
BLUMENTHAL; CHENG, 2003). Além disso, Aspl07 também tem um papel
fundamental e favorece a posicéao correta do grupo metil da SAM durante o ataque
nucleofilico do N do anel Il (Figura 52).

PRO 196

SER 195

ASN 194

ASP 107
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FIGURA 52. Mecanismo catalitico da enzima GenN

Em rosa o SAH, em branco os residuos cataliticos e em bege a tobramicina. A seta azul esta
demonstrando a torcdo que a Pro196 exerce sobre a Serl95 posicionando seu oxigénio da
cadeia principal para realizar uma interagdo de hidrogénio com a amina do C-3 do anel lll. A
asparagina possivelmente realiza a desprotonacdo do nitrogénio do grupo amino do C-3. Na
seta roxa, demonstrando o sentindo do ataque nucleofilico do grupo metil do SAM na amina,
posicionado pelo Asp107.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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5 CONSIDERA(;OES FINAIS
Os

aminoglicosideos possuem grande relevancia clinica e foram responsaveis pelo
controle de diversas infec¢des, inclusive foi o medicamento pioneiro contra a
tuberculose. Essas moléculas contribuiram para fase de ouro dos antibioticos, na qual
muitas moléculas foram descobertas e diversos patégenos foram combatidos.
Entretanto, os aminoglicosideos apresentam efeitos colaterais podendo causar danos
aos rins e sistema auditivo. Mas, principalmente, ao fendbmeno da resisténcia
bacteriano esta limitando o uso dos aminoglicosideos. Assim industria farmacéutica
passou a sintetizar moléculas com propriedades antimicrobianas, pelo baixo custo e
facilidade. Porém a resisténcia bacteriana aos antibioticos € crescente, o que nos leva
a um problema de sadde mundial, pois jA é relatado casos de microrganismos
resistentes a todos os antibidticos. Atualmente esse fato, conduziu novamente
interesse aos produtos naturais. Na natureza sao produzidas moléculas de amplo
espectro e de grande diversidade quimica, podendo ser alvos muito interessantes de
modificacbes para producdo de novas moléculas. Os aminoglicosideos ainda séo
antibiéticos de grande interesse e sédo passiveis de modificacbes, devido a suas
decoracdes nos anéis que lhes conferem um amplo espectro e caracteristicas Unicas.
Portanto esse trabalho contribuiu significativamente através de conhecimentos
preliminares para uso dessas enzimas decoradoras para modificacdo de
aminoglicosideos na producao de derivados.

O estudo estrutural conduzido com a metiltransferase GenN em complexo com
diferentes moléculas evidéncia o seu grande potencial no uso em biossintese
combinatorial, pois claramente, a enzima foi capaz de metilar outras moléculas que
nao sao seus substratos naturais, produzindo tobramicina e canamicina metilada. A
catalise da enzima apesar de conservada, apresentou algumas peculiaridades, como
residuos conservados na classe | de metiltransferases que divergem na GenN, além
da presenca de um segundo dominio caracteristico de metiltransferases que formam
complexos com outras enzimas, indicando a possibilidade de que haja interacbes com
outras proteinas da biossintese da gentamicina. Esse trabalho foi finalizado em 2017

e publicado na revista ACS Chemical Biology.
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A outra parte dessa tese foi um estudo com enzimas dependentes de PLP.
Essas enzimas sao capazes de catalisar uma variedade de reacdes e, portanto, atuam
em diversas vias metabdlicas, incluindo a conversdo de aminoacidos, aminas
biogénicas, compostos tetrapirrolicos e aminogucares. Este trabalho contribui com
informacdes sobre enzimas PLP dependentes envolvidas na biossintese de
gentamicina e sisomicina, como mecanismo catalitico e especificidade de substrato.
As informacdes obtidas demonstram que as enzimas GenB3 e GenB4 apresentam
caracteristicas Unicas e substratos que ainda ndo sao relatados na literatura. GenB3
retira hidroxilas de um substrato fosforilado. Enquanto a GenB4 tem a fungéo de
reduzir a ligacéo de etileno do intermediario de biossintese. Hong et al. (2009), relata
em seu trabalho que a ligac&o de etileno ocorre nos ultimos passos para a formacéao
da sisomicina, que é semelhante a gentamicina Cla. No agrupamento génico da
sisomicina ndo ocorre um gene ortélogo codificador para a enzima GenB4. Nossos
colaboradores verificaram por ensaios funcionais que esta enzima é responsavel pela
retirada da ligacdo de etileno e a estrutura da GenB4 em complexo com sisomicina
fortemente sugere o papel desta enzima nos passos finais da producdo do complexo
das gentaminas. A enzima GenB2 é relatada como uma epimerase, porém na
literatura enzimas com essa fun¢do eram encontradas apenas na sintese de epimeros
de aminoacidos. Entretanto a enzima GenB2 realiza a mudanca da esteroquimica do
grupo metil em um dos compostos do complexo da gentamicina. Essa enzima
compartilha de caracteristicas estruturais de transaminases corroborando com o
trabalho de Guo et al (2014), que verificou por ensaios funcionais que essa enzima
pode ter dupla funcionalidade, catalisando transferéncia de grupo amina e também
epimerizacdo de grupos quimicos. Em contrapartida, a enzima Sis5 é uma
transaminase que possui 0 mecanismo catalitico bem descrito na literatura, inclusive

através das estruturas recentes para a enzima GenB1.

O estudo estrutural das enzimas Sis5, GenB2, GenB3 e GenB4 forneceu um
panorama geral sobre enzimas dependentes de PLP da via da gentamicina, na qual
possuiam passos ainda ndo esclarecidos. Contudo, além das informacdes fornecidas
a respeito do mecanismo bioquimico dessas enzimas, o estudo também pode ser um
precursor para uso em modificacdo de aminoglicosideos para producdo de moléculas
menos toxicas e que driblem mecanismos de resisténcia bacterianos. Os trabalhos a

respeito dessas enzimas ainda nao foram publicados, mas trés artigos estdo em
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preparacdo a respeito das estruturas dessas enzimas em conjunto com dados

funcionais.
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GenN-SAH- GenN-SAH- GenN- GenN-SAH- GenN-SAH-6"metil
Tris DAA2 GenN-SAH SAH-G418 Tobramicina Canamicina B
PDB 5U4T 5UON 5TYQ 5U18 5U0T 5U11
Conjunto de Dados
Linha/Comprimento
de onda(A) PETRAII/2.38 MX2/1.45 MX2/1.45 SLS/0.97 MX2/1.45 MX2/1.45
48.00-2.10 48.50-2.10 48.0-2.15 47.40-2.20 43.60-2.10
Resoluco (A) (2.15-2.20)  (2.20-2.10) (2.25-2.15) (2.30-2.20) (2.20-2.10) 43:0-1.95(2.00-1.90)
Grupo espacial P2,2,2 P2,2,2, P2,2,2 P2,2,2, P2,2,2; P2,2,2;
65.10
66.60 66.80 58.00 67.40 66.70 66.90 68.90 50.80 69.90 51.00 70.00 86.00
Célula Unitaria 69.10 70.00 68.80 69.30 84.80
210579 197957 196611 32730 206399
Reflexdes totais (12812) (17138) (16927) (3092) (14287) 46166 (4406)
16377
Reflexdes Gnicas 17433 (1335) 16081 (1533) 16909 (1571) (1550) 17891 (1681) 23107 (2206)
Multiplicidade 12.1 (9.5) 12.3 (11.2) 11.6 (10.8)  2.0(2.0) 11.5 (8.5) 2.0(2.0)
99.20
Completeza (%) 92.00 (72.40) 99.25 (97.60)  99.50 (95.00) (95.60)  99.60 (96.60) 97.30 (94.60)
13.60
Média lisigma 2470 (3.90) 1050 (1.85)  17.00 (3.50) (2.45)  19.20 (3.80) 21.80 (6.90)
Fator B Wilson 24.80 24.15 18.30 29.10 23.90 16.40
0.038
R-merge 0.085 (0.47) 0.20 (1.45) 0.18 (1.10) (0.33) 0.11 (0.57) 0.024 (0.11)
Refinamento
R-work 0.15 (0.20) 0.17 (0.23) 0.20 (0.28) 0.17(0.22) 0.15 (0.18) 0.18 (0.20)
R-free 0.22 (0.26) 0.23 (0.29) 0.27 (0.40) 0.23(0.28) 0.22 (0.29) 0.22 (0.25)
Numero de atomos
n&o hidrogénio 2673 2538 2499 2665 2668 2660
macromoléculas 2465 2387 2401 2484 2434 2450
ligantes 28 32 1 34 34 35
agua 180 119 97 147 200 175
Residuos proteicos 316 307 307 319 311 309
RMS(ligacbes) 0.013 0.009 0.008 0.013 0.009 0.007
RMS(angulos) 1.41 1.08 1.21 1.45 1.27 0.97
Ramachandran
favoravel (%) 96 95.08 95 96.21 97 96.09
Ramachandran
permitido (%) 4 4.59 435 315 3 3.26
Ramachandran né&o
permitido (%) 0 033 0.65 063 0 065
Clashscore 4.50 1.20 5.92 4.03 3.73 3.28
Média B-factor 26.80 5.06 19.20 32.19 25.10 18.12
macromoléculas 26.30 24.82 19.00 32.03 24.40 17.82
ligantes 37.20 24.71 21.20 30.69 24.70 15.46
solvente 31.90 20.07 22.60 35.25 33.70 22.85
(*)Os valores em parénteses sdo referentes a camada de mais alta resolugio
R = Er lr_ {1 fErIr: onde lré a intensidade dareflexdo; h{’ & a intensidade média de todas as reflexdes

relacionados por simetria.
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Conjunto de Dados Sis5:PLP semet Sis5 PLP Sis5 PMP Sisb5 G418
Comprimento de onda SLS/0.97 SLS/0.97 MX2/1.45 MX2/1.45

46.15-2.00(2.07-  46.2-1.60 (1.63 - 46.05 -2.01(2.08 - 34.82 -1.81(1.87 -
Resolucio 2.00) 1.60) 2.01) 1.81)
Grupo espacial C2 c2 c2 1121

66.99 61.53 210.42 66.82 61.76 210.14 214.25 61.17 66.48 90 66.73 61.52 209.70
Célula unitaria 90.00 95.02 90.00 90 95 90 103.14 90 90 94.99 90
Reflexdes totais 28346 28434 315748 315758
Reflexdes Unicas 4416 4193 55202 (5192) 74328 (6821)
Multiplicidade 6.4 6.8 5.7 (3.3) 6.2(4.9)
Completeza (%) 98.2(96.4) 99.15 (97.94) 99 (93) 96.8(85.3)
Média I/sigma(l) 4.3 (2.5) 15.5 (9.5) 15.69 (2.22) 14.6(1.7)
Refinamento do modelo
Wilson B-factor 16.75 24.08 20.7
R-merge 0.18 0.07897 (0.5646) 0.090(0.92)
R-work 0.1691 (0.2362) 0.1686 (0.2869) 0.156
R-free 0.1932 (0.2534) 0.2029 (0.3096) 0.2013 (0.3016)

NUmero de atomos né&o
hidrogénios

Macromoléculas

Ligantes

Aguas

Residuos proteicos
RMS(ligacoes)
RMS(angulos)

Gréfico de Ramachandran
Regides Favoravies (%)
Regides permitidas (%)
Regifes nao permitidas (%)
Clashscore

Média B-factor

7007
6190
3

785
818
0.007
1.13

98
1.26
0.74

11.67
22.8

6944
6426
3

549
818
0.008
1.05

99
0.83
0.12
4.85

29.91

7120
6279
6

450
816
0.007
1.07

98
13
0.24
11
24.51

(*)Os valores em parénteses sdo referentes a camada de mais alta resolucdo

a

relacionados por simetria.

[
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GenB2

Gentamicina X2

GenB2 K227A

GenB4 PLP

GenB3 PLP

Comprimento de onda A
Resolugéo

Grupo espacial

Célula unitéaria
Reflexdes totais
Reflexdes Unicas

Multiplicidade

0.97

46.64 -1.66 (1.71

- 1.66)
c222

75.40 104.19
104.65 90 90 90
97401 (9535)
48785 (4780)

2.0 (2.0)

1.45
12.24 -1.99
(2.05 - 1.99)

c222

74.55 103.67
104.06 90 90 90
56387 (5538)
28202 (2772)

2.0 (2.0)

1.45

4598 -1.70(1.76 -1.70)
P2,:2,2,

7174.21 181 90 90 90
209969 (20513)

105014 (10268)

2.0 (2.0)

0.97
44.88 -1.7 (1.76 - 1.7)
P21

59.51 158.00 64.04

14698 (18326)

112648 (10068)

1.9 (1.8)

Completeza (%) 99.64 (99.15) 99.41 (9950) 99.78 (98.77) 94.90 (85.47)
Média do I/sigma 12.53 (2.25) 12.34 (1.99) 15.90 (1.85)

12.72 (1.72
Refinamento do modelo
Wilson B-factor 20.74 20.6 18.38 30.56
R-merge 0.02861 (0.33)  0.04982 (0.37) 0.03501 (0.40) 0.03104 (0.38)
NUumero de atomos néao 3199 3433 8192 7628
hidrogénios
macromoléculas 3183 3139 6958 6918
ligantes 16 16 32 30
Residuos proteicos 412 278 1202 680
RMS (ligagdes) 0.007 0.008 890 0.019
RMS (angulos) 1.21 0.83 0.006 1.83
Ramachandran regides 98.77 97.32 0.85 97.06
favoraveis (%)
Ramachandran regides 1.23 2.44 96.73 2.71
permitidas (%)
Ramachandran regides 0 0.24 3.05 1.42
ndo permitidas
Rotameros ndo 0.6 0.31 0.23 0.19
permitidos (%)
Clashscore 2.98 3.05 0.14 0.56
Média do B-factor 23.11 22.34 3.85 5.17
(*)Os valores em parénteses sdo referentes a camada de mais alta resolucio

R = |I-i:/Z 1, ondel &aintensidade dareflexdo; h{} é a intensidade média de todas as reflexfes

L by

relacionados por simetria.
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ABSTRACT: Gentamicins are heavily methylated, clinically
valuable pseudotrisaccharide antibiotics produced by Micro-
monospora echinospora. GenN has been characterized as an S-
adenosyl-L-methionine-dependent methyltransferase with low
sequence similarity to other enzymes. It is responsible for the
3”-N-methylation of 3”-dehydro-3"-amino-gentamicin A2, an
essential modification of ring III in the biosynthetic pathway to
the gentamicin C complex. Purified recombinant GenN also
efficiently catalyzes 3”-N-methylation of related aminoglyco-
sides kanamycin B and tobramycin, which both contain an
additional hydroxymethyl group at the C5” position in ring IIL
We have obtained eight cocrystal structures of GenN, at a

GenN catalytic mechanism
and involved residues
DAAz

o
A

resolution of 2.2 A or better, including the binary complex of GenN and S-adenosyl-L-homocysteine (SAH) and the ternary
complexes of GenN, SAH, and several aminoglycosides. The GenN structure reveals several features not observed in any other
N-methyltransferase that fit it for its role in gentamicin biosynthesis. These include a novel N-terminal domain that might be
involved in protein:protein interaction with upstream enzymes of the gentamicin X2 biosynthesis and two long loops that are
involved in aminoglycoside substrate recognition. In addition, the analysis of structures of GenN in complex with different
ligands, supported by the results of active site mutagenesis, has allowed us to propose a catalytic mechanism and has revealed the
structural basis for the surprising ability of native GenN to act on these alternative substrates.

M ethylation is an important reaction in the biosynthesis of
specialized metabolites in both microorganisms and
plants, where methylation on (principally) oxygen, nitrogen, or
carbon' contributes significantly to the chemical diversityz_S
and bioactivity’ of the products. Gentamicins are clinically
valuable aminoglycoside antibiotics constructed from three
modified sugar units, including the unusual aminocyclitol 2-
deoxystreptamine (2-D0OS).”® Gentamicins inhibit protein
synthesis by interfering with initiation, codon fidelity, and
translocation. They are isolated from the filamentous bacterium
Micromonospora echinospora as the gentamicin C complex, a
mixture of five components differing in their methylation
patterns (Figure 1A). Gentamicin C complex is effective against
life-threatening sepsis caused by Gram-negative bacterial
infections. Unfortunately, these vital drugs entail a serious
risk of kidney damage and hearing loss,” so there is great
interest in generating novel gentamicin components with a
potentially greater therapeutic window.

The later, diversity-generating steps in the biosynthetic
pathway to gentamicins have been intensively studied in recent
years, greatly aided by the sequencing of the gentamicin gene
cluster.'’ The pseudotrisaccharide intermediate 3”-dehydro-3"-

- 4 ACS Publications  © 2017 American Chemical Society 2779

amino-gentamicin A2 (DAA2) is first converted to gentamicin
A by transfer of a methyl group to the amino group at position
3” in ring II'"'"” (Figure 1A). The cobalamin-dependent
radical SAM C-methyltransferase GenD1 then methylates the
C4" in ring III of gentamicin A to produce gentamicin x2," the
branch point in gentamicin biosynthesis. Further methylation at
the Cé’ position in ring II of X2 catalyzed by GenK, a second
cobalamin-dependent radical SAM C—methylt:lremsfera:s.e,IS*lﬁ
yields the intermediate G418, which undergoes amination and
loss of ring II hydroxy groups to give gentamicins C2a and C2.
Analogous amination and didehydroxylation of gentamicin X2
yields gentamicin Cla (Figure 1A). The final two components
of the gentamicin C complex, C2b and C1, are formed by N-
methyl transfer to the amino group at the 6'-position in,
respectively, gentamicin Cla and gentamicin C2. The
catalyst(s) for these terminal steps have not been identified.
In contrast, GenN has been previously shown to catalyze
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Figure 1. (A) Methylation steps in gentamicin biosynthetic pathway. (B) GenN catalyzed 3"-N-methylation of kanamycin B and tobramycin.

methylation of the 3”-amino group in both kanamycin B
(KanB) and tobramycin (Tob; Figure 1B), indicating the
potential for this enzyme to generate novel aminoglycosides.”
GenN is an enzyme with low sequence similarity to other N-
methyltransferases, with the exception of Sis30 from the
biosynthetic pathway to sisomicin, an aminoglycoside closely

« e 17 . . . . . .
related to gentamicin. " There is increasing interest in using

2780

such class 1 S-adenosyl methione- (SAM) dependent

'® that act within biosynthetic pathways as

methyltransferases
tools for biocatalysis and biotransformation.'” Certain of these
methyltransferases have been shown to accept a relatively broad

19-21 .
while others have narrow substrate

range of substrates,
tolerance.® Structural insights are therefore indispensable to
future efforts to understand and engineer substrate preference.
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Figure 2. Overall structure of GenN. (A) General structure. (B) Order of the strands in the eight-stranded f-sheet of the SAM-binding domain
showing the position of the bound SAH. (C) Topology of GenN. The main secondary elements of the N-terminal domain and C-terminal domains
are represented in blue, yellow, and purple, respectively; two additional f-hairpins between the N-terminal domain and C-terminal domain are
represented in green. (D) Superposition of GenN structure (blue) and its best match homologue MJ0882 (brown). The conserved aspartate
residues interacting with SAM/SAH, Asp152 and Asp179 of GenN and Asp84 and Asp113 of MJ0882, are indicated.

We have determined the crystal structure at atomic
resolution of GenN, in ternary complex with the reaction
product S-adenosylhomocysteine (SAH) and each of several
aminoglycoside ligands, and we have used site-directed
mutagenesis to probe the roles of specific amino acid residues
in binding and catalysis. This has provided insight into both the
catalytic mechanism of GenN and the structural basis for its
ability to accept these alternative substrates and underlined its
promise as a tool for regiospecific methylation of further
aminoglycoside templates.

B RESULTS AND DISCUSSION

Overall Structure. The crystal structure of GenN was
solved in cocomplex with S-adenosylhomocysteine (SAH) and
several different substrates or products: the binary complex of
GenN—SAH and the ternary complexes of GenN—SAH—
DAA2, GenN—SAH-3"-N-methyltrobramycin (GenN—SAH—
Tobm), GenN—SAH—KanB, GenN—SAH-3"-N-methylkana-
mycin B (GenN—SAH-KanBm), GenN—SAH—gentamicin X2
(GenN—SAH-X2), GenN—SAH—-G418, and GenN—SAH—
Tris(hydroxymethyl)aminomethane (GenN—SAH—Tris).
GenN, in all these complexes, crystallized in the orthorhombic
space group P2,2,2, with a single monomer in the asymmetric
unit, and the crystals diffracted to a maximum resolution
between 1.9 A and 2.2 A (Supporting Information Table 1).
The protein exists in the crystal as a monomer, consistent with
its behavior in solution during gel filtration."" The crystal
structure of the GenN—SAH—Tris was initially solved by single
anomalous dispersion (SAD) after soaking with sodium iodide.
Thirteen iodine atom peaks were identified which were used to

2781

calculate phases and to produce the initial electronic density
map. The other seven structures were solved by molecular
replacement using the structure of the GenN—SAH-—Tris
complex as a search model.

The GenN structure (Figure 2A) is composed of two
domains, a predominantly a@-helical N-terminal domain
(residues Metl—78) connected to a larger C-terminal SAM-
binding domain (residues Pro79—321) containing the active
site. The latter domain shares the general canonical fold of class
I methyltransferases, closely related to the Rossmann
nucleotide-binding fold,"® and consisting of a conserved
Eighf'StmﬂdEd ﬂ'ShEEt (Tﬁ?’y Tﬁz; Tﬁlr Tﬁqﬁ Tﬁsr ‘Lﬁ’?; T.B6:
and 1/38, Figure 2B) sandwiched between six a-helices and a -
hairpin  (Figure 2A and C). As in other class I methyl-
transferases, the order of these eight strands is 3-2-1-4-5-7-6-8
with the seventh strand antiparallel to the others. However,
GenN is distinctive in having an eighth strand of the f-sheet
(/8) lying parallel to the sixth and appears to form a new
topological subclass (class I0).”” The SAM and aminoglycoside
binding sites are in the N-terminal portion of the f-sheet,
between strands 1 and 2 (Figure 2C). GenN does not share
extensive sequence similarity with other methyltransferases. A
search using the program DALI” identified the closest match
to be the putative methyltransferase MJ0882 from Methano-
coceus jannaschii”* with a Z score of 17.1 and a RMSD of 3.0 A
(Figure 2D and Supporting Information Figure 1). The
similarity between the GenN and MJ0882 sequences is 34%,
extending over only 27% of the sequence. MJ0882 has a f-
hairpin in the SAM binding domain as in GenN, but it has
neither the extra eighth strand in the central f-sheet nor the N-
terminal domain (Figure 2D). Other related topological

DOI: 10.1021/acschembio.7b00466
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structures revealed by DALI include 5-methyluridine methyl-
transferase from Thermus thermophilus®> (Z score = 16.6),
PrmC, a HemK methyltransferase involved in the methylation
of RF1 during protein synthesis® (Z score = 16.4), and the
tRNA(m'G37) methyltransferase aTrm$ from Methanococcus
junnuschii27 (Z score = 16.3). GenN does, however, conserve
the classical SAM/SAH binding motifs identified for the class I
methyltransferases,1 including the glycine-rich consensus
“GXGXG” at the C-terminal portion of strand 1 of the central
f-sheet, which interacts with the carboxypropyl portion of
SAM/SAH, the acidic residue in motif IT (AsplSZ at the C-
terminus of #2 in GenN) which hydrogen bonds to the ribose
of SAM/SAH, and the acidic residue in motif III (Aspl179
located between the #3 and #4) that interacts with the adenosyl
group (Figure 2D and Supporting Information Figure 1).

Analysis of the electrostatic surface of GenN reveals a large
noncharged groove between the N- and C-terminal domains
(Supporting Information Figure 2) indicating some potential
for protein—protein interaction. The N-terminal subdomain of
GenN is composed of a four a-helical bundle and a small f-
hairpin (Figure 2A and B). A DALI search using this
subdomain yielded the best, albeit low, Z scores (2.0—4.5),
indicating a topology shared with several O-methyltransferases
involved in the biosynthesis of natural products.” " The N-
terminal domains in these O-methyltransferases are involved in
homodimer formation. In contrast, GenN is monomeric in
solution, although the results of kinetic experiments” have
suggested it might form a functional complex with neighboring
enzymes GenD2 and GenS2 in the gentamicin biosynthetic
pathway. Such an arrangement has been reported for coupled
enzymes in the biosynthesis of 3,6-dideoxyhexose™ and of the
aminoglycoside apramycin.”

The SAM/SAH Binding Site. Although we initiated
cocrystallization of GenN with SAM, either in the presence
or in the absence of aminoglycoside, SAH rather than SAM was
observed at the active site in all the binary and ternary complex
structures, with or without 3”-N-methylation product. This is a
very common observation in the crystallization of methyl-
transferases. The SAH molecule binds in a buried position
between strands 1 and 2 of the central f-sheet (Figure 1B) and
makes extensive hydrophobic and hydrogen bonding inter-
actions with the protein (Figure 3A and Supporting
Information Figure 3). These interactions include hydrogen
bonding between the backbone amide oxygen of Glyl131 and
Cys132 in the glycine-rich motif I and the nitrogen of the
carboxypropyl moiety of SAM/SAH. This nitrogen atom also
interacts, via water molecules, with the carboxylate in the side
chain of Asp129, the backbone amide nitrogens of Leul37 and
Asnl94, and the backbone amide oxygens of Met130 and
Gly131. The Aspl52 (motif II) interacts with the ribosyl
hydroxyl groups of SAM/SAH, which also interact via water
molecules with the backbone amide nitrogen of Asp107 and the
backbone amide oxygen of Tyrl05. The adenine moiety of
SAM/SAH hydrogen-bonds to the carboxyl group of Aspl179
(motif IIT) and to the backbone nitrogen of Met180. As in
other methyltransferases, the adenine moiety is located in a
highly hydrophobic pocket, which in GenN is formed by the
side chains of Metl30, Vall53, Metl80, Prol96, Phe204,
Leu207, Ala210, and Ile214 (Figure 3A, Supporting Informa-
tion Figures 3 and 4).

Superimposition of the structures of all the solved GenN
complexes shows that the mode of SAM/SAH binding, in an

extended conformation typical of class I methyltransferases, is
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F204

V136

Figure 3. SAM/SAH binding site. (A) Residues interacting with SAM/
SAH. (B) Positions of the sulfur of SAM/SAH in the absence and
presence of 3”-N-methyl group of the kanamycin B.

well conserved, with no major active site differences between
SAH/substrate and SAH/product ternary complexes. The
presence of 3"-N-methylated product caused a shift of only
about 0.6 A in the position of the sulfur when compared with
the structure containing the corresponding nonmethylated
ligand (Figure 3B). All attempts to crystallize uncomplexed
GenN have failed, so it remains unclear whether there are
significant conformational changes upon SAM/SAH binding.
The DAA2 Binding Site. GenN-catalyzed methylation
using SAM as the methyl donor converts DAA2 into
gentamicin A (Figure 1)."! In the ternary complex of GenN—
SAH-DAA2, DAA2 binds between strands 1 and 4 of the
central f-sheet on the side opposite to the SAM/SAH binding
site, with the 3”-amino group pointing toward the position of
the methyl group of SAM (Figure 4A). The DAA2 binding
cavity is almost exclusively defined by interactions with two
long loops of the SAM-binding domain: L1 (residues 92—112),
which connects the f-hairpin to the SAM binding domain, and
L8 (residues 194—212), which connects strand f4 to helix a4
(Figure 4B). In all other class I methyltransferases, the position
and size of the L1 and L8 loops are dramatically different,
implicating L1 and L8 in determining the specificity of GenN
for its aminoglycoside substrate. Primary sequence alignment of
GenN with several N-methyltransferases whose structures have
been solved also indicates that these regions are not conserved
(Supporting Information Figure 1). Eight of the 21 residues of
L1 and six of the 19 residues of L8 are negatively charged, to
match the polycationic DAA2 (Figure 1). Glu98 in LI

hydrogen-bonds to the amino group of the glucosamine ring
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Figure 4. Active site of GenN—SAH—DAA?2 complex. (A) Binding of
DAA2 and SAH. (B) Residues interacting with DAA2.

(ring II) of DAA2 and Glul1l in L1 hydrogen-bonds to the
Cl-amino group of the 2-DOS ring (ring I). Ring II also makes
further hydrogen bonds to the side chain of Asp95, to the
backbone amide oxygen of Val96, and the backbone nitrogen of
Glu98. There is a stacking hydrophobic interaction between the
2-DOS ring and the indole ring of Trpl10. The 3"-
desmethylgarosamine ring (ring III) of DAA2, which is deeply
buried in the active site, strongly interacts with various residues,
including the backbone oxygens of Serl195 and Leu208; the
side-chains of Glul11, Asn198, and Asn235; and, through water
molecules, the side-chains of Aspl07 and Asnl94 and the
backbone nitrogen of Glulll (Figure 4B). A metal ion,
possibly a magnesium or calcium ion from the crystallization
solution, is observed in some of the ternary complexes,
including GenN—SAH—KanBm, and it is coordinated by the
side chains of Glu98 from L1, Asp104 from L8, and by four
water molecules (Supporting Information Figure $). This ion is
not seen in all ternary complex crystal structures, and its
location is too remote from the active site to support its playing
any direct catalytic role.

A ternary complex of GenN—SAH-Tris was adventitiously
crystallized from the cocrystallization trial of GenN and SAM.
The Tris molecule occupies the binding site of the substrate
DAA2 so that the primary amino group is at the position of the
3”-NH, and one of its three hydroxyl groups is at the 4"-OH
position (Supporting Information Figure 6A). Replacement of
the Tris buffer with the HEPES buffer yielded crystals of the
GenN-SAH binary complex, with no observable effect on the
structure (Supporting Information Figure 6B). Crystals were
also obtained of GenN with SAH and the advanced gentamicin
intermediates X2 and G418, which unlike DAA2 already bear a

2783

3"-N-methyl group and a 4”-C-methyl group, as well as a 6’
methyl group in the case of G418. These structures are
essentially superimposable on the ternary complex with SAH
and DAA2. Notably, the 4"-C-methyl group of X2 and G418
does not clash sterically with any active site residues
(Supporting Information Figures 7A,B and 8), a hint that
GenN might tolerate substrates bearing an equivalent
modification at this position of ring IL

Residues Potentially Involved in the Catalytic Mech-
anism of GenN. Methyl transfer in SAM-dependent
methyltransferases requires the close approach (to within
about 3 A) and precise orientation of the substrates to promote
Sy2-like in-line nucleophilic attack by the acceptor on the
methyl group of SAM."*" In the GenN—SAH—DAA2 ternary
complex, the carbonyl of the amide side chain of Asnl194 forms
a hydrogen bond with the 3”-amino group of DAA2 (2.9 A),
helping to activate the amino group for nucleophilic attack on
the electron-deficient methyl group of SAM. Two more
hydrogen bonds, between the 3”-amine of the DAA2 and the
main chain amide oxygen of Ser195 (3.1 A) and with the
carboxylate side chain of Aspl07 (3.5 A), reinforce the
nucleophilicity of the 3”-nitrogen and would help stabilize
the positive charge on this center arising during methyl transfer.
At the same time, the amino group of the Asn194 carboxamide
side chain closely (2.7 A) interacts with the carboxyl group of
SAM/SAH (Figure SA), a potentially crucial interaction to
bring the two substrates together for the methyl transfer to
occur. The distance found between the 3”-amine of the DAA2
and the sulfonium moiety of SAH is 3.5 A (Figure 4A), well
within the expected range." A kink caused by Pro196 plays a
key role in aligning the backbone amide NH group of Thr197
to make a hydrogen bond (2.9 A) to the backbone carbonyl of
Ser195, stabilizing the interaction between Ser195 and the 3”-
amine. The role played by the “NSPT” (Asn194—Serl95—
Pro196—Thr197) motif in GenN (Figure SA and Supporting
Information Figure 1) is similar to that of the conserved (D/
N)PPY motif in the protein N(S)-glutamine methyltransferase
PrmC/HemK, which positions the amide nitrogen of the
glutamine residue.'® The same catalytic strategy has been
reported for Taql DNA methyltransferase.” ™" As shown in
Figure 5B, a 100% conversion of DAA2 (10 nmoles) to
gentamicin A by wild-type GenN (0.15 nmoles) was obtained
after 10 min of incubation at 30 °C. A conservative Aspl07 to
Asnl07 mutant of GenN (D107N) exhibited only 23% of the
activity under the same assay conditions. Replacing the Asn194
with Asp (N194D), which presumably still retains the ability to
deprotonate the 3”-amine but lost the interaction with the
carboxyl group of SAM/SAH (Figure SA), significantly
decreased the activity to around 10% of the wild type enzyme.
Therefore, none of these residues is uniquely essential for
catalysis, consistent with a mechanism for catalysis in which
numerous active site interactions combine to define the
productive conformation of the substrates. The stability of
the D107N and N104D GenN mutants was probed by circular
dichroism, and characteristic curves for a protein containing
both o helices and 8 sheets were obtained, indicating the
integrity of the mutant proteins (Supporting Information
Figure 9A—C).

The Structural Basis for Kanamycin B and Tobramycin
As Alternative Substrates for GenN. We have previously
shown'' that GenN is able to methylate both KanB and Tob to
produce, respectively, 3”-N-methylkanamycin B (KanBm) and
3’”-N-methyltobramycin (Tobm). Both kanamycin and tobra-
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Figure S. Putative catalytic residues of GenN and the effect of their mutation on the activity of GenN. (A) NSPT motif and proposed catalytic
mechanism of GenN. (B) 3”-N-methylation of DAA2, kanamycin B, and tobramycin catalyzed by wild-type GenN and its mutants (N194D, D107N,
N198D, and N198L) after 10 min incubation at 30 °C. The error bars stand for standard deviation of duplicate data points.

mycin (Figure 1) are analogues of DAA2 that differ in having
an extra hydroxymethyl group at the C4” position, and
tobramycin also lacks the 3'-hydroxy group (Figure 1B).
Crystals of ternary complexes of GenN—SAH—KanB, GenN—
SAH—KanBm, and GenN—SAH—Tobm (Supporting Informa-
tion Figure 7C—E) were obtained by cocrystallization with the
alternative substrates in the presence of SAM. The presence of
KanBm in the GenN active site reveals that methyl transfer
occurred to some extent during the process of crystallization.
The structures of all these complexes were very similar to the
structures of the binary complex GenN—SAH and the ternary
complexes GenN—SAH—-DAA2 and GenN—-SAH-Tris, with
near-identical orientation of the ligands within the active site.
This suggests a relatively rigid structure of GenN unaffected by
the binding of substrates/products, in contrast with certain
other methyltransferases where loops poorly defined in the
structure of the binary enzyme—SAH complex become well-
ordered in ternary complexes.”™*”**

A comparison of the conformation of active site residues in
the several ternary complexes, and their likely hydrogen-
bonding interactions with the aminoglycoside substrate reveal a
plausible basis for the initially surprising ability of GenN to
methylate kanamycin B and tobramycin. Although the
hydrogen bond observed between the nucleophilic 3”-amino
group of DAA2 and the side chain of Aspl107 is missing in the
structures of GenN—SAH—-KanB, GenN—SAH—KanBm, and
GenN—-Tobm—SAH, this is compensated by a new hydrogen
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bond donated from the 4”-hydroxymethyl group of KanB or
Tob to the side chain carboxamide of Asn198 (Figure 6). As a

Thr197
Asn198

KanB/KanBm

Figure 6. Binding of kanamycin B, 3"-N-methylkanamycin B, and SAH
in GenN—SAH—KanB (green) and GenN—SAH—KanBm (light blue)
complexes. The distance between the 3”-N of kanamycin B and the
interacting NSPT motif is indicated.

result, the 3”-amino group in these complexes remains at
almost the same position as in GenN—SAH—DAA2 and is still
the most chemically reactive and best positioned nucleophile in
the vicinity of the methyl group of SAM (Figure 6). A total of
89% and 54% of KanB and Tob, respectively, were methylated
by wild-type GenN after incubation at 30 °C for 10 min (Figure
5B). The weaker activity of GenN on KanB and Tob than on
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DAA2 could be explained by the fact that only two residues
(the side chain of Asnl194 and the backbone carbonyl of
Ser195), instead of three as with DAA2, are carrying out the
deprotonation of the target 3”-amine. It is therefore not
surprising that the N194D mutation was more detrimental to
the activity of GenN toward KanB and Tob (Figure SB).
N198L mutation did not affect the activity of GenN on DAA2.
The same mutant, however, was significantly less active on
KanB and Tob. Conservative mutant N198D, which presum-
ably is still able to hydrogen bond with the 4”- hydroxymethyl
group of KanB or Tob, showed similar activity to the wild-type
enzyme (Figure 5B). These observations support the notion
that the interactions between the Asp198 side chain and the 4"-
hydroxymethyl group of KanB or Tob plays a role in stabilizing
the binding of these substrate analogs in the enzyme.
Conclusion. Aminoglycosides are clinically valuable natural
products, and gentamicin is one of the most functionalized
molecules of this group. Gentamicin is of particular interest due
to its effectiveness against sepsis caused by Gram-negative
bacteria and the potential of related metabolites in the
treatment of human inherited diseases that are associated
with premature termination codons.*’ The biosynthesis of
gentamicin has been intensively studied over the past few years,
and several methyltransferases have been characterized in vivo
and in vitro, including the class I SAM-dependent N-
methyltransferase GenN, which has low sequence similarity
to any other N-methyltransferase. The fact that GenN is active
against alternate aminoglycoside substrates opens the possi-
bility of exploring its use to generate novel methylated
aminoglycoside derivatives. In the class I SAM-dependent
methyltransferases, a highly conserved SAM-binding fold has
evolved to accommodate a multiplicity of catalytic mechanisms,
including metal-dependent catalysis, involvement of a specific
general base, electrostatic interactions, and deployment of
numerous hydrogen-bond interactions to stabilize the transition
state. The structure of GenN described herein has provided the
first insight into the structure, function, and mechanism of N-
methyltransferases handling highly basic intermediates in
aminoglycoside biosynthesis. The GenN structure has several
special features, not observed in other N-methyltransferases,
which confer its ability to bind polycationic molecules. In
addition, a GenN mechanism of catalysis is proposed for which
support has been gained by analysis of the activity of specific
mutants. Finally, this work has also allowed the rationalization
of the previous finding of excellent GenN activity against KanB
and Tob and provides the starting point for future efforts to
harness the enzyme for production of novel aminoglycosides.

B METHODS

Cloning, Expression, and Purification of GenN. The genN gene
from Micromonospora echinospora ATCC15835 was cloned into
plasmid pET28a (+), expressed in E. coli BL21(DE3) cells (Novagen),
and purified to apparent homogeneity by nickel-NTA affinity
chromatography and gel filtration as previously described.'’ The N-
terminal His-tag was retained in subsequent experiments. Briefly, E.
coli BL21(DE3) cells harboring the GenN expression plasmid were
grown at 37 °C to an Agy of 0.6—0.8. The overexpression of GenN
was induced by the addition of isopropyl fi-p-1-thiogalactopyranoside
(02 mM) and culturing at 18 °C for 20 h. Cells were harvested by
centrifugation (4000g, 4 °C, 30 min) and resuspended in lysis buffer
(50 mM Tris-HCI (pH 7.8), 150 mM NaCl in the presence of
lysozyme (1 mg mL™!), DNase I (1 mg mL™") and phenyl-
methanesulfonyl fluoride (10 mM). Cells were disrupted by sonication
(5 min with a S0% duty cycle), and the lysate was clarified by
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centrifugation (15000g, 4 °C, 1 h). The supernatant was passed
through a 5 mL IMAC column (GE Healthcare) charged with nickel
and previously equilibrated with 50 mM Tris-HCl (pH 7.8) and 150
mM NaCl. GenN was eluted using a linear gradient of imidazole (up
to 500 mM) in a buffer of 50 mM Tris-HCl (pH 7.8) and 150 mM
NaCl on an Akta Purifier (GE Healthcare). Fractions containing
GenN were concentrated using Amicon-Ultra Centrifugal Filters
(Millipore) and further purified by gel filtration on a 16/60 Superdex
200 column (GE Healthcare) equilibrated in 50 mM Tris-HCl (pH
7.8) and 150 mM NaCl. Fractions containing GenN were
concentrated to 15—20 mg mL™', and the enzyme was stored at
—80 °C until use.

Crystallization and Diffraction. Crystallization trials were carried
out using the sitting-drop method. GenN at 10 mg mL™' was
incubated in the presence of 5§ mM SAM and submitted to
crystallization screening using Crystal Screens I and II and SaltRx
(Hampton Research), Wizards I and II and Precipitant Synergy
(Emerald Biosystem), and JCSG+ and PACT (Qiagen). The initial
trials were performed using a Honeybee robot at the crystallization
facility of LNBio-Campinas-Brazil using the sitting drop method in 96
well plates. The drops had a total volume of 0.4 yL, comprising equal
volumes of protein solution and well solution. The plates were stored
in an automated imaging system (Rocker Imager 1000, Formulatrix) at
20 °C. Crystals of GenN appeared after 3—4 days, and the best
conditions were optimized manually by hanging drop vapor diffusion
using 24 well Linbro plates. The best and most reproducible
crystallization conditions for GenN were (1) 0.1 M MgCl, 0.1 M
Tris-HCl (pH 8.5), 20% (v/v) PEG 400, 20% (w/v), and PEG 8000
and (2) 0.2 M CaCl,, 0.1 M HEPES (pH 7.0), and 20% (w/v) PEG
6000. The crystals were allowed to grow for approximately 10 days. To
obtain the structure of GenN in ternary complex with different
aminoglycosides and SAH, the protein was incubated for 10 min in the
presence of 5 mM SAM and 10 mM of the aminoglycoside ligands,
KanB, X2, Tob, G418, and DAA2. DAA2 was isolated and purified
from a fermentation culture of the AgenN mutant of ATCC15835."
The identity and the purity of DAA2 was confirmed by LC-ESI-HRMS
(Supporting Information, Method 1 and Figure 10). All other
aminoglycosides used are commercially available products (KanB
and X2 from TOKU-E and Tob and G418 from Sigma). All the
ternary complexes with SAH and various aminoglycoside ligands were
crystallized under condition 1, while the crystals of the binary complex
with SAH were obtained under condition 2.

Data Collection and Processing and Structure Determina-
tion. Data collection of GenN crystals was carried out at different
Synchrotron facilities as indicated in Table S1. The data sets were
processed using the program XDS™ and scaled using AIMLESS™
from the CCP4i suite.” The structure of GenH-SAH-Tris was
determined by single wavelength anomalous (SAD) diffraction using
the incorporation of iodine atoms. For this, sodium iodide was added
(to 100 mM) to a well solution containing native crystals of GenN,
and the mixture was incubated for 5 min. The anomalous signal was
checked by the program XDS,* and the structure determination was
performed using the program Phaser and AutoSol™ from the Phenix
suite.”* The structure was refined using Phenix.refine®® and
REFMAC.* Manual building, visual inspection, and analysis were
carried out using COOT,"” and further analysis and figure preparation
used the PyMOL Molecular Graphics System, Version 1.8
(Schrédinger, LLC). The quality of the structure was checked using
the program Molprobity (Supporting Information Table 1).**

GenN Mutagenesis and Assay of Native and Mutant
Enzymes. Site-directed mutants of GenN were generated using the
QuikChange method (Stratagene; see Supporting Information Table 2
for sequences of PCR primers) using the wild-type genN gene inserted
in a pEX-A2 vector (Eurofins) between the Ndel and BamHI sites as
the template. PCR amplifications were carried out using HF Phusion
DNA polymerase (NEB) with 30 cycles of denaturation at 98 °C for
10 s, annealing at 60 °C for 30 s, and extension at 72 °C for 2 min
followed by a final extension at 72 °C for 10 min. The resulting PCR
products were digested with Dpnl at 37 °C for 1 h to remove the
template before being introduced into E. coli Novablue cells
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(Novagen). The Ndel/BamHI fragments of the plasmids bearing the
desired mutation were purified and inserted into plasmid pET28a(+),
and the recombinant plasmids were verified by DNA sequencing. The
mutant enzymes were expressed and purified from E. coli as for the
wild-type GenN. Circular dichroism measurements were performed to
assess the stability of the GenN mutants using a J810 spectropolarim-
eter (JASCO) with a Peltier temperature controller and a quartz
cuvette of 0.04 cm optical path. The wild type and mutant GenN
proteins were measured at a concentration of 0.166 mg mL™" in a
buffer constituted of 10 mM potassium phostate and 150 mM NaCl, at
pH 7.5. Spectra were obtained between the wavelengths of 184 and
260 nM with a scanning speed of 50 nM min™". Origin 2016 was used
to plot the curves. End-point assays of GenN activity were carried out
using 2 mM SAM as a methyl donor, 0.4 mM substrate, and 10 4uM
enzyme in 50 mM Tris-HCI, at pH 7.5 at 30 °C for 10 min. Product
formation was monitored by LC-ESI-MS (Supporting Information
Method 2).
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ABSTRACT: Gentamicins are clinically relevant aminoglycoside antibiotics m,é“ "

produced by several Micromonospora species. Gentamicins are highly e

methylated and functionalized molecules, and their biosynthesis include
glycosyltransferases, dehydratase/oxidoreductases, aminotransferases, and
methyltransferases. The biosynthesis of gentamicin A from gentamicin A2
involves three enzymatic steps that modify the hydroxyl group at position 3"
of the unusual garosamine sugar to provide its substitution for an amino
group, followed by an N-methylation. The first of these reactions is catalyzed
by GenD2, an oxidoreductase from the Gfo/Idh/MocA protein family, which
reduces the hydroxyl at the C3” of gentamicin A to produce 3'-dehydro-3"'-
oxo-gentamicin A2 (DOA2). In this work, we solved the structure of GenD2
in complex with NAD+. Although the structure of GenD2 has a similar fold to
other members of the Gfo/Idh/MocA family, this enzyme has several new
features, including a 3D-domain swapping of two f-strands that are involved in

Gentamicin \’
oM,

NG
GenD2 i = e

3"-dehydro-3"

-oxo-gentamicin A2
(DOA2) "°§—§/° S »

a novel oligomerization interface for this protein family. In addition, the active site of this enzyme also has several specialties
which are possibly involved in the substrate specificity, including a number of aromatic residues and a negatively charged region,
which is complementary to the polycationic aminoglycoside-substrate. Therefore, docking simulations provided insights into the
recognition of gentamicin A2 and into the catalytic mechanism of GenD2. This is the first report describing the structure of an
oxidoreductase involved in aminoglycoside biosynthesis and could open perspectives into producing new aminoglycoside

derivatives by protein engineering.

minoglycosides are antibiotics that usually target the

bacterial ribosome causing decoding errors and con-
sequently leading to inaccurate mRNA translation and/or
premature termination of protein symhesis.l Gentamicins are
among the most clinically relevant antibiotics of this class to
treat severe infections caused by Gram-negative bacteria.” The
commercial form of gentamicin is composed of a mixture of
five different compounds (gentamicin Cla, C2b, C2a, C2, and
Cl1) that differ in the level of methylation in their unusual
sugar rings.” Gentamicins have also been demonstrated to have
effects on cancer cells by delaying the cell growth and inducing
cell death, indicating that this antibiotic has other pharmaco-
logical use." ™ In spite of their benefits, gentamicins, similar to
other aminoglycosides, also have several side effects, including
reversible nephrotoxicity and irreversible hearing loss.”
Gentamicins are highly modified trisaccharides that contains
a central 2-deoxystreptamine (2-DOS) ring as an aminocyclitol
aglycone (ring I), which is further decorated by a purpuros-

v ACS PUb”CBtiOﬂS © 2019 American Chemical Society

amine (ring II) and garosamine (ring III) at positions C4 and
C6, respectively™” (Figure 1). Gentamicins are produced by
several Micromonospora species, including M. echinospora,'’
and their biosynthesis has been extensively studied,”®'*"!
although the last steps for the gentamicin complex C are not
yet completely understood.'” A minimal set of genes
responsible for the biosynthesis of gentamicin A, including
the biosynthetic intermediates, was elucidated recently.’ The
biosynthesis of gentamicin A from gentamicin A2 occurs in
three steps, which involves the dehydrogenation of the 3”-
hydroxyl group on the ring III by GenD2 using nicotinamide
adenine dinucleotide (NAD+) as a cofactor, the resulting C3"'-
keto group is transaminated by GenS2 followed by the
methylation at the 3'’-amine by GenN, an N-methyltransfer-
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Figure 1. Biosynthesis of gentamicin A from gentamicin A2. The ring I is 2-DOS, I is the purpurosamine, and III is the garosimine. A2, gentamicin
A2; DOA2, 3"-dehydro-3"'-oxo-gentamicin A2; DAA2, 3"-dehydro-3"'-amino-gentamicin A2; A, gentamicin A. GenD2 is the oxidoreductase,

GenS2 is the aminotransferase, and GenN is the N-methyltransferase.

ase.” (Figure 1). The functions of these enzymes have been
validated in vivo and in vitro.> The crystal structure of GenN
has been solved and its catalytic mechanism was proposed
recently.” Interestingly, Huang et al.” were not able to prove
the activity of any of these enzymes individually, and the
conversion of gentamicin A2 to gentamicin A was only possible
when the three enzymes were incubated together in the
presence of NAD+, L-glutamate, and S-adenosyl methionine
(SAM). It is possible to speculate that these enzymes might
form a protein complex'” or the activity of GenD2 and GenS2
could be inhibited by low levels of their own products, and the
activity of GenN could restore the activity of the two upstream
enzymes.” GenD2 is the 3”-oxidoreductase that catalyzes the
oxidation of the C3'’-hydroxyl group of gentamicin A to
produce DOA2, which is the substrate for the transaminase
GenS2.*> GenD2 only shows a high sequence identity to Sis12
(97%), TobD2 (56.6%), and KanD2 (48.7%) involved in the
biosynthesis of the aminoglycosides sisomycin, tobramycin,
and kanamycin, respectively.'* On the other hand, these four
enzymes show modest similarity to other dehydrogenases or
oxidoreductases, including several ones that have been
structurally characterized. GenD2 belongs to the Gfo/Idh/
MocA family of oxidoreductases/dehydratases based on its
sequence, in which the proteins have a fold composed of two
domains, a Rossman-like or nucleotide binding domain and an
oligomerization C-terminal domain."® However, most of the
Gfo/Idh/MocA family enzymes are involved in the oxidor-
eduction of monosaccharides. In contrast, gentamicin A2 is a
pseudotrisaccharide, and consequently, GenD2 may have a
number of specializations for its substrate recognition. In
addition, only a few oxidoreductases that act on position C3"-
hydroxyl groups from sugars were so far characterized,
indicating a lack of understanding of these enzymes.'®"”

In order to understand the structure of GenD2 and provide
insights into its substrate specificity and catalytic mechanism,
herein we have determined the 3D structure of the C3"-
oxidoreductase GenD2 in complex with NAD+ and performed
docking simulations. In addition, we have confirmed the
preference of GenD2 for NAD+ using isothermal titration
calorimetry (ITC) and the stabilization of the GenD2 by
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different aminoglycoside-like substrates through differential
scanning fluorimetry (DSF).

B RESULTS AND DISCUSSION

Overall Structure. GenD2 was successfully expressed in
BL21(DE3) cells, and the enzyme had about 95% of purity
after the gel filtration purification step, in which the enzyme
eluted as a single peak (Figure S1, Supporting Information
(SI)). Crystals for the enzyme were obtained in several
conditions, although the unique one that was reproducible
contained a high concentration of sodium formate.

The GenD2 structure in complex with NAD+ was solved by
molecular replacement using the MrBUMP server'® at a
resolution of 2.4 A. Attempts to solve the structure using a
single model of oxidoreductases from the Protein Data Bank
were unsuccessful. GenD2 crystals belong to the space group P
312 1 and have six protomers in the asymmetric unit; although
the proteins eluted as a tetramer by analytical gel filtration
(figure not shown), these molecules do not form the canonical
glucose-fructose oxidoreductase (GFOR) tetramer in the
asymmetric unit. However, this tetrameric quaternary structure
could be obtained by applying the symmetrical operations, and
this has a 222-point symmetry.

All six protomers of the asymmetric unit have almost the
entire polypeptide chain (340 residues), with exception of the
last alanine, and the root-mean-square deviation (RMSD)
between them is about 0.3 A, indicating a rigid and restrained
structure. Table 1 shows the X-ray data analyses, refinement,
and stereochemistry quality. The sequence of GenD2 has a
modest similarity to other oxidoreductase and dehydratase
structures, with about 24 and 23% of the identity with GFOR
from Zymomonas mobilis'’ and with oxidoreductase YvaA from
Bacillus subtilis (PDB entry, 3GFG; data not published),
respectively (Figure 2). However, a search using the server
DALI rendered the structure of the oxidoreductase domain
from Kribbella flavida (PDB entry, 4H3V; data not published)
and oxidoreductase WIbA from Bordetella pertussis," with a Z-
score of 37.5 and 36.7 and RMSD of about 2.0 A.

GenD2 protomers have a general folding similar to other
NAD/NADP dependent oxidoreductases, as described pre-

DOI: 10.1021/acschembio.9b00115
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data collection
PDB entry
wavelength (A)
resolution range (A)
space gl’OUP
unit cell (A)
total reflections

unique reflections

Table 1. Data Collection and Refinement Statistics”

PDB

6NOR

0.976260

49.95-2.40 (2.49—2.40)
P3121

124.0, 124.0, 272.6
1215767 (53058)
95397 (9371)

multiplicity 127 (11.4)

completeness (%) 99.98 (99.86)

mean I/sigma(I) 13.48 (3.38)

Wilson B-factor (A?) 33.93

R-merge 0.17 (1.05)

R-meas 0.19 (1.13)

R-pim 0.05 (0.32)

CC1/2 1 (0.78)
Refinement

R-work 0.174 (0.224)

R-free 0223 (0.287)

number of non-hydrogen atoms 16099

macromolecules 15399

ligands 264

water 436

protein residues 2049

RMS (bonds) (A) 0.009

RMS (angles) (°) 113

Ramachandran favored (%) 96

Ramachandran outliers (%) 0.49
clashscore 4.12
average B-factor (A?) 33.7
macromolecules 33.7
ligands 34.40
solvent 33.40

“All numbers in parentheses refer to the high-resolution shell.

viously for GFOR and dihydrodipicolinate reductase
(DHPR)." The GenD2 protomer has two domains, including
an N-terminal domain, which is a Rossmann fold or the
nucleotide binding domain, and a C-terminal domain
characterized to have a six-stranded f-sheet that participates
in both active sites and in oligomerization and further has two
a-helices. The C-terminal f-sheet is predominantly hydro-
phobic, and it is involved in the dimerization through of a
back-to-back of a f-sheet from one protomer with the f-sheet
from the adjacent protomer forming a 2-fold symmetry axis.
The a-helices of the C-terminal domain are in another face of
the C-terminal domain f-sheet and form an a/f sandwich. The
N-terminal domain is located adjacently to the a-helices of the
C-terminal domain (Figure 3A). The superposition of GenD2
to other Gfo/Idh/MocA protein family members indicated
that the N-terminal domain is structurally conserved, while the
C-terminal domain has more drastic conformational changes
(Figure 3B). The most prominent structural difference is in the
region between the residues Gly261 to Pro283, which includes
the f-strands 7 and 8, that is flipped about 180° in comparison
to other oxidoreductase/dehydrase structures.'”'¥** These
two f-strands are involved in a 3D domain swapping since they
are involved in the 8-strand f-sheet commonly found in all
members of this protein class. At least to our knowledge, this is
the first description of a 3D domain swapping into the Gfo/
Idh/MocA protein family involving two p-strands to form a
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quaternary structure. However, the description of swapping of
other secondary elements has been reported for other
members of this protein class, including for GFOR from
Zymomonas mobilis."” The structure of this enzyme has an N-
terminal arm which extends to another protomer of the
tetramer, and a truncated protein missing the first 31 residues
rendered only dimers instead of tetramers and has an impact in
the binding of the cofactor, including the preference for NADP
or NAD, indicating a key functional role of this extension.”®
Thus, although 3D domain swapping has been related to have
a possible physiological relevance, including allosteric regu-
lation, this role in GenD2 has not been studied in this work. In
contrast, in other NAD(P) dependent oxidoreductases, such as
GFOR and WIbA, this region produces two extra strands of the
C-terminal f-sheet to form the intradomain eight-stranded f-
sheet. In GenD2, this region also participates in the C-terminal
domain f-sheet but in an interdomain mode, and con-
sequently, it is involved in the contact with the C-terminal
domain f-sheet of the adjacent protomer to form a continuous
f-sheet, with 6 f-strands from one monomer and 2 from the
adjacent one. Unlike other members of the Gfo/Idh/MocA
protein family, which all strains of the C-terminal domain form
a continuous and extensive 16-stranded fS-sheet involving two
protomers, the C-terminal domain of each GenD2 protomer is
not involved to produce a 16-stranded f-sheet, and rather, 4
individual 8-stranded f-sheets in the interface of the tetramer
are observed. Due to that, the 8-stranded f-sheets of each
protomer of this dimer interface seem to be twisted about 30°
in relation to each other in comparison to other proteins from
the same family (Figures 3C and S2). The tetramer of GenD2
forms a homooligomer of about 72 X 95 X S0 A, indicating
that the quaternary structure of the protein has an
approximately flattened shape (Figure 3D). The main contact
for oligomerization is the C-terminal f-sheet, which is back-to-
back between two protomers with an extensive hydrophobic
interaction and between the other two protomers through the
3D-domain swapping, described above, and which is involved
in the inter 8-stranded f-sheet.

Analysis of the electrostatic potential surface of the GenD2
tetramer did not reveal any evident surface for interaction with
other enzymes involved in the modification of the C3” position
of ring III of gentamicin (Figure S3). Attempts to copurify
GenD2 with GenS2 and GenN or to form the complex using
cross-linkage assays failed. Whether the activity of GenD2 is
dependent on the protein complex formation remains elusive.

Cofactor Preference of GenD2. In order to identify the
preference of GenD2 to NAD+ or NADP+, we have measured
the K, using ITC. GenD2 was titrated against both cofactors,
in which only NAD+ indicated interaction with the protein,
while NADP+ did not show any significant heat of interaction
(Figure S4). The thermodynamic parameters obtained in the
presence of NAD+ are shown in Table S1, and the obtained
Kp was about 7.1 + 0.1 uM, which is consistent with the in
vitro enzymatic assays’ in which GenD2 is a NAD-dependent
oxidoreductase.

The crystal structure of the GenD2—NAD+ complex was
obtained by incubating the protein in the presence of NAD+
during crystallization experiments. As expected, NAD+ binds
to GenD2 in the N-terminal domain, sitting on the f1, #3, 4,
and f3S strands of the Rossmann fold, and is highly buried in
the protein between the N- and C-terminal domains (Figure
4A). The adenine-ribose moiety of NAD+ is relatively exposed
to the solvent and does not form any hydrogen bond

DOI: 10.1021/acschembio.9b00115
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Figure 2. Sequence analysis of GenD2. Alignment of closest homologues of GenD2 rendered by DALI server.”” Amino acids in red boxes are
conserved in all sequences. Amino acids in red and inside blue line boxes are conserved in most of the sequences. Amino acids in black are not
significantly conserved. The alignment was prepared using the ENDScript server.”!

interaction with residues of the protein. The phosphoryl group
is hydrogen bonded to the main chain nitrogens of Phel4 and
MetlS$ and the nitrogen indole of Trp163. The nicotinamide
hydroxyl ribose groups hydrogen interacts with the main chain
carbonyl groups of Thr73 and Lys96 and the imidazole side
chain of His78. Finally, the nicotinamide group is positioned in
the active site and interacts through a hydrogen bond with the
side chain of Glu9S5, Asnl124, and Tyr293; the main chain
carbonyl group of Gly122; and through a water molecule with
the side chain of Glu9S, Asn124, and GIn296 (Figure 4B).
Insights into the Substrate Binding and Catalytic
Mechanism. Our attempts to obtain a crystal structure of
GenD2 in complex with gentamicin homologues, kanamycin
and tobramycin, through cocrystallization and soaking assays
failed to observe any electron density corresponding to these
molecules at the active site. However, we have performed a
DSF assay using different aminoglycosides, and most of the
tested molecules promoted an increase in the melting
temperature of GenD2 ranging from 4.5 °C for paromamine
to 10 °C for gentamicin C, suggesting that interactions might
occur between GenD2 and these aminoglycosides (Figure S5
and Table S2). The lowest increment of melting temperature
observed for paromamine is expected since this compound
does not have the ring III, and only 2-DOS (ring I) and ring II
contribute to the increase in temperature, indicating a lower
affinity of this ligand compared to the other used ligands.
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Although various GFO/IDH/MocA family members have
been structurally characterized, only a limited number of
enzymes that act on C3-hydroxyl groups of sugars have been
studied, including WIbA from Bordetella pertussis and
Chromobacterium violaceum, which catalyze the oxidation of
UDP-N-acetyl-p-glucosaminuronic acid (UDP-GIcNADcA) to
UDP-2-acetamido-2-deoxy-3-oxo-p-glucuronic acid (UDP-3-
keto-Glc-NAcA)."” The catalytic mechanism of the enzymes in
this class involves an NAD(P)(H)- mediated hydride ion (H™)
transfer from dehydrogenases to the substrate (reductases)."
GenD2 was proven to be a dehydrogenase acting on the
gentamicin A2 at the C3” position of ring III to produce
DOA2 during the biosynthesis of gentamicin A. However, the
activity of GenD2 was only observed in the presence of
another two enzymes, aminotransferase GenS2 and N-
methyltransferase GenN.'' Similar to most of the other
members of the Gfo/Idh/MocA protein family, the active
site of GenD2 is a solvent-exposed region near the
nicotinamide moiety of NAD+ between the N- and C-domain.
In addition, GenD2 has the conserved motif EKP (Figure 2).
The Lys96 in the motif interacts with side chains of Asp177
and His181, and they could be the catalytic triad, as suggested
for other GFO/IDH/MocA family members.'”** Trp233
might also play a role in coordinating the position of Asp177
via the interaction between the nitrogen in the indole side
chain to the side chain of Asp177 (Figure SA). In addition,

DOI: 10.1021/acschembio.9b00115
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Figure 3. Tertiary and quaternary structure of GenD2. (A) The monomer of GenD2. In green is represented the nucleotide binding domain, in
pink is represented the C-terminal domain, and in blue are the two f-strands involved in the 3D-domain swapping. (B) The superposition of
GenD2 with the two closest structural homologues from the Gfo/Idh/MocA family. In a dashed orange circle is represented the two f-strands
involved in the domain swapping. The GenD2 structure is in green, the 3Q2I PDB entry (WIbA dehydrogenase from Chromobacterium violaceum)
is in pink, and the 4H3V PDB entry (oxidoreductase from Kribbella flavida) is in blue. (C) Dimer interface involving the 3D-domain swapping in
GenD2. (D) Quaternary structure of GenD2 in two different perspectives with a rotation of 90°.

Lys96, as observed in other members of Gfo/Idh/MocA
protein family oxidoreductases, is located in the N-terminal
domain at the end of $6. The superposition of the GenD2
holoenzyme with the WIbA dehydrogenase holoenzyme from
Chromobactrium violaceum in complex with UDP-GIcNAcA
suggests that the ring III of gentamicin A2 might adopt a
similar position and interacts as the glucose moiety of UDP-
GIcNAcA, and the two enzymes could have similar catalytic
mechanisms, although WIbA has an asparagine instead an
aspartate in the catalytic triad (Figure SA). Lys96 could act as a
catalytic base, abstracting a proton from the C3”-hydroxyl
group, and a hydride ion from C3'" oxygen could be
transferred to the C4 of the nicotinamide ring of NAD+. In
addition, the position of the nicotinamide moiety of NAD+ is
also conserved in GenD2, indicating that the ring III of
gentamicin A2 may also bind at the re face of this moiety
(Figure SB). Residues Aspl60 and Glu239 at the active site
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pocket may also be involved in the substrate recognition
through their negatively charged side chains, which are
complementary to the highly positively charged aminoglyco-
side substrate (Figure SC). Furthermore, Asn124, Thr156, and
Tyr293 could potentially form hydrogen bonds with the
substrate. Finally, several hydrophobic amino acids, Phel4,
Phe12S, Phel54, Phel64, Trp257, Trp274, and Trp287, could
form s-interactions with the substrate rings for the correct
positioning at the catalytic cavity (Figure SD).

Moreover, docking simulations using gentamicin A2 as a
ligand corroborated the hypothetical catalytic mechanism of
GenD2. The best-ranked pose of gentamicin A2 (Figure 6A)
indicated that ring I interacts with GenD2 through two
hydrogen bonds, which includes the side chains of Glu239
(not shown) and Tyr293. Ring II is stabilized by a hydrogen
bond with Aspl60 and further z-interactions with Trp274,
Trp287, and Phel4 (not shown). Interestingly, the ring III of

DOI: 10.1021/acschembio.9b00115
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Figure 4. NAD+ binding site in GenD2. (A) The binding site of NAD+ indicating that NAD+ is sitting on the $1-$4 on GenD2 structure. (B)
NAD+ binding site indicating the residues that hydrogen interact with NAD+.

gentamicin A2 forms three hydrogen bonds with all amino
acids of the proposed catalytic triad, including Lys96, Asp177,
and His181, which supports the involvement of these amino
acids in the catalysis. The superposition of all docked poses
indicates a well-conserved disposition of both ring I and III of
gentamicin A2 in the narrow cavity of GenD2, while ring II,
which is located in the solvent-exposed region, was able to
adopt different conformations due to the entropic profile of the
area (Figure 6B). Noteworthy, the C4 of the nicotinamide ring
of NAD+ and the C3"-hydroxyl group of gentamicin A2 face
each other inside the cavity (Figure 6C) and are surrounded by
the proposed catalytic triad (Figure 6D). However, a structure
of the GenD2 holoenzyme in complex with the substrate or
close analogs is required to further validate the proposed
binding mode of gentamicin A2 in the GenD2 active site.
Conclusion. The substitution of the hydroxyl to amino
groups on the sugar molecules is performed by two enzymatic
steps, a dehydrogenase/oxidoreductase that converts the
hydroxyl to a ketone group, and this is further acted on by
an aminotransferase that replaces the oxygen to an amino
group. Several sets of dehydrogenation/transamination reac-
tions are identified to act on different hydroxyl groups of
aminoglycosides, but the modification at position C3” of ring
IIT occurs only in gentamicins, sisomicin, tobramycin, and
kanamycin, and the biosynthetic gene clusters of these
antibiotics all have the specific and conserved genes that act
on this position. To investigate the structural basis of the
function of GenD2, we have obtained its crystal structure in
complex with NAD+ at 2.4 A resolution. GenD2 belongs to
the Gfo/Idh/MocA protein family of oxidoreductases and has
the conserved catalytic residues proposed for deprotonation of
the substrate to facilitate hydride abstraction from the substrate
to the cofactor NAD+. ITC analysis has further confirmed the
interaction between NAD+ and GenD2. Interestingly, GenD2
is the first member of the Gfo/Idh/MocA protein family to
have a 3D-domain swapping involving two f-strand of the C-
terminal domain. Several features of the GenD2 structure have
an implication on the substrate recognition, including a very
negatively charged active site for the binding of the alkaline
substrate and several hydrophobic residues that could perform
7-interaction with the unusual sugar rings to further stabilize
the binding. In silico studies also suggested that Lys96, Asp177,
and His181 could be involved in the C3” oxidation of ring IIT
of gentamicin A2 by GenD2. The characterization of the
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GenD2 structure could provide useful information for
increasing the promiscuity of this enzyme in generating
novel valuable aminoglycosides through both in vivo and in
vitro approaches.

B METHODS

Expression and Purification of Recombinant Proteins. The
genD2 gene from Micromonospora echinospora ATCC15835 was
cloned into the plasmid pET28a (+) as described by Huang et al.®
The ransformation of plasmids was performed by heat shock in E. coli
BL21(DE3) competent cells. E. coli BL21(DE3) cells carrying the
recombinant plasmids were cultivated in LB (Luria—Bertani) medium
supplemented with kanamycin (SO pg/mL) at 37 °C until the cell
density reached 0.6 at 600 nm. Overexpression of the protein was
induced by f3-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) (0.2 mM) at 18 °C
with shaking at 200 rpm overnight. Cells were harvested by
centrifugation (6000g, 4 °C, 30 min) and resuspended 1:1 in buffer
(50 mM Tris-HCl, 100 mM NaCl, pH 7.7) with the addition of
DNase and lysozyme at a concentration of 50 pg/mL and
phenylmethanesulfonyl fluoride (PMSF) (5 uM). Cell lysis was
performed by sonication, and the lysate was clarified by centrifugation
(17000g, 4 °C, 1 h). The recombinant protein was purified by affinity
chromatography using a S mL IMAC column (GE Healthcare) and
Ni?** ion-charged His-Bind metal chelating resin (Novagen). GenD2
was eluted using a linear gradient of imidazole (up to S00 mM) on an
Akta Purifier system (GE Healthcare). To increase the purity, a gel
filtration purification step was further performed using a HiLoad 16/
60 Superdex 200 column (GE Healthcare) equilibrated with S0 mM
Tris-HCl and 100 mM NaCl, pH 7.7. Fractions were collected and
concentrated up to 15—20 mg mL™", and the enzyme was stored at
—80 °C. The purity of GenD2 was confirmed by SDS-PAGE 12%
stained using Coomassie Brilliant Blue.

Protein Crystallization. GenD2 crystallization trials were
performed using the sitting-drop method using an Oryx 4 robot
(Douglas Instruments) in 96-well plates (MRC2 Swissci). The drops
had a total volume of 0.9 uL, with 50% of protein solution at a
concentration of 10 mg mL™" with a S mM cofactor NAD+ and 50%
crystallization condition. After obtaining the first crystal hits, these
conditions were optimized manually by a hanging drop vapor
diffusion method using 24-well VDX plates (Hampton Research).
The best and most reproducible crystallization condition for GenD2
contained 0.1 M sodium acetate, pH 4.6, and 2 M sodium formate at a
protein concentration of 15 mg mL™", and the crystals appeared after
approximately 7 days in crystallization plates incubated at 30 °C.

Diffraction and Data Collection. Data collection of GenD2
crystals was performed at Deutsche Elektronen-Synchrotron (DESy),
PETRA III, P13 beamline, in Hamburg, Germany. The data analysis
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Figure S. Hypothetical substrate binding site of GenD2. (A) The hypothetical catalytic triad that could be involved in the oxidoreductase reaction.
(B) Superposition of GenD2 (carbons in yellow) and WIbA dehydrogenase from Chromobacterium violaceum in complex with NAD+ and UDP-
GIcNACA (carbons in white). The electrostatic potential surface is from GenD2. (C) An electrostatic potential surface of GenD2 indicating the
highly negative charged hypothetical substrate binding site. (D) Hydrophobic residues that could be involved in the substrate orientation in the

GenD2 active site.

of X-ray diffraction images was performed by XDS.*> The data were
escalated by AIMLESS™ from the program CCP#4 suite.””

Structure Determination. The initial phases for the GenD2
structure were obtained by molecular replacement using the online
server MrBUMP.'® The refinement was carried out using
Phenixrefine”® from the Phenix crystallographic suite.”” The visual
inspections were performed using COOT,” and the stereochemistry
quality of the model was accessed using MolProbity.”" All figures were
prepared using the PyMOL Molecular Graphics System, Version 1.8
(Schrédinger, LLC).

DSF. DSF experiments were performed using a Bio-Rad CEX
connect Real-Time System with detection and excitation filters
ranging from 450 to 580 nm. For the experiments, 10 #uM of GenD2
in the presence of 1 mM of NAD+ diluted in a buffer constituted by
50 mM HEPES and 100 mM NaCl, pH 7.0, was incubated with
different aminoglycoside-like substrates (kanamycin, geneticin,
gentamicin sulfate, apramycin, sisomicin, neomycin, amikacin, parom-
amine, and meropenem). This last one was used as a negative control
at a concentration of 125 uM in the presence of the fluorescent dye
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SYPRO Orange SX (Life Science). The volumes of 25 uL of protein,
each ligand, and fluorescent dye were added to a well of the 96-well
plates (Bio-Rad). The protein solutions were scanned from the
temperature of 25—95 °C with an increment of 0.5°/min. T,, values
were estimated using the Bio-Rad CFX Manager software or using the
program Origin, and the AT, for each compound was calculated by
the difference of protein T, in the presence of ligand and protein T,
in the absence of ligand.

ITC. ITC experiments were performed using an iT200 micro-
calorimetry (Malvern) at 25 °C. Protein and cofactors (NAD+ and
NADP+) were prepared using exactly the same buffer, which was
constituted by S0 mM HEPES and 100 mM NaCl, pH 7.0. The
protein concentration used in the cell was 150 uM, and the ligand
concentration in the syringe ranged from 2 to 10 mM. Eighteen
injections of 10 uL of ligand were performed against the protein,
spaced at 180 s with a stirring speed of 400 rpm. The ITC curves were
fitted using nonlinear least-squares regression using the non-
interaction one-site model from Origin 5.0.
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Figure 6. GenD2 docking findings. (A) The best-ranked pose of gentamicin A2 (carbons in green). (B) Superposed poses of the gentamicin A2 at
the GenD2 binding cavity. (C) Merged structures of NAD+ (carbons in yellow) and gentamicin A2 (carbons in green) through the binding cavity
of GenD2. The double-headed red arrow indicates the C3" of ring III of gentamicin and the C4 of the nicotinamide ring of NAD+. (D) Docked
ring III from gentamicin A2 surrounded by the suggested catalytic triad of GenD2 and the nicotinamide moiety from NAD+. Cartoon protein
depicted in white. Carbons of GenD2 in white. Oxygen in red. Nitrogen in blue. Phosphorus in orange. Hydrogen bonds indicated as black dashed

lines. Interatomic distances in A.

Molecular Docking Studies. The gentamicin A2 structure was
built and energy-minimized with the density functional theory (DFT)
method of Becke-3—Lee—Yang—Parr (B3LYP) with the standard 6-
31G* basis set available in the Spartan’14 program (Wave Function,
Inc,, Irvine, CA, USA). The experimental starting geometry used for
the construction of gentamicin A2 was described previously (PDB
entry SUON, gentamicin A)."* Molecular docking was performed with
the GOLD 5.2 program (CCDC). The scoring function used was
“ASP”, which is a default function of the GOLD 5.2 program.
Hydrogen atoms were added to GenD2 according to the data inferred
by the GOLD 5.2 program on the ionization and tautomeric states.
The docking interaction cavity in the protein was established with a
12 A radius from the phenolic hydroxyl group (OH) of Tyr293. The
number of genetic operations (crossover, migration, and mutation) in
each docking run that was used in the search procedure was set to
100 000. Docking simulations were performed six times. The figure of
the best and most frequent docking pose for gentamicin A2 was
generated by the PyMOL Molecular Graphics System, Version 1.8
(Schrodinger, LLC).
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