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Capitulo 1. Introduccion General

1.1 Elinicio de la era antibiética y la problematica de la resistencia
bacteriana

“El mayor de los males en la automedicacion es el uso de dosis demasiado pequeiias, tal que en
lugar de eliminar la infeccion, les ensefia a los microbios a resistir la penicilina”

Alexander Fleming
New York Times, 1945

En 1928, Alexander Fleming observd que una colonia de un hongo habia crecido en una de
sus placas de Petri sembradas con Staphylococcus aureus [1]. A cierta distancia alrededor de la
colonia del hongo, las colonias de la bacteria se habian vuelto translicidas, un fenémeno
indicativo de lisis celular. Fleming realizd experimentos con el medio de cultivo filtrado de este
hongo, identificado como Penicillium notatum, observando que poseia capacidad bacteriostatica,
bactericida y bacteriolitica contra varios de los patdgenos humanos. A este filtrado lo Ilamod
penicilina [1]. En 1940, durante la Segunda Guerra Mundial, Howard Florey y Ernst Chain
retomaron el trabajo de Fleming [2] y propulsaron la produccién a gran escala de penicilina en
Estados Unidos e Inglaterra. La estructura quimica de la penicilina fue dilucidada por Dorothy
Crowfoot Hodgkin entre 1942 y 1945 [3]. Dicha estructura se caracteriza por la presencia de un
anillo de amida ciclico de cuatro miembros, llamado B-lactama, fusionado a otro tiazolidinico
(Figura 1). Hacia 1943, la penicilina se convirtié en el principal antibidtico utilizado para tratar
infecciones en los heridos de guerra [4], lo que permitié salvar millones de vidas en ese momento.

De esta manera, se inicid el uso terapéutico masivo de los denominados antibidticos B-lactamicos.

Fleming anticipo las precauciones que debian tenerse respecto al uso inadecuado de la
penicilina, luego de observar experimentalmente que el uso de dosis no letales del antibidtico
permitia el crecimiento de bacterias resistentes [5]. Al poco tiempo de la implementacién de la
penicilina como antibidtico se detecto resistencia a la misma en cepas de Staphylococcus aureus.
Dicha resistencia ascendid hasta un valor del 80% en 1953 en los aislados hospitalarios de S.
aureus en todo el mundo [6]. Esto llevd al desarrollo de nuevas variantes semi-sintéticas de la

penicilina (meticilina, oxacilina, etc.), capaces de evadir la resistencia bacteriana.
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Figura 1: Estructura basica de las familias de antibiéticos B-lactamicos.

El anillo B-lactamico es caracteristico de estos compuestos. También comparten el grupo carboxilato unido a
C3 (C4 en cefalosporinas), excepto en las monobactamas. Los grupos R diferencian a las variantes de cada
familia.

Debido a los problemas de resistencia, en las décadas siguientes se impulsd la busqueda y
desarrollo de nuevos grupos de antibidticos B-lactamicos. A partir de los afios ‘60 comenzaron a
emplearse las cefalosporinas, descubiertas en extractos del moho Cephalosporium acremonium [4]
(Figura 1). Existen numerosas variantes de las cefalosporinas, principalmente derivados semi-
sintéticos, las cuales se agrupan en generaciones segun sus caracteristicas antimicrobianas, siendo

las de mayor espectro de accidn las de tercera y cuarta generacién [7].

Un grupo menor de antibidticos estd constituido por las monobactamas, descubiertas
como metabolitos producidos por especies de Pseudomonas y Flavobacterium [4] (Figura 1). El
Unico antibiético monobactamico de uso clinico, denominado aztreonam, se obtuvo por sintesis y

comenzo a usarse a partir de la década de los afios ‘80 [8].

Por ultimo, los carbapenemes (Figura 1), producidos por cepas de Streptomycetes
cattleyar, se implementaron con mucho éxito desde mediados de los afios ‘80. Su espectro de
actividad frente a bacterias es el mas amplio de todos los antibidticos B-lactamicos [8]. Los
carbapenemes constituyen actualmente los antibidticos de ultimo recurso para el tratamiento de

infecciones, dado que no son afectados por los mecanismos de resistencia mds comunes contra
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los demas B-lactdmicos [9]. Sin embargo, en los ultimos afios han surgido mecanismos eficientes

de resistencia contra los carbapenemes, como se describird mas adelante.

La historia desde la introduccion de antibidticos para el tratamiento de infecciones nos
muestra que cada vez que se ha probado la efectividad de un nuevo antibidtico y éste se pone en
uso en forma masiva, sus dias estan contados [10]. La resistencia a antibidticos B-lactamicos (asi
como la de otros antibidticos que son también productos naturales) antecede a la implementacion
de los mismos en la clinica y responde a mecanismos de competencia por el mismo nicho
ecoldgico entre microorganismos [11]. La intervenciéon del hombre mediante el uso de los
antibidticos pre-existentes y de nuevas variantes quimicas ha llevado a un desequilibrio de la

ecologia microbiana donde las bacterias también compiten con los humanos.

En esta competencia, las poblaciones bacterianas cuentan con ventajas para adaptarse
rapidamente a cambios en el medio. Por un lado, su rapida tasa de multiplicacién permite que
haya una alta probabilidad de que ocurran mutaciones al azar que resulten favorables. Por otro
lado, los mecanismos de transferencia horizontal de material genético entre bacterias aceleran la
dispersion de los genes de resistencia [12]. El antibidtico elimina las bacterias sensibles dejando
lugar a que se reproduzcan facilmente aquellas que resultaron resistentes. El mal uso que se
realiza de los antibioticos deja a los humanos en desventaja: la prescripcidon indiscriminada, la
venta sin prescripcion, la interrupcién de tratamientos y las grandes cantidades de antibidticos
gue se emplean en ganado y cultivos, generan condiciones ideales para la seleccién de cepas
resistentes [10,12]. Esta situacion ha llevado a una fuerte desinversidon en la investigacion y
desarrollo de nuevos antibidticos en la industria farmacéutica y, como consecuencia, a una

disminucidn notable del nimero de antibidticos aprobados en los ultimos anos [13].

1.2 Mecanismo de accion de los antibidticos B-lactamicos y mecanismos
de resistencia

El mecanismo de accién de los antibidticos B-lactamicos consiste en inhibir un paso clave
en la biosintesis de peptidoglicano, que constituye la capa de la pared celular bacteriana que
confiere resistencia osmotica [10,11]. La capa de peptidoglicano esta compuesta por un
entramado de hebras de péptidos y glicanos que presenta entrecruzamientos mediante uniones
covalentes. Las hebras peptidicas estan conectadas mediante enlaces amidas generados por

enzimas transpeptidasas. La incorporacién de nuevas unidades de peptidoglicano es catalizada por
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enzimas transglicosilasas. Los blancos de accién de los antibiéticos B-lactamicos son enzimas
bifuncionales que contienen ambos dominios, de transpeptidacion y de transglicosilacion. A estas
proteinas se las denomina “proteinas de unién a penicilina” (PBPs, por sus siglas en inglés). En el
caso de bacterias Gram negativas, estas proteinas se encuentra en el espacio periplasmatico o
ancladas a la membrana interna con el sitio activo expuesto al periplasma, por lo que el antibidtico

sélo debe atravesar la membrana externa para encontrar su blanco de accién [10,11].

Los antibidticos B-lactdmicos actian como pseudosustratos de las PBPs debido a su
similitud estructural con el dimero de D-alanina terminal del peptidoglicano, el sustrato natural del
dominio transpeptidasa. La reaccidén con el sustrato natural cursa mediante dos pasos: uno de
acilacion al residuo de Ser del sitio activo, donde se rompe el dimero D-Ala/D-Ala, y el otro de
desacilacién, donde el grupo acilo se transfiere a un grupo amino de una cadena vecina para el
entrecruzamiento. El paso de desacilacidon que tiene lugar con el sustrato natural no ocurre con el
antibidtico B-lactamico, sino que éste queda unido en forma irreversible a la enzima. De esta
manera, se previene el entrecruzamiento normal en la capa de peptidoglicano [11]. La hipdtesis
mas simple, y a la cual aln se hace referencia, es que esto debilita la pared celular provocando lisis
celular por estrés osmatico [14]. Sin embargo, el mecanismo es mas complejo y procede mediante
distintas vias. Los antibidticos B-lactamicos por un lado perturban el delicado balance del
metabolismo de la pared celular, tanto debilitando su estructura como por induccién de la

autolisis [15] y a su vez disparan un mecanismo de muerte celular programada [16].

Existen diversos mecanismos mediante los cuales las bacterias pueden volverse resistentes
a los antibidticos B-lactdmicos. En bacterias Gram-negativas puede tener lugar la alteracion en la
permeabilidad de la membrana externa por delecidon de porinas o la adquisicién y activacién de
bombas que expulsan los antibidticos desde el periplasma hacia el medio externo. En otros casos,
por ejemplo en Staphylococcus aureus resistente a meticilina (conocidas como MRSA por sus siglas
en inglés), tiene lugar la modificacion del blanco de accidn, es decir, la expresién de PBPs que no

son sensibles a los B-lactdmicos [11].

Sin embargo, el mas comun de los mecanismos de resistencia consiste en la produccién de
enzimas capaces de hidrolizar los antibiéticos B-lactdmicos. Estas enzimas, conocidas como fB-
lactamasas (E.C. 3.5.2.6) catalizan la hidrdlisis del enlace amida del anillo B-lactama. El producto
gue se obtiene no es funcional como pseudosustrato y, por lo tanto, no resulta util como

antibidtico [11].
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1.3 Resistencia mediada por enzimas 3-lactamasas: descripcion general
y situacion actual en la clinica

Se conocen dos tipos generales de B-lactamasas: las serin-B-lactamasas (SBLs) y las
metalo-B-lactamasas (MBLs). Las SBLs estan relacionadas evolutivamente con las PBPs vy, al igual
gue éstas, presentan un residuo de Ser en el sitio activo que cumple un rol central en la catélisis. El
mecanismo de hidrdlisis se basa en los pasos de acilacion/desacilacion. En base a dicho
mecanismo, se han disefiado inhibidores que quedan atrapados en el paso de acilacién y asi
inactivan la enzima, como es el caso del acido clavulanico y el sulbactam. Las MBLs, en cambio, no
poseen ninguna relacién con las PBPs, y dependen de la presencia de uno o dos iones Zn(ll) en su
sitio activo para la catalisis. Las B-lactamasas se clasifican en cuatro clases: A, Cy D corresponden a

SBLs y la clase B corresponde a las MBLs [11].

Las SBLs se han caracterizado histéricamente por estar altamente especializadas contra un
tipo de sustrato, penicilinas o cefalosporinas, habiendo alcanzado en algunos casos eficiencias
cataliticas cercanas al limite difusional [11]. Sin embargo, desde principio de los afos ‘90 se
dispard el niumero de variantes conocidas como “B-lactamasas de espectro extendido” (ESBLs, por
sus siglas en inglés), diseminadas en especies de enterobacterias y Pseudomonas [9,11]. Estas
enzimas son capaces de hidrolizar tanto penicilinas como los distintos tipos de cafalosporinas y la
monobactama aztreonam. Dentro de este grupo se encuentran variantes de las enzimas de clase
A: TEM, SHV y CTX-M, asi como las variantes de clase D conocidas como OXAs (oxacillinases). Por
otro lado, también han surgido variantes que son pobremente inhibidas por los inhibidores

clasicos.

Resulta entonces crucial preservar los carbapenemes como antibidticos de ultimo recurso
para los casos de infecciones graves mediadas por cepas productoras de ESBLs. Sin embargo, en
los ultimos diez afios se han dispersado rdpidamente genes que codifican para enzimas
carbapenemasas en enterobacterias y Gram-negativos no fermentativos [17,18]. Dentro de estas
enzimas carbapenemasas se destacan, la B-lactamasa de clase A KPC (Klebsiella Pneumoniae

Carbapenemase), las de clase D OXAs y las MBLs [17].

Las MBLs, a diferencia de las SBLs, son todas capaces de hidrolizar carbapenemes y no
existe al momento un inhibidor de uso clinico contra las mismas [19]. Las primeras metalo-p-

lactamasas descriptas fueron encontradas en bacterias ambientales y patégenos oportunistas, y
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son de codificacion cromosdmica, como Bcll de Bacillus cereus [20], GOB-1 de Elizabethkingia
meningoseptica [21] y L1 de Stenotrophomonas maltophilia [22]. En cambio, las MBLs codificadas
en elementos genéticos mdviles han mostrado un alarmante aumento en su ocurrencia en
bacterias de relevancia clinica, mayormente patdgenos oportunistas Gram-negativos, como
Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa y Acinetobacter baumannii [17-19]. Tal es el
caso de las variantes VIM (Verona Integrated Metallo-8-lactamase) [23] e IMP (Imipenemase) [24].
En 2008 se identificd una nueva MBL, denominada NDM (New Delhi Metalo-8-lactamase), en un
paciente sueco que habia adquirido la infeccion en India [25]. A partir de alli, el gen de NDM se
dispersod rapidamente por todo el mundo en cepas de Enterobacteriaceae, bacilos Gram-negativos
no fermentativos y Vibrionaceae, mediante la transmision de diversos plasmidos en forma inter-
cepa, inter-especie e inter-género [26]. El gen de NDM se ha encontrado incluso en bacterias
presentes tanto en agua potable como en agua de desecho en India, lo cual indica que la

transmision de este gen ha sobrepasado las barreras hospitalarias [27].

La principal preocupacion que generan las MBLs deviene de su amplio espectro de
sustrato, que incluye las generaciones mas nuevas de cefalosporinas y carbapenemes [28]. Por
otro lado, si bien no son capaces de hidrolizar el antibiético B-lactdmico aztreonam [29], las SBLs
gue en general se coexpresan con las MBLs disminuyen la sensibilidad de las cepas a dicho

compuesto [11].

Los elementos genéticos moéviles que contienen los genes de las carbapenemasas en
general también presentan genes de resistencia a aminoglicdsidos y quinolonas, dando lugar a
cepas multi-resistentes. Esto deja como Unicas opciones de tratamiento los antibidticos tigeciclina
y colistina, que no siempre funcionan vy, en el caso de colistina, posee una elevada nefrotoxicidad

[30].

La situacidon actual de la resistencia bacteriana es tan delicada que diversos autores
anticipan una era post-antibiética [31]. Sin antibidticos disponibles, todo el sistema médico actual
entraria en crisis, dado que incluso una simple cirugia podria poner en riesgo la vida del paciente
[30,31]. Para el control de la resistencia bacteriana resulta crucial el funcionamiento de los
sistemas de monitoreo de cepas resistentes en la clinica y la concientizacién en el uso racional de
loa antibidticos [30]. La investigacion en el desarrollo de nuevos agentes terapéuticos, incluyendo

nuevos blancos de accidn, es uno de los pilares para evitar una era post-antibidtica [13]. Otro de
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los pilares se base en estudiar los mecanismos de resistencia desde una perspectiva evolutiva, de

manera de contar con herramientas para anticiparse a la rapida evolucion de los mismos [32].

1.4 Evolucion de los mecanismos de resistencia: el caso de la B-lactamasa
TEM

La SBL TEM-1 fue aislada como un determinante plasmidico de resistencia a ampicilina en
1963. En 1976, esta enzima se utilizd como modelo para demostrar por primera vez que una
sustitucion aminoacidica puede alterar el fenotipo de resistencia [33]. Luego de la introduccién de
las cefalosporinas de tercera generacion (como cefotaxima y ceftazidima) a principios de los ’80,
empezaron a aislarse variantes de TEM-1 con diferencias puntuales en algunas posiciones de la
secuencia de aminodcidos. En la Figura 2 se muestra un esquema de la relacién temporal entre la

introduccién de nuevos antibidticos y la aparicion de variantes capaces de hidrolizarlos [34].

Con el gran nimero de variantes aisladas de la familia TEM (217 en febrero de 2014) se
constituyd una base de datos de sustituciones aminoacidicas [35] que pueden relacionarse con las
alteraciones fenotipicas encontradas [36]. A su vez, se ha buscado correlacionar estas alteraciones
fenotipicas con modificaciones estructurales y cataliticas en la enzima debido a dichas
sustituciones [37]. De esta manera, la enzima TEM-1 ha servido como sistema modelo para el
estudio de la relacién estructura-funcion en enzimas, la evolucién in vitro de la resistencia a
antibidticos [38,39] y para responder varias preguntas fundamentales respecto a la evolucion de
proteinas. Entre estas cuestiones se ha estudiado el fendmeno de epistasis o interacciéon entre
mutaciones, que implica que el efecto fenotipico de una mutacion depende de la ausencia o
presencia de otra y cdmo dicho fenédmeno puede condicionar los caminos evolutivos posibles

hacia distintas variantes [40,41].
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Figura 2: Esquema representativo de la evolucion natural de la B-lactamasa TEM-1 en paralelo a la
introduccion de nuevos antibiéticos B-lactdmicos y de las variantes obtenidas mediante Evolucion
Molecular Dirigida.

En el esquema de la Evolucion natural se indica el momento de introduccidon de un nuevo antibidtico B-
lactdmico en la clinica y el de aparicion de la variante TEM con capacidad de conferir resistencia contra el
mismo. Debajo de cada variante se indican las mutaciones responsables del fenotipo. En el esquema de
Evolucidén dirigida se muestran los resultados de tres trabajos realizados por seleccion con cefotaxima. Las
CIMs mostradas en todos los casos corresponden a cefotaxima. Esquema adaptado de [34].

El estudio de la evolucion de la resistencia frente a cefotaxima constituye el ejemplo de
alteracién de especificidad de sustrato mas estudiado con la enzima TEM-1. Diversas estrategias
de Evolucidon Molecular Dirigida se han empleado para obtener variantes de TEM optimizadas
contra dicho sustrato [34,42,43]. Estas estrategias consisten en emplear un método de
mutagénesis al azar para obtener un banco de clones mutantes y un sistema de seleccion, en este
caso, por resistencia. En 1994, el grupo de Stemmer obtuvo una variante de la enzima TEM con
resistencia aumentada alrededor de 30.000 veces [42]. Esta variante presenta tres mutaciones
(E104K, G238S y M182T) que también se han sido seleccionadas naturalmente en las variantes
clinica, como se indica en la Figura 2. En forma concomitante, otros experimentos de Evolucidn
Molecular Dirigida han generado esas mismas mutaciones [41,44]. Por simplicidad, en la Figura 2
s6lo se muestran los casos mas sobresalientes, pero existen otros experimentos de evolucion in
vitro a partir de TEM-1, incluso contra otros sustratos [38] o combinaciones de sustrato e

inhibidores [45,46], que también han mostrado concordancia con mutaciones ocurridas en las
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variantes clinicas. Por lo tanto, existe evidencia sélida que demuestra la utilidad de los
experimentos de Evolucion Molecular Dirigida y el analisis posterior de las mutaciones
encontradas como herramienta predictiva para anticiparse a la rapida evolucion de los

mecanismos de resistencia.

1.5 Evolucion de las metalo-B-lactamasas
1.5.1 Metalo-B-lactamasas y superfamilia: caracteristicas comunes y particularidades

de la actividad lactamasa

Las MBLs son miembros de una superfamilia ancestral de metaloenzimas que incluye
también una extensa variedad de hidrolasas, entre ellas: la glioxalasa Il de Homo sapiens, la
fosfodiesterasa de E. coli, la paration hidrolasa de Pseudomonas sp., la N-acil homoserin lactona
hidrolasa de Bacillus thurigensis y la ADN nucleasa Artemis de H. sapiens. Ademas, incluye un
grupo de proteinas redox citosdlicas, como la Rubredoxina: Oxigeno Oxidorreductasa de
Desulfovibrio gigas [47]. La topologia comun en esta superfamilia es un plegamiento de tipo
sandwich ap/Ba, donde el sitio activo se encuentra situado en un hueco poco profundo en la
interfaz de los dos dominos af (Figura 3) [28,48]. Para facilitar la comparacién de los residuos en
la superfamilia de MBLs, se construyé un esquema de numeracion estandar denominado “BBL”
[49,50] en base a alineamientos de secuencia y estructurales, que serd el empleado en el presente

trabajo de Tesis.

Figura 3: Estructura cristalografica de la MBL Bcll de Bacillus cereus.

Se muestra la estructura de Bcll (PDB 1BC2 [51]) como superficie (izquierda) y como cintas marcando los
elementos de estructura secundaria (derecha). En el sitio activo se muestran en verde los residuos ligandos
de Zn(ll), como esferas amarillas los iones Zn(Il) y como esferas rojas las moléculas de H,0.
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La mayoria de los 6000 miembros de esta superfamilia comparten cinco motivos
conservados: D84, H116-X-H118-X-D120-H121, H196, D221, H263 (en donde X representa un
aminoacido no conservado). Excepto por el residuo D84, todos los demas motivos estan
involucrados en la coordinacion del metal [47]. Las hidrolasas no B-lactamasas presentan
generalmente sitios dinucleares de Zn(ll), Fe(ll)/Fe(lll) o Mn(Il) con un residuo de Asp/Glu que une
a puente ambos metales. La mayoria de los miembros de la superfamilia comparten un primer
sitio metalico (sitio 1 6 Zn1 para las MBLs) compuesto por los residuos His116, His118 e His196 y
un segundo sitio metalico (sitio 2 é Zn2 para las MBLs) compuesto por los residuos Asp120, His121
y His263 (Figura 4)[47]. Una de las mayores diferencias entre las MBLs y los demas miembros de la
superfamilia es la presencia en esta ultimas de un ligando a puente Asp221. En cambio, las MBLs
presentan en dicha posicidn un residuo de Cys, que actia como ligando del Zn(ll) en el sitio Zn2, o

un residuo de Ser que no actia como ligando.

Glioxalasa Il de Homo sapiens Bcll de Bacillus cereus

Figura 4: Caracteristicas conservadas del sitio activo dentro de las proteinas de la superfamilia de MBLs y
diferencias con las enzimas MBLs.

Las esferas grises corresponden a los iones Zn(ll) y las esferas rojas a moléculas de agua. Se muestran como
bastones los residuos ligandos de los iones Zn(ll). A la izquierda se muestra el sitio activo de la enzima
glioxalasa Il de Homo sapiens (PDB 1Q5) [52], caracteristico de los miembros de la superfamilia. A la derecha
se muestra el sitio de la MBL Bcll de B. cereus (PDB 1BC2)[51], caracteristico de las MBLs de tipo B1. El sitio
Znl es compartido con los demas miembros de la superfamilia; mientras que el sitio Zn2 se encuentra
modificado debido a la presencia de un residuo de Cys en lugar de un residuo de Asp en la posicion 221.

Las MBLs, que constituyen la clase B de B-lactamasas, se dividen en tres subclases: B1, B2
y B3, en base a alineamientos de secuencia. Las enzimas de subclases B1 (como Bcll, IMP, VIM y

NDM) y B3 tienen el potencial de unir dos iones Zn(ll) en su sitio activo [53—57]. Estas enzimas son
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de amplio espectro de sustrato, dado que presentan actividad contra las distintas clases de B-
lactamicos: penicilinas, cefalosporinas y carbapenemes. En cambio, las de subclase B2 son activas
con un solo id6n Zn(ll) en el sitio activo (en el sitio Zn2) y son carbapenemasas exclusivas [58]. A
partir del analisis filogenético, las MBLs se pueden clasificar en dos grupos de origen evolutivo
diferente: B1 y B2 por un lado, y B3 por el otro [59]. Una caracteristica peculiar del sitio activo en
el grupo B1 + B2 es que en la posicién 221 se encuentra un residuo de Cys en lugar del residuo de
Asp conservado en la superfamilia [47] (Figura 4). Dicho residuo de Cys actia como ligando del ién
Zn(ll) del sitio Zn2 en lugar del residuo conservado H121 (Figura 4). Este hecho resulta llamativo
dado que los residuos de Cys son de alta ocurrencia en sitios estructurales de Zn(ll) pero se

encuentran muy raramente en sitios cataliticos de Zn(ll) [60].

La presencia de dicho residuo de Cys como ligando del ién Zn(ll) sugiere que el mismo ha
sido fijado en el ancestro comun de las enzimas B1 y B2 por cumplir un rol esencial en su funcidn
B-lactamasa. Este punto de divergencia en la evolucién de las MBLs de relevancia clinica respecto
a la superfamilia fue abordado durante la Tesis del Dr. Javier M. Gonzalez [61]. En dicho trabajo se
estudié la mutante C221D de la enzima Bcll de Bacillus cereus. Se observd que la mutante posee
un perfil hidrolitico in vitro anadlogo al de la enzima silvestre y, sin embargo, presenta una
capacidad de conferir resistencia a células de E.coli notablemente disminuida. En el Capitulo 3 del
presente trabajo de Tesis nos proponemos explicar la razén de este fendmeno, iniciando asi la

busqueda de correlaciones entre factores moleculares de las MBLs y el fenotipo de resistencia.

1.5.2 Evolucion de las MBLs ante la presion de seleccion contra nuevos sustratos

Las MBLs de mayor relevancia clinica pertenecen a la subclase B1, siendo las de tipo IMP y
VIM las que presentan mayor numero de variantes (48 y 41 respectivamente hasta el momento
[62]). Las variantes IMP presentan mutaciones puntuales que dan lugar a cambios en el perfil de
sustrato [63,64], de forma similar a lo previamente descripto con la lactamasa TEM. Si bien se ha
especulado sobre los efectos que podrian tener estas mutaciones, su relacién con los cambios en
el perfil de sustrato ain no se comprende por completo. La variante IMP-1 difiere de la variante
IMP-6 en la posicidon 262 por una sustitucion de Gly (IMP-6) --> Ser (IMP-1). IMP-1 hidroliza mas
eficientemente penicilinas e imipenem que IMP-6, lo cual se ha visto reflejado en un aumento en
su capacidad de conferir resistencia a dichos sustratos. Esto ha llevado a sugerir que IMP-6 seria
un precursor de IMP-1, y que IMP-1 habria evolucionado como resultado de la presion de

seleccién en la clinica [65,66]. Por otro lado, se ha visto que IMP-6 confiere mayores niveles de
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resistencia contra carbapenemes mas nuevos, como meropenem y doripenem. Esto deriva en la
hipdtesis opuesta: que IMP-6 habria evolucionado a partir de IMP-1 debido a la introduccién de
estos carbapenemes, sacrificando su actividad contra penicilinas e imipenem [64] . Sin embargo,
no se ha encontrado una correlacidon contundente entre la actividad enzimatica de IMP-6 contra

meropenem y doripenem y los datos de resistencia [67].

Buscando un paralelismo con los estudios en la enzima TEM, se han realizado intentos de
Evolucién Molecular Dirigida con IMP-1 contra el antibiético imipenem. Dado que no se
encontraron variantes con resistencia aumentada, se concluyé que IMP-1 no tendria el potencial
de seguir evolucionando. Sin embargo, esta conclusiéon debe ser tomada con precaucién, dado que
los experimentos se llevaron a cabo en cepas de E.coli de laboratorio [68]. Se ha visto que en
general estas cepas son muy sensibles a imipenem y las MBLs no pueden conferirles los altos

niveles de resistencia que si se han encontrado en cepas clinicas [63].

En resumen, los datos previos en MBLs nos indican la factibilidad de que mutaciones
puntuales modifiquen el perfil de sustrato, aunque la informacién disponible no permite hacer
correlaciones directas entre las caracteristicas moleculares de las enzimas y el fenotipo de

resistencia.

En nuestro grupo de trabajo, durante la Tesis del Dr. Pablo E. Tomatis, se empled una
estrategia de Evolucién Molecular Dirigida sobre la MBL Bcll de B. cereus [69,70]. La seleccidon se
realizd contra una cefalosporina para la cual la enzima presenta muy baja actividad, cefalexina.
Como resultado final se obtuvo una variante que posee una resistencia aumentada 32 veces frente
a este antibidtico, demostrando asi que las MBLs poseen el potencial para seguir evolucionando
contra sustratos pobres. Este cambio tuvo lugar a través de cuatro sustituciones, siendo una de

ellas G262S, la misma sustitucion que diferencia a las variantes IMP-6 e IMP-1.

En el Capitulo 4 del presente trabajo de Tesis se analizaran los efectos fenotipicos de cada
una de las mutaciones encontradas en este experimento y sus posibles combinaciones, realizando
el andlisis en el contexto de los conceptos de evolucion de proteinas: interaccion entre mutaciones
(epistasis), caminos evolutivos y “paisaje de aptitud”. En el Capitulo 5 se analizard la correlacién
entre los efectos de las mutaciones sobre propiedades moleculares de la enzima y los efectos en el

fenotipo de resistencia.
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1.6 Objetivos de esta Tesis

A lo largo de la historia, desde la implementacién masiva de antibidticos para combatir
infecciones bacterianas, se ha visto en forma reiterada que las bacterias pueden afrontar la
introduccién de nuevos antibidticos mediante la rdpida evolucion de sus mecanismos de
resistencia. En el caso de la resistencia a antiboticos B-lactdmicos mediada por enzimas -
lactamasas, unos pocos cambios de secuencia pueden dar lugar a cambios en el perfil de
hidrolitico. Dentro de las B-lactamasas, las MBLs representan una grave amenaza clinica debido a
su amplio espectro de sustrato, que incluye las cefalosporinas mas nuevas y los carbapenemes. A

esto se suma la ausencia de inhibidores de uso clinica contra las mismas.

En esta Tesis nos propusimos explorar las caracteristicas moleculares que estdn bajo
presion de seleccion en la evolucién de las MBLs. De esta manera buscamos contar con
herramientas que permitan analizar, comprender y anticipar las rutas evolutivas de las MBLs. Nos

planteamos entonces los siguientes objetivos especificos:

1) Estudiar por qué el residuo de Asp conservado en la superfamilia de MBLs en la
posicion 221 ha sido reemplazado por un residuo de Cys como ligando del Zn(ll) en las
MBLs de relevancia clinica. Se estudiaran los factores que podrian estar relacionados
con la disminuciéon de la funcionalidad in vivo de la mutante C221D: niveles de
expresion en extractos periplasmasticos, actividad en extractos periplasmaticos y
dependencia de dicha actividad con la disponibilidad de Zn(ll).

2) Estudiar los caminos evolutivos posibles hacia una variante optimizada de Bcll con
cuatro mutaciones: G262S, L250S, V112A y N70S; de manera de responder a
cuestiones fundamentales en la evolucidn de proteinas acerca de la relevancia de la
interacciones entre mutaciones en el condicionamiento de los caminos evolutivos
posibles. Esto implica construir las variantes para cada paso de todos los caminos y
determinar el fenotipo de resistencia correspondiente.

3) En base a la variante optimizada de Bcll y a las variantes correspondientes a puntos
intermedios de estos caminos evolutivos, se buscara correlacionar caracteristicas de
las enzima, como actividad, estabilidad y comportamiento diferencial respecto la

disponibilidad de Zn(ll) en el medio, con los fenotipos de resistencia observados.
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Capitulo 2. Materiales y Métodos

2.1 Plasmidos

2.1.1 Plasmido pKP

En el laboratorio se disponia de un plasmido derivado del vector pBluescriptKS(+)
denominado pKP-Bcll que permite la expresién de la proteina Bcll y su translocacion al espacio
periplasmatico de E.coli [70]. El plasmido pKP-Bcll mantiene el origen de replicacién del pldasmido
pBluescriptKS(+) (de niumero de copias entre 300 y 500) y contiene un marcador de resistencia a
kanamicina. El gen codificante para la enzima Bcll estd clonado bajo control del promotor
inducible plLac y fusionado a la secuencia codificante para el péptido sefial de la enzima pectato
liasa (pelB) de Erwininia carotovora. Este péptido sefial permite la exportacion de la proteina hacia
el periplasma, donde puede unirse a los antibidticos B-lactamicos e hidrolizarlos confiriendo asi

resistencia contra los mismos.

Este plasmido se tom6 como base para clonar las distinas mutantes de Bcll con las cuales

se trabajé en esta Tesis utilizando los sitios de restriccion BamHI y Xhol.

BamHI Xhol
F
pLac W
. e p
~ -~
"\.\ ,/
Ry -
~

~

pKPBcll

5315 pb

KanR

Figura 5: Diagrama del vector pKP-Bcll.

Se indican sus componentes mds importantes: plac, promotor inducible por IPTG; pelb, secuencia
codificante para el péptido sefial de Pectato Liasa; gen codificante de Bcll; cebadores M13Fw y M13Rv
utilizados para secuenciar las construcciones realizadas en este vector, KanR, cassette de resistencia a
Kanamicina; Ori: origen de replicacién ColE1.
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2.1.2 Plasmido pET-Term

Este plasmido fue construido en nuestro laboratorio a partir del vector pETGEXCT [71]. El
vector pETGEXCT posee un promotor especifico para la ARN polimerasa del bacteriéfago T7
mediante el cual se pueden sobreexpresar proteinas como fusién N-terminal o C-terminal a la
proteina Glutatién-S-Transferasa (GST, proveniente de Schistosoma japonicum). Esto permite
aislar la fusion del extracto crudo mediante cromatografia de afinidad por GST. En el vector pET-
Term se introdujo corriente abajo del gen gst, la secuencia del gen bcii y la secuencia del elemento
B-Term proveniente del genoma de B. cereus. Esta secuencia actlia como un terminador de la
transcripcion del gen bcll, y su presencia resulta esencial para obtener niveles elevados de
transcripcion de la proteina de fusidon GST-Bcll [72]. El plasmido contiene un marcador de
resistencia a ampicilina. Las distintas mutantes de Bcll se clonaron en este vector mediante los

sitios de restriccion BamHI y Hind III.

BamHlI Hindlll
FpT
s [T7| LacO GST p-Term -
~ . p -
~ RpT
~ s
~ -

~ Sitio de corte s

Trombina

pET-TermBall

6332 pB

AmpR

Figura 6: Diagrama del vector pET-Term Bcll.

Se indican sus componentes mds importantes: promotor T7; operador lacO; GST, gen codificante para
Glutation-S-Transferasa de Schistosoma japonicum; sitio de corte con Trombina; gen codificante de Bcll;
cebadores FpT y RpT utilizados para secuenciar las construcciones realizadas en este vector, AmpR, cassette
de resistencia a ampicilina; Ori: origen de replicacién pMB1.

2.2 Soluciones amortiguadoras

e TAE: Tris-acetato 40 mM, EDTA 1 mM, pH 8.

e MTPBS: NaCl 150 mM, Na,HPO, 16 mM, NaH,PO, 4 mM, pH 7.

e Tris-Zn: Tris-HCI 100 mM, pH 7, ZnSO4; 1 mM.

e Solucién amortiguadora para medios de reaccién: Hepes 10 mM; NaCl 200 mM; pH 7,5.

e Solucion amortiguadora para determinaciones de afinidad: MOPS 50 mM; NaCl 0,1 M; pH
7,3.
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2.3 Medios de cultivo

« Medio de cultivo liquido Luria-Bertani (LB): triptona de caseina 1% P/V, extracto de
levadura 0,5% P/V, NaCl 1% P/V (Sigma).

« Maedio de cultivo sélido Luria-Bertani (LB): triptona de caseina 1% P/V, extracto de levadura
0,5% P/V, NaCl 1% P/V, agar-agar 1,5% P/V (Sigma).

« Medio SOC: peptona de carne 2%, extracto de levadura 0,5%, KCl 2,5 mM, NaCl 10 mM,
MgCl, 10 mM, MgS0O, 10 mM y Glucosa 20 mM.

Cuando se utilizaron antibidoticos como agentes de seleccidn, los medios se suplementaron

con las siguientes concentraciones finales: 150 ug/ml para ampicilina, 35 pg/ml para cloranfenicol

y 50 pg/ml para kanamicina.

2.4 Cepas de Escherichia coli utilizadas

Nombre Genotipo

DH5a F endAl ginv44 thi-1 recAl relAl gyrA96 deoR nupG ®80dlacZAM15
A(lacZYA-argF)U169, hsdR17(rg mg’), A—

XL1-Blue endAl gyrA96(nal®) thi-1 recAl relAl lac gInV44 F'[::Tn10 proAB"* lacl®
A(lacZ)M15] hsdR17(r¢ mg’)

BL21(DE3) pLysS F- ompT (rB-mB+) dcm gal (DE3) pLysS CmR

2.5 Técnicas de Biologia Molecular

2.5.1 Purificacion de ADN plasmidico

El ADN plasmidico se purific6 mediante el Método de Lisis Alcalina [73] y los reactivos del
Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promega) segun indicaciones del fabricante. En
general, se obtuvieron rendimientos en el rango de 60-100 ng de ADN plasmidico/pl. El grado de
pureza e integridad se chequed por electroforesis en gel de agarosa segun se describe en la 2.5.2.
La estimacién de las concentraciones de las soluciones de ADN se obtuvo por comparacién directa
con la intensidad de las bandas del patréon de tamafio molecular (ADN de fago A digerido con
Hindlll), de concentracidn conocida (100 ng/uL). Cuando fue necesario, se estimé la concentracion
espectrofotométricamente, teniendo en cuenta que una unidad de absorbancia a 260 nm con un
paso éptico de 1 cm equivale a 50 pug/ml de ADN doble hebra. Se evalué también la relacién

Abs,e0/Abs,g0, que deberia ser igual o mayor que 1.8 para preparaciones puras.
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2.5.2 Electroforesis en geles de agarosa

Se llevaron a cabo utilizando sistemas de tipo submarino [73]. Se usaron geles con una
concentracion de agarosa variable (entre 1y 2 % P/V), dependiendo del tamafio de las moléculas
de ADN a resolver, preparados en la solucion amortiguadora TAE. A los mismos se les adiciond el
colorante Gel Green (Biotium), que se une al ADN doble hebra, antes de su gelificacion a la
concentracion final indicada por el proveedor. Para la visualizacién de las bandas se empled un
transiluminador de luz azul Safe Imager (Invitrogen), que permite la excitacion de la fluorescencia

del colorante que tiene su maximo a 500 nm.

Para sembrar las muestras, se mezclaron previamente con 10 % V/V de una solucion de
azul de bromofenol 0,25 % P/V; xilenocianol 0,25 % P/V vy glicerol 30 % V/V en agua destilada
estéril. Las electroforesis fueron realizadas utilizando TAE como solucién de corrida, con una
diferencia de potencial constante de 80 V. Como marcadores de peso molecular se utilizaron ADN
del fago A digerido con la endonucleasa de restriccion Hindlll (Invitrogen) y Ladder 100 pb

(Productos Bio-légicos).

2.5.3 Digestion de ADN con endonucleasas de restriccion

Las condiciones de digestién utilizadas fueron las recomendadas por el proveedor de las
enzimas de restriccién (Promega). Las reacciones para cortes de chequeo se realizaron en general
en un volumen final de 20 pl, utilizando 0.3 pl de enzima (de concentracién 10 U/ul), 3 ul de ADN
plasmidico (de concentraciéon aproximada 100 ng/ul), 2 pl del medio de reaccion 10X
correspondiente y 2 pl de BSA 10 mg/ml. Cuando los cortes se realizaron con fines de clonado, se
utilizé tipicamente un volumen final de 50 pl, utilizando 1 pl de enzima y 10 pl de ADN plasmidico.

En ambos casos se utilizaron incubaciones de 2-3 hs. a 37 °C.

En los casos en que se realizaron digestiones con dos enzimas, cuando fue posible, se
empled un medio de reaccion en el que ambas fuesen activas. De lo contrario, se procedio al corte
secuencial, el producto obtenido luego del corte con la primera enzima se purificd a partir de un

gel de agarosa y se digirid con la segunda enzima.

2.5.4 Purificacion de fragmentos de ADN a partir de geles de agarosa

Para purificar fragmentos de ADN a partir de geles de agarosa se utilizd el kit comercial
Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega), que se basa en la unién del ADN a una

membrana de silica en presencia de sales caotroépicas.

18
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2.5.5 Reacciones de ligacion

Las ligaciones de los fragmentos de ADN se realizaron con la enzima T4 ADN ligasa, de
acuerdo a las indicaciones del proveedor (Promega). Se usé una concentracion molar del
fragmento 3 veces mayor a la del vector, para tratar de minimizar la religacién del mismo, en un
volumen final de 50 pl. Se realizaron controles de religacion del vector, sin el agregado de inserto.
Las reacciones se llevaron a cabo a 4 °C durante 16hs. En todos los casos se realizaron ligaciones

direccionales.

2.5.6 Mutagénesis sitio-dirigida

Para introducir las mutaciones sitio-especificas deseadas se utilizé la técnica denominada
Mutagénesis por Amplificacién del Vector y Seleccion de Mutantes por Digestion con Dpnl [73]. El
protocolo se basa en la utilizacién de un par de oligonucléotidos totalmente complementarios
entre si, cuya secuencia contiene la mutacién deseada, y en la eliminacion del ADN parental

mediante digestion con Dpnl, la cual es especifica para ADN metilado.

Loa oligonucledtidos hibridan en posiciones equivalentes en hebras opuestas del molde y
son extendidos mediante una reaccién de PCR con una polimerasa altamente procesiva, en este
caso Platinum Pfx (Invitrogen). Las hebras producidas pueden asociarse para dar lugar a un
plasmido mellado. Una vez terminada la reaccién de amplificacion se digiere el ADN parental
metilado mediante el uso de la enzima de restriccion Dpnl. Los productos de la digestion se

transforman en células de E.coli, donde los pldsmidos mellados pueden religarse y replicarse.

2.5.6.1 Diseno de los oligonucledtidos mutagénicos

La secuencia de los cebadores utilizados se disefidé para introducir el cambio deseado v,
cuando fue posible, para incorporar mutaciones silenciosas adicionales que generan un sitio de
corte para una enzima de restricciéon como marcador. A continuacién se detallan las secuencias de
los oligonucledtidos utilizados. Los codones cambiados y los sitios de restricciéon creados estan
subrayados, y las bases mutagenizadas se marcan en rojo.
L250S:
Fw: 5'- GGTCTACATCGATTGAGAATGTGTCGAAGCGATATAGAAATATAAATGC-3’

Rv: 5°- GCATTTATATTTCTATATCGCTTCGACACATTCTCAATCGATGTAGACC-3’

V112A:
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Fw: 5-GCGTAACGGATGCCATTATTACACATGCGCATGCTGATCGAATTGG-3" - Sitio Sphl
Rv: 5"-CCAATTCGATCAGCATGCGCATGTGTAATAATGGCATCCGTTACGC-3

Se contaba con los genes mutantes de Bcll con las mutaciones G262S, N70S vy
G262S/N70S. Se partio de los genes de Bcll silvestre (wt) y de dichas mutantes para adicionar la
mutacién V112A y obtener las siguientes combinaciones de mutaciones: V112A, G2625/V112A,
V112A/N70Sy G262S/V112A/N70S.

Luego, contando con estas variantes, se adicioné la mutacidn L250S para obtener las
combinaciones: L250S, L250S/N70S, G262S5/L250S/N70S, L250S/V112A.

Las mutagénesis se realizaron sobre el plasmido pKP, y se procediod luego al reclonado en
dicho plasmido con las enzimas de restriccién BamHI y Xhol. En forma similar, se precedié con el
pldsmido pET-Term, realizando el reclonado con las enzimas BamHI y Hindlll.

2.5.6.2 Reaccion de PCR y digestién con Dpnl

Las reacciones de PCR se realizaron en un volumen final de 100 pul conteniendo 0.3 mM de
cada dNTP, 0.2 nmol/ul de cada oligonucledtido, MgSO, 1 mM, 400 ng del plasmido molde, 10 pl
de la solucién amortiguadora 10X correspondiente a la polimerasa Pfx Platinum DNA (Invitrogen) y

2 U de dicha enzima y cantidad suficiente de agua MilliQ.

Se utilizé el equipo Perkin ElImer Gene Amp PCR System 2400, luego de un paso inicial de
30 s a 95°C se realizaron 18 ciclos de: 30 s a 95° C, 1 min a 55 °C y un paso de extensién final de 5
min at 68 °C. El ADN parental se digirié agregando a la mezcla de reaccidn 1 U de Dpnl e incubando

1ha37°C

2.5.6.3 Recuperacién de plasmidos mutantes

Se realizd una transformacién con CaCl, de E. coli DH5a o JM109 utilizando toda la mezcla
de reaccién el ADN tratada con Dpnl. Se realizaron preparaciones de ADN plasmidico de colonias
de transformantes seleccionadas al azar. La presencia de las mutaciones esperadas se infirid por
patrones de restriccion cuando fue posible y se confirmé mediante secuenciacién realizada por el

Servicio de Secuenciacion de ADN de la Universidad de Maine (Orono, ME, Estados Unidos).

Para los genes clonados en el plasmido pKP (Figura 5) se utilizaron los oligonucleétidos
universales M13-Foward y M13-Reverse. Estos cebadores hibridan en lados opuestos del sitio de
multiple clonado del plasmido, permitiendo obtener la secuencia completa de los fragmentos

clonados. Para los genes clonados en el plasmido pET-Term (Figura 6) se utilizaron los

20
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oligonucléotidos pT Fw (CCA CAA ATT GAT AAG TAC TTG AAA TC) y pT Rv (CTC AGT AAT ATA TGC
TGG CGT AAT C), los cuales hibridan en posiciones opuestas por fuera de la secuencia codificante
del gen bcll. Las secuencias obtenidas se analizaron con el programa Clustal X version 2.0.8 [74]

para verificar que las mismas correspondiesen con lo esperado.

2.5.7 Preparaciony transformacion de células de E. coli utilizando CaCl;

Este método se empled para transformar células de E. coli tanto con ADN plasmidico como
con mezclas de ligacién o mutagénesis [73]. Se inoculé una colonia en medio liquido LB
(suplementado con cloranfenicol para BL21 (DE3) plLysS) y se crecié a 37 °C durante 16 h con
agitacion. Se realizd una dilucidn 1:100 del cultivo saturado en medio LB (suplementado con el
antibidtico correspondiente segun el plasmido a transformar), y se lo dejé crecer a 37 °C durante

hasta alcanzar una densidad optica (DO) goonm de aproximadamente 0,4.

A continuacion, se fracciond el cultivo en alicuotas de 1 ml por cada evento de
transformacién a realizar. Los tubos se centrifugaron durante 2 min a 4000 rpm en centrifuga
refrigerada a 4 °C, se descartaron los sobrenadantes, y las células se resuspendieron en 500 pl de
CaCl, 0,1 M frio. Se centrifugaron nuevamente las células bajo las mismas condiciones, y se
resuspendieron en 100 pl de CaCl, 0,1 M frio. Luego, se adicion6 a las células 2 pl de plasmido
superenrollado concentrado (al menos 50 ng/ul), o de una dilucién 1/5 de la mezcla de ligacién. En
el caso de mezclas de reaccién de mutagénesis, se le adiciond CaCl, a la mezcla para una
concentracion final de 0,1M y con esta solucién se resuspendieron las células en el paso final. En
todos los casos, se incubd en hielo durante 1 h. Después se les aplicé un choque térmico de 2 min
a 42 °C, y se las incubd durante 1 h a 37 °C en medio SOC con agitacién para permitir su
recuperacion. Finalmente, las células se sembraron en placas de Petri conteniendo LB-agar
suplementado con el antibidtico al cual confiere resistencia el plasmido transformado (ademas de
cloranfenicol en el caso de BL21 (DE3) pLysS) y se crecieron durante 16 hs a 37 °C. Como control

negativo se siguieron los mismos pasos, sin el agregado de ADN plasmidico.

2.6 Electroforesis de proteinas en condiciones desnaturalizantes (SDS-
PAGE)
Se prepararon geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes, con una

concentracion de poliacrilamida 12 o 14 % P/V para el gel de separacion (12 o 14 % P/V de

Acrilamida-Bisacrilamida 30:0,8 en Tris:HC| 0,126 M pH 8,8; SDS 0,26 % P/V) y 4,5 % P/V para el gel
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de concentracion (4,5 % P/V de Acrilamida-Bisacrilamida 30:0,8 % P/V en Tris:HCI| 0,126 M pH 6,8,
SDS 0,26 % P/V) [75]. Las muestras de proteina fueron incubadas en solucién de siembra (glicerol
5% V/V, SDS 2% P/V, B-mercaptoetanol 0,1 % V/V, azul de bromofenol 0,1 mg/ml) durante 5 min a
100 °C y posteriormente centrifugadas 5 min a 13000 rpm en una microcentrifuga a temperatura

ambiente.

El sistema de electroforesis empleado fue el Miniprotean Il (BioRad). La corrida
electroforética se realizé utilizando como solucién amortiguadora Tris 0,3 % P/V, glicina 1,44 %
P/V, y SDS 0,1 % P/V, aplicando una corriente constante de 30 mA. Luego de la corrida, los geles
fueron fijados durante 10 minutos con una solucion de etanol: acido acético: agua (25:10:75), y
tefiidos durante 10 minutos con una solucién de azul de Coomassie R250 al 1% (P/V) en etanol:
acido acético: agua (50:10:40). La decoloracion del gel se llevé a cabo mediante lavados sucesivos

con etanol: acido acético: agua (25:10:75).

2.7 Preparacion de extractos de periplasmay de células totales

Las preparaciones de extractos de periplasma se realizaron con el fin de poder medir la
actividad B-lactamasa en dicho medio. En el laboratorio se contaba con experiencia en el uso de
un protocolo de extraccidon por choque osmético descripto previamente [76], el cual se modifico
para evitar el uso de EDTA, dado que el mismo es un fuerte quelante de Zn(ll),que alteraria el
estado de la enzima. Brevemente, se inocularon colonias de E.coli XL1-Blue transformadas con los
pldsmidos pKP, pKP-Bcll-wt o pKP con cada una de las mutantes estudiada, en 10 ml de medio
liqguido LB suplementado con kanamicina. Estos cultivos se crecieron con agitacion durante 16 h a
37 °C. A continuacién se realizaron diluciones 1/100 de cada cultivo en 10 ml de medio liquido LB
suplementado con kanamicina. Cada cultivo se crecié hasta alcanzar una densidad dptica
DOgoonm=0,2 ; tras lo cual fueron inducidos con IPTG y se continud su crecimiento hasta alcanzar la
fase exponencial a una DOgy,m de 0,6-0,8. Luego, se cosecharon las células por centrifugacién a
5000 rpm por 10 min. Se descartd el sobrenadante y las células se resuspendieron en 5 ml de
soluciédn amortiguadora Tris 30 mM (pH 8,0), PMSF 1 mM y sacarosa al 20 %, y se incubaron por 10
min a temperatura ambiente con agitacién. Estas muestras se centrifugaron a 10000 rpm por 10
min, el pellet se resuspendié en 2 ml de MgSO, 10 mM frio, y se incubd durante 10 min a 4 °C con
agitacion. Posteriormente, se centrifugd a 10000 rpm por 10 min para obtener en el sobrenadante

las proteinas solubles del periplasma.
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Con estas muestras en 2 ml de volumen final fue posible realizar medidas de velocidades
iniciales empleando una dilucién final 1/20 en el medio de reaccion (Hepes 10 mM, NaCl 10 mM,
pH 7,5). Para visualizar las bandas en geles SDS-PAGE, fue necesario concentrar las muestras. Para
ello, 1 ml de las muestras fueron precipitadas con TCA al 10 %, lavadas dos veces con agua y
resuspendidas en 30 ul de una solucién de Tris:HCl 50 mM pH 7. Dado que en los ensayos de
Western Blot se observd que la precipitacion con TCA producia interferencias en el revelado, se
probd como alternativa concentrar las muestras en filtros Amicon Ultra con un corte de peso

molecular de 10 kDa, logrando concentrar las muestras hasta 20 veces.

En el laboratorio, también se contaba con experiencia en el método de extraccién de
proteinas periplasmdaticas con cloroformo [77]. Este método también se probd en el presente
trabajo, observando que pueden obtenerse preparaciones con actividad B-lactamasa y con la
ventaja de que los extractos se obtienen mds concentrados que con el método anterior.
Brevemente, se cosecharon las células de 14 ml de cultivo por centrifugacién a 7000 rpm, se lavo
dos veces con 3 ml de solucidon amortiguadora Tris-HCl 10 mM pH 7,3; 30 mM MgCl,. Luego se
resuspendieron las células en 200 ul de Tris-HCI 10 mM pH 7,3; 30 mM MgCl,, y se adicionaron 20
pl/ml de cloroformo. La mezcla se homogeneizd suavemente y se incubd durante 15 minutos. Se
centrifugaron las muestras durante 15 minutos a 6000 rpm, y se recuperaron de los

sobrenadantes los extractos de periplasma. Todos los pasos se realizaron a 4°C.

Para la preparacién de muestras de células totales, se tomaron 400 pL de los mismos
cultivos, se cosecharon las células por centrifugacién y se resuspendieron en 40 uL de Tris-HCI 10
mM. Se le adicioné a cada muestra solucién de siembra de SDS-PAGE y se las incubd a 100 °C

durante 10 minutos.

Todas las preparaciones fueron analizadas mediante SDS-PAGE.

2.8 Medidas de actividad empleando extractos periplasmaticos

A partir de los extractos periplasmdticos preparados por el método de choque osmético
pudieron medirse velocidades iniciales contra cefalexina empleando una dilucién 1/20 de dichos
extractos. Se utilizé6 una concentracion saturante de cefalexina (400 uM) segun los valores de Ky
obtenidos para las enzimas purificadas. Las reacciones se llevaron a cabo en solucidn

amortiguadora 10 mM Hepes; pH 7,5; 200 mM NaCl a 30 °C.
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La cantidad de enzima presente en los extractos se cuantificd por densitometria a partir de
la banda correspondiente en geles SDS-PAGE (para lo cual fue necesario concentrar los extractos,
como se describe en la seccidn 2.7). Como calibracion interna, se sembraron cantidades conocidas

de la proteina pura. La identidad de la banda se verificé mediante ensayos de Western Blot.

Conociendo la cantidad de enzima en los extractos se calculd el parametro Viax aparente/ [E]
para comparar entre todas las variantes (en general se obtuvieron valores de [E] en la reaccién de
entre 0,9 y 2 nM). Este procedimiento se repitié 3 veces con preparaciones independientes de

periplasma.

Luego, trabajando sdlo con las variantes G, GL, GV, GN, GLN, GLV, GVN y GLVN se midieron
las velocidades iniciales a varias concentraciones de sustratos, para obtener parametros de ke y
Kwv aparentes. Esto fue posible dado que se observé un comportamiento que obedece el modelo
de Michaelis-Menten en todos los casos. Estas determinaciones se realizaron al menos por

duplicado.

2.9 Western Blots

Las muestras de proteinas fueron separadas a través de SDS-PAGE usando geles de
poliacrilamida al 12 6 14%. Luego, las proteinas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa,
utilizando como medio de transferencia una solucidon conteniendo Tris 200 mM, glicina 150 mM,
SDS 0,03 % P/V y metanol 10% V/V. La transferencia se realizé a 350 mA durante 1 h con agitacidn
en camara fria, utilizando el sistema MiniProtean 1l de BioRad. Se confirmdé la adecuada
transferencia de las proteinas tifiendo la membrana con una solucién de Ponceau S (Sigma) al
0,1%. Luego se procedi6 al bloqueo de la membrana con leche descremada al 5% P/V y Tween-20
al 0,1% V/V en solucion amortiguadora PBS, realizando 4 cambios de la solucién separados por

periodos de incubacién de 10 min.

A continuacién, se realizo la deteccion especifica de la proteina mediante incubacion con
un anticuerpo policlonal anti-Bcll-wt de conejo durante 1 h. Luego de una serie de lavados, se
agrego un segundo anticuerpo anti-lgG de conejo conjugado a la enzima fosfatasa alcalina (Sigma)
y se incubo durante 1 h. El revelado final se realiz6 mediante la reaccion cromogénica catalizada
por esta enzima en presencia de los sustratos fosfato de 5-bromo-4-cloro-3-indolil-fosfato (BCIP) y

nitroazul de tetrazolio (NBT), en medio Tris 100 mM pH 9,5; NaCl 100 mM y MgCl, 5 mM.
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2.10 Determinacion de Concentraciones Inhibitorias Minimas (CIMs)

Las concentraciones inhibitorias minimas (CIMs) para los distintos antibidticos se
determinaron en medio sélido LB mediante el método de macrodilucion en agar. Los antibidticos

ensayados fueron cefalexina, cefotaxima y ceftazidima.

Como cepa hospedadora para las determinaciones se utilizé a E.coli XL1-Blue. Para ello se
transformd con los plasmidos pKP, pKP-Bcll-wt o pKP conteniendo los genes correspondientes a
las distintas variantes de Bcll. Se partié de un inéculo de cada cepa crecido durante toda la noche
a 37°C en medio selectivo conteniendo kanamicina 50 pug/ml y se realizé una dilucion 1/50 en
medio fresco que se dejo crecer hasta una DOgy,m de aproximadamente 0,2 unidades. Entonces se
indujo la expresidon de B-lactamasas a partir del plasmido pKP agregando IPTG 500 pM, y se

continud el crecimiento del cultivo hasta alcanzar una DOggonm de 0,4-0,5 unidades.

Se realizaron diluciones de este cultivo con DOggonm ajustadas a 0,1 y 0,01 unidades, y se
sembraron gotas de aproximadamente 2 pl utilizando un dispositivo multi-inoculador en placas de
LB-agar conteniendo 50 pug/ml de kanamicina, IPTG 500 uM y concentraciones del antibidtico B-
lactdmico en diluciones progresivas siguiendo la escala de potencias enteras de 2 (2"). Ademas, se
realizaron determinaciones de CIM en placas de medio LB-agar suplementado con ZnSO4 500uM o

con EDTA 5 uM. Las placas se incubaron a 37 °C durante 16 hs.

Los valores de CIMs se determinaron a partir de al menos 3 repeticiones independientes.
Para los graficos de correlaciones se utilizaron los promedios y su error estandar correspondiente.
Para las tablas y figuras los valores de CIM se muestran en la escala convencional de 2" (es decir, si

el promedio de una CIM fue de 24 pg/ml, se indica como valor de CIM 32 ug/ml).

2.11 Expresion y purificacion de enzimas recombinantes

2.11.1 Induccion de la expresion en células de E. coli
Se siguieron los pasos del protocolo de sobreexpresién puesto a punto para Bcll wt [78].

Se transformaron células de E. coli BL21 (DE3) pLysS con el plasmido de expresion denominado
pET-Term (seccion 2.1.2) conteniendo Bcll-wt o sus variantes. Obtenida la placa de
transformantes, se escogidé una colonia y se la reestrié en una nueva placa de Petri con medio LB
solido suplementado con cloranfenicol y ampicilina. Se tomé una colonia aislada y se inocularon 3

ml| de medio liquido LB suplementado con cloranfenicol y ampicilina. Se dejo crecer a 37 °C con
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agitacion a 250 rpm por un periodo de 8 hs, se tomé 1 ml y se centrifugd 5 min a 5000 rpm. Se
descartd el sobrenadante y las células se resuspendieron con medio liquido LB fresco. Con las
células resuspendidas se inoculd un frasco conteniendo 10 ml de medio liquido LB (dilucién 1/10)
suplementado con cloranfenicol y ampicilina. El cultivo se dejé crecer por 16 hs a 37 °C en
agitacion a 250 rpm. Luego se centrifugd 10 min a 5000 rpm a 4 °C en centrifuga refrigerada y se
descartd el sobrenadante. Las células se resuspendieron con 1 ml de medio liquido LB fresco, y el
indculo asi obtenido se agregd a 200 ml de medio liquido LB (dilucién 1/20) suplementado con
cloranfenicol y ampicilina (repartido en dos erlenmeyers de 500ml). Este se dejo crecer a 37 °C en

agitacion hasta alcanzar una DOgy ,m de 0,8 unidades (aproximadamente 1 h).

Para inducir la expresién de la proteina de fusién se agregd IPTG a una concentracién final
de 1 mM. La induccion se realizé durante 4 hs a 37 °C en agitacion a 150 rpm. En estas
condiciones, se encontrd que para algunas de las mutantes de Bcll con las cuales se trabajo en esta
Tesis (G, GVN, GLN y GLVN), se obtenian preparaciones de proteina poco estables (con tendencia a
precipitar facilmente) y con un contenido de metal menor a 1,4 equivalentes de Zn(ll)/ por
molécula de proteina. En el caso de la mutante GLN, se obtenia muy poca cantidad de la proteina
en la fraccion soluble luego de la ruptura de las células. Se probé entonces realizar la induccién a
20 °C durante 16 hs y agregando ZnSO, al medio de cultivo 500 uM, lo que permitio solucionar los
inconvenientes tanto de solubilidad de la proteina sobreexpresada como del contenido final de

Zn(ll) y estabilidad de las preparaciones.

2.11.2 Ruptura celular
Los cultivos celulares se centrifugaron por 15 min a 5000 rpm en una centrifuga IEC con

rotor de angulo fijo 877. Se descartaron los sobrenadantes y las células se resuspendieron en 10
ml de solucién amortiguadora MTPBS suplementada con fenilmetilsulfonilfluoruro (PMSF) 1 mM,
ADNasa 0,1 mg/I de cultivo y MgCl, 5 mM. En este medio las células se congelaron a -20 °C. Al otro

dia, las células se descongelaron y se agregd nuevamente PMSF.

A continuacion se rompieron las células mediante sonicacidén, sometiéndolas a 5 pulsos de
40 Watts (Sonicador Branson modelo 250). Cada pulso se aplicé durante 30 s, a intervalos de 1
min, manteniendo siempre las células en hielo. El lisado obtenido se centrifugd a 45000 rpm por 1
h a 4 °C en una ultracentrifuga refrigerada Optima L90-K Ultracentrifuge (Beckman Coulter). De
esta manera se separa la fraccion proteica soluble (extracto crudo) de los restos celulares, células

que hayan quedado sin romper y proteinas no solubles.

26
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2.11.3 Separaciones cromatograficas
Para purificar la proteina de fusion GST-Bcll (wt o sus variantes) a partir del extracto crudo,

se realizé6 un fraccionamiento mediante cromatografia de afinidad. Para ello, se utilizd una
columna de vidrio en la cual se empaquetd la matriz comercial Glutatidon-Agarosa (Sigma), segln
las indicaciones del fabricante. Una vez equilibrada con 5 volimenes de MTPBS, se sembré el
extracto crudo a reflujo por un periodo de 16 hs, a 0,5 ml/min. Luego se prosiguié con dos lavados,
el primero con 5 voliumenes de MTPBS, y el segundo con 4 volimenes de Tris-HCl 50 mM pH 8, a
un flujo constante de 2 ml/min. La proteina de fusion se eluyé con una solucién hecha en el
momento de glutation reducido 10 mM en Tris HCl 50 mM pH 8. Una vez seleccionadas las
fracciones correspondientes al pico del cromatograma (Absysgnm Vs. t), se determind la cantidad
aproximada de proteina de fusién obtenida mediante medidas de absorbancia a 280 nm (el

coeficiente de absortividad a 280 nm utilizado fue de 1,9 ml mg*cm™).

Todos los pasos cromatograficos se realizaron a 4 °C y se utilizaron bombas del tipo

peristaltica, un detector UV-vis, un registrador y un colector de fracciones (Amersham Pharmacia).

La digestidn de la proteina de fusidn se realizé durante 2 hs a 26° C en el medio de elusién
con el agregado de NaCl 150 mM, CaCl, 2,5 mM (concentraciones finales) y 1 mg Trombina por
cada 30 mg de fusidn. Se verificd que la totalidad de la proteina fuera digerida en un gel de SDS-

PAGE al 14 % P/V.

Para separar la enzima Bcll de la proteina GST de se empled una columna de intercambio
catidnico, utilizando la resina comercial Carboxymethyl Sepharose Fast Flow (GE Healthcare). Dicha
separacién se basa en la diferencia en los puntos isoeléctricos de ambas proteinas (8,3 para Bcll-
Zn0 y 6,1 para GST). La mezcla de digestion se diluyd 1:3 en Tris-Zn y se sembré a un flujo de 1
ml/min. Se lavé por 16 hs con 50 volimenes de solucion Tris-Zn y luego se eluyd con Tris-Zn, NaCl
400 mM. Se colectaron las fracciones que contenian proteina y se analizaron mediante SDS-PAGE.
Se juntaron aquellas fracciones que contenian la proteina de interés sin impurezas y se determiné
la concentracién de proteina por medidas de absorbancia a 280 nm, utilizando el coeficiente de

absorcién molar de Bcll-wt (€550 nm = 30800 M cm™) [79].

La proteina purificada se concentrd hasta un volumen final de aproximadamente 2-5 ml
resultando en concentracién de aproximadamente 60-80 uM; mediante el protocolo descrito en

seccion 2.11.6, y se la dializd contra cien volumenes de solucion amortiguadora Hepes 10 mM,
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NaCl 0,2 M, pH 7,5 para eliminar el exceso de zinc (se realizaron cuatro cambios de 12 hs cada

uno, a 4 °C).

2.11.4 Cuantificacion de enzimas
Se realizaron barridos espectrales entre 350 y 240 nm (en un espectrofotémetro Jasco V-

550 o Jasco V-670) de la solucion de enzima y de un blanco de solucidon amortiguadora. Se restaron
los espectros y, con el valor de absorbancia diferencial a 280 nm, se calculé la concentracién de
enzima segun la ley de Lambert-Beer. El coeficiente de absortividad molar utilizado fue el de la

enzima silvestre (€,30nm= 30.800 M™*cm™).

2.11.5 Preparacion de apo-enzimas
Para obtener muestras de apo-enzimas de Bcll o de sus variantes mutantes se procedié

como se describié previamente [78]. Una fraccidon de la muestra de proteina purificada se sometid
a dos pasos de didlisis contra 200 voliumenes de una soluciéon de HEPES 10mM pH 7.5, NaCl 200
mM vy el quelante EDTA 20 mM. Luego se elimind el EDTA mediante dos pasos de didlisis contra
200 volumenes de una solucidon de Hepes 10 mM pH 7,5, NaCl 2 M, y finalmente se extrajo el
exceso de NaCl a través de dos pasos de dialisis contra 200 voliumenes de Hepes 10 mM pH 7,5,

NaCl 0,2 M.

Cada pasos de didlisis tuvo una duracién de al menos 6 horas y todo el procedimiento se
llevd a cabo a 4 °C. Todas las soluciones reguladoras utilizadas fueron tratadas con la resina Chelex

100 (Sigma) para extraer trazas de cationes divalentes.

2.11.6 Concentracién de muestras de proteinas
Para concentrar las soluciones de proteina, se utilizaron dispositivos de concentracién

Amicon Ultra con un valor de corte de 10 kDa, en su versién de 15 ml. La solucién de proteina se
colocd en el compartimiento superior del dispositivo, se concentré mediante centrifugacién a
5500 rpm y a 4°C en una centrifuga refrigerada y se descarté la solucién filtrada del
compartimiento inferior. Este protocolo se repitié las veces necesarias para alcanzar la

concentracién deseada.

2.12 Técnicas para la caracterizacion bioquimica de las enzimas

2.12.1 Determinacion del contenido de Zn(II) utilizando el quelante colorimétrico PAR
El compuesto 4-(2-piridilazo)-resorcinol (PAR) es un quelante colorimétrico que tiene la

capacidad de quelar Zn(ll) cambiando sus propiedades espectrales: en la forma libre presenta un
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maximo de absorcion a 414 nm mientras que unido a Zn(ll) lo hace a 500 nm [80]. El método de
determinacién de Zn(ll) en la muestra de proteina se basa en la desnaturalizacion de la misma
para que libere el metal y el agregado de PAR a una concentracién en exceso para capture todo el

metal disponible.

Se construyo una curva de calibracion en un rango de concentraciones de Zn(ll) de 0 a 8
MM con una solucién de estandar espectroscopico de ZnCl, de concentracidon conocida (Sigma).
Las soluciones para dicha curva se prepararon en un medio conteniendo: cloruro de guanidinio 4
M, PAR 100 uM y Hepes 50 mM a pH 7,5 (previamente tratado con Chelex 100). De cada muestra
se registro el espectro correspondiente entre 320 y 600 nm (en un espectrofotémetro Jasco V-550
o Jasco V-670). Se graficd la Abssgonm (corregida por la linea de base, restando el valor de

Abs600,,,) vs la concentracion de Zn(ll) en el medio y se ajustd a una linea recta .
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Figura 7: Curva de calibraciéon PAR-Zn.

La absorbancia a 500 nm, que corresponde al maximo de absorbancia del complejo PAR(Zn), se grafico en
funcién de la concentracién de ZnCl,. Los datos se ajustaron a una linea recta y los pardmetros obtenidos
fueron empleados para la determinacion de Zn(ll) en muestras de proteina desnaturalizadas. Las
condiciones del medio fueron: cloruro de guanidinio 4 M, PAR 100 uM y Hepes 50 mM a pH 7,5.

Para las muestra de enzima, se preparé un solucién en dicho medio de una concentracion
de 3 uM. Luego de 10 min de incubacidn se registré el espectro de absorcién de cada muestra
entre 300 y 600 nm. Se interpold el valor de absorbancia a 500 nm de la muestra incégnita para
obtener la concentracion de Zn(ll) en la muestra. Como blanco se utilizé la solucién amortiguadora
empleada en el dltimo cambio de didlisis. La concentracion de equivalentes de Zn/molécula de
proteina se obtuvo como la diferencia entre la concentracion de Zn(ll) obtenida en la muestra y la

concentracion de Zn(ll) medida para el blanco.
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2.12.2 Espectroscopia de Dicroismo Circular
Los espectros de dicroismo circular medidos en la region del UV lejano (200-250 nm) y

cercano (250-320 nm) se realizaron en un espectrofotémetro J 810 (Jasco) a 25°C, utilizando
cubetas de cuarzo de 1 cm y de 0,1 cm de paso 6ptico respectivamente. Se realizaron diez
acumulaciones por espectro, evitando que el valor de HT (medida de saturacién del
fotomultiplicador) supere el valor de 500 voltios. Los espectros se registraron bajo las siguientes

condiciones:

« Toma de datos cada 0,2 nm
e Anchodebanda: 1 nm
e Respuesta:4s
« Sensibilidad: alta para los espectros de UV lejanos y estdndar para los de UV cercano.
« Velocidad de barrido: 50 nm / min
Se utilizd una concentracién de enzima de aproximadamente 20-30 uM para las medidas

en laregién del UV lejano y entre 5-10 uM para el UV cercano.

2.12.3 Medidas de actividad -lactamasa
La caracterizacion del perfil hidrolitico de la enzimas Bcll y sus variantes se llevé a cabo a

30 °C, en medio Hepes 10 mM pH 7,5; NaCl 0,2 M; BSA 50 pg/ml, sin el agregado de Zn(ll) y

suplementado con Zn(ll) a una concentracién de 20 uM.

La actividad B-lactamasa fue determinada en base a la diferencia entre los espectros de
absorcidn de la forma hidrolizada y no hidrolizada de cada compuesto B-lactamico, utilizando los
valores publicados de longitud de onda a las cuales se produce la diferencia maxima y el cambio

del coeficiente de absortividad molar (Ag) correspondiente ( Tabla 1)[70].

Tabla 1: Longitud de onda y coeficientes de absortividad molar utilizados para seguir las reacciones de
hidrélisis espectrofotométricamente.

Sustrato Amax (NM) A€ ymsx (M ecm™?)
Cefalexina 266 -7800
Cefotaxima 260 -7500
Ceftazidime 350 -9000
Imipenem 300 -9000
Penicilina G 235 -775

Los cursos de reaccion fueron seguidos utilizando espectrofotémetros Jasco V-550 o Jasco

V-670, con cubetas de cuarzo de 0,1 cm de paso 6ptico. En primer lugar se determinaron las
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velocidades iniciales de reaccidn a distintas concentraciones de sustrato, midiendo el cambio de
absorbancia asociado a la hidrélisis del compuesto B-lactamico en funcion del tiempo. Los puntos
de la zona lineal inicial fueron ajustados a una recta cuya pendiente corresponde al valor de
velocidad inicial, en unidades de min™. Este valor dividido por el Ae correspondiente y por el paso

Optico de la cubeta utilizada es la velocidad de reaccion en M/min.

Para cada antibidtico se realizé un seguimiento de su hidrdlisis espontanea en el medio de
reaccion. Entre los sustratos empleados, Penicilina G e Imipenem sufren hidrdlisis espontanea bajo
las condiciones de ensayo a una velocidad no despreciable, por lo tanto para estos casos se
determind ademads la tasa de hidrdlisis espontdnea a cada concentracién de sustrato usada, que

luego se restd de los valores correspondientes en presencia de la enzima.

Se realizaron ajustes no lineales de los datos de velocidades iniciales en funcién de la
concentracion de sustrato a la ecuacidon de Michaelis-Menten, a partir de los cuales se obtuvieron
los pardmetros cinéticos k..:y Ku de la enzima frente a cada antibidtico. Para el célculo de ke se
tuvo en cuenta la concentracién de la enzima activa, la cual se obtuvo corrigiendo la concentracién
de enzima segun los equivalentes de Zn(ll)/molecula determinados, como se describid

previamente [81].

2.13 Determinaciones de estabilidad

2.13.1 Ensayos de termoestabilidad empleando extractos periplasmaticos
Se obtuvieron extractos periplasmaticos mediante el método de choque osmdtico

modificado, como se describidé en la seccién 2.7, para las variantes Bcll-wt, G, GN, GV, GL, GVN,
GLN, GLV y GLVN. Se tomaron alicuotas de estos extractos (conteniendo en general una
concentracion de la enzima MBL en el rango 0,01-0,05 uM) y se incubaron durante cinco minutos a
una temperatura fija en el intervalo de 30 °C a 80 °C. Luego de la incubacién a cada temperatura,
estas alicuotas se diluyeron 1/20 en el medio de reaccién en la cubeta para realizar medidas de
velocidades iniciales como se describié en la seccidon 2.8. El medio de reaccién empleado fue:
Hepes 10 mM; NaCl 0,2 mM; pH 7,5; a 30° C. Cada valor de velocidad inicial se dividié por el valor
correspondiente al extracto incubado en hielo previo a la reaccién. De esta manera, cada punto en
la curva representa la actividad remanente relativa luego de la incubacién a temperaturas

crecientes.
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Las medidas de velocidades iniciales se realizaron con cefalexina en todos los casos
excepto para Bcll-wt, para la cual se utilizé cefotaxima. Ademads, para algunas variantes se
repitieron las curvas utilizando cefotaxima y se confirmdé que estas fuesen superponibles a las

realizadas con cefalexina, permitiendo descartar que este efecto fuera dependiente del sustrato.

Los puntos se ajustaron a curvas sigmoideas de 4 parametros y se obtuvo la temperatura
de transicion aparente (Twa). Las curvas se repitieron con al menos 3 preparaciones

independientes de extractos periplasmaticos.

2.13.2 Medidas de estabilidad empleando enzimas purificadas

2.13.2.1 Termoestabilidad monitoreada mediante medidas de actividad

Se tomaron alicuotas de las preparaciones de las enzimas purificadas Bcll-wt, G, GV, GLV y
GLVN, y se procedid a realizar las medidas de termoestabilidad como se describié en la seccidn
2.13.1 para extractos periplasmaticos. Sin embargo, en un rango de concentraciones entre 0,02
KUM-0,3 uM para la incubacién, no pudieron obtenerse curvas sigmoideas dado que las enzimas
presentaban una inactivacion de mas del 60 % al incubar a 30 °C. Se trabajé entonces a
concentraciones mayores, entre 5-10 UM para las incubaciones, se realizdé un paso intermedio de
dilucién a 0,3 UM en medio de reaccion a 4 °C y luego se diluyé en el medio de reaccién en la
cubeta a 30 °C para realizar las medidas de velocidades iniciales. De esta manera pudieron
obtenerse curvas sigmoideas. El medio de reaccion empleado fue Hepes 10 mM; NaCl 0,2 mM;

ZnS0O, 20 uM; BSA 50 pg/ml; pH 7,5.

Las medidas de velocidades iniciales se realizaron con cefalexina en todos los casos
excepto para Bcll-wt, para la cual se utilizd cefotaxima. Ademds, para algunas variantes se
repitieron las curvas utilizando cefotaxima y se confirmd que estas fuesen superponibles a las

realizadas con cefalexina, descartando un efecto dependiente del sustrato.

Los puntos se ajustaron a curvas sigmoideas de 4 parametros y se obtuvo la temperatura
de transicién aparente (Twa). Las curvas se repitieron al menos 2 veces con preparaciones de

enzima purificada independientes.

2.13.2.2 Termoestabilidad monitoreada mediante medidas dicroismo cricular
Se tomaron alicuotas de las preparaciones de las enzimas purificadas G, GV, GLV y GLVN a

una concentracién de 10 uM y se incubaron durante cinco minutos a una temperatura fija entre

30 °C y 80 °C. Las muestras se centrifugaron 30 s a 13000 rpm a 4 °C para eliminar restos de
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proteina precipitada y se realizaron luego espectros de dicroismo circular en la regién UV-lejano

(200-250 nm) como se describié en la seccion 2.12.2.

Se grafico la sefial a 220 nm en funcidn de la temperatura de incubacién. Los puntos se
ajustaron a curvas sigmoideas de 4 parametros. Las curvas se repitieron al menos 2 veces con

preparaciones independientes de enzima purificada.

2.14 Determinacion de constantes de disociacion proteina-Zn(Il)

mediante ensayos de competicion con PAR

2.14.1 Determinacion de la constante de disociaciéon del complejo (PAR).Zn
Como se describid en la seccién 2.12.1, el compuesto PAR es un quelante colorimétrico

cuyo espectro de absorcion UV-Visible es alterado por la unién a Zn(ll), desplazando el maximo de
absorcion desde 414 nm a 500 nm. Los datos de la bibliografia indican que este compuesto une un
ion Zn(ll) por cada dos moléculas de PAR, con una constante de formacion del complejo (B,) que
varia entre 10"%-10" M2 en un rango de pH entre 5,5y 7,3 [82-84]. La constante de disociacién
(Kq) vy los coeficientes de absortividad molar del complejo (PAR),Zn son altamente dependientes
del pH y la concentracion de sales. Por lo tanto, los coeficientes de absortividad molar de PAR libre
y del complejo (PAR),Zn a ambas longitudes de onda y la K4 correspondiente se determinaron en
las condiciones elegidas para el ensayo: MOPS 50 mM; NaCl 0,1 M; pH 7,3; previamente tratado
con Chelex 100 (Sigma) para eliminar trazas de cationes divalentes, a 25 °C. LOS €paraianm Y Eparsoonm
se estimaron en forma directa mediante la medicion de los valores de Abs a concentraciones
crecientes de PAR, obteniendo los siguientes valores: €paazanm= 37000 + 1800 M™ cm™, €parsoonm=
1300 + 65 M™ cm™. El €paraznsoonm S€ estimé utilizando un exceso de Zn(ll) respecto a las
concentraciones de PAR, obteniendo un valor de €paroznsoonm = 80000 + 4000 M™* cm™ . El
€par2zna1anm €S €l mas complejo de determinar, debido a la contribucidn de la absorcion del PAR

libre, por ello este parametro se dejd variar en el ajuste.

Se realizd una curva de union de Zn(ll) a PAR, empleando una concentracién de PAR de
12,5 uM y concentraciones de Zn(ll) variables entre 0,5 y 20 uM , para lo cual se empled una
solucion de ZnCl, estandar espectroscépico (Sigma) de concentracion conocida. Se obtuvieron los
espectros de cada muestra entre 320 y 600 nm en cubetas de paso o6ptico 1 cm (en un

espectrofotdmetro Jasco V-670). De estos espectros se tomaron los valores correspondientes a
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414 y 500 nm (corregidas por la linea de base, restando el valor de Absgynm) €n funcién de la

concentracion de Zn(ll) y se ajusto al siguiente modelo:
(PAR), Zn < 2 PAR + Zn*? Ki par—zn

Los valores de €paraianm, Erarsoonm y Epar2znsoonm S€ dejaron fijos en el ajuste en los valores
determinados previamente, mientras que se dejd variar el €paroznatanm Y 13 Ky par-zn- En la Figura 8 se
muestran los puntos experimentales junto con el ajuste realizado con el programa Dynafit [85].
Los valores hallados para los parametros descriptos fueron: €paraznaranm= 13000 + 580 Micm?, yla

Kq parzn- (2,6 £ 0,2) x 107 M2,
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Figura 8: Determinacion de la constante de disociacion del complejo (PAR),Zn.

Se realizaron curvas de titulacién de PAR (12,5 pM) con ZnCl, entre 0,5 y 20 pM) y se graficaron los puntos
correspondientes a la absorbancia a 414 nm y 500 nm. Los ajustes se realizaron con el programa Dynafit al
modelo descripto en el texto. Los puntos se realizaron por triplicado.

2.14.2 Determinacion de las constantes de disociaciéon para la enzima Bcll o sus
variantes mediante competicion con PAR
Para la determinacion de las constantes de disociaciéon correspondientes al primer y

segundo evento de unién de Zn(ll) para Bcll o sus variantes, se realizaron curvas de titulacién de
soluciones de Zn(ll) 1,5 uM y PAR 3 uM 6 6 uM con cantidades crecientes de la apoenzima, hasta
alcanzar una concentracion 3 uM de la misma. Cada punto de la curva de titulacidn se construyd
por separado y por duplicado, llevandose a un mismo volumen final de 500 pL. Se registraron los
espectros de absorcion entre 320 y 600 nm de cada punto de la titulacién en cubetas de paso
Optico de 1 cm. Los datos de absorbancia a 414 y 500 nm para cada concentracién de apoenzima

se corrigieron restando el valor de la absorbancia a 600 nm, tomado como linea de base. Los datos
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provenientes de las titulaciones se ajustaron con el programa Dynafit al siguiente modelo de los

equilibrios que tienen lugar en la solucion:

(PAR), Zn S 2 PAR + Zn*? Ky pan
EZnSE + Zn*? Kd,
EZn, S EZn+ Zn*? Kd,

Ka1 Y Kgz son las constantes de disociacion de los complejos de la enzima (E) con Zn(ll)
correspondientes al primer y segundo evento de unién. Para los ajustes se emplearon los valores

de Kgparp2zn Y € para cada complejo y longitud de onda determinados previamente.
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3.1

Estudio de la mutante C221D de la enzima Bcll de Bacillus cereus

Capitulo 3. Analisis de la seleccion de residuos ligandos de Zn(II)
inusuales en la evolucion de las MBLs. Estudio de la mutante C221D

de la enzima Bcll de Bacillus cereus

Introduccion

Las MBLs de mayor relevancia clinica pertenecen a la subclase B1. Estas enzimas
presentan dos sitios de unién a Zn(ll) en su sitio activo. La enzima Bcll de B. cereus, si bien no
proviene de una cepa con impacto clinico, ha sido empleada como modelo de estudio de las MBLs
de subclase B1 debido a que es una proteina muy estable y, por lo tanto, resulta sencillo obtener
preparaciones de forma recombinante con buenos rendimientos y emplearla para diversos
estudios espectroscépicos [53,86,87] La primera estructura cristalografica de Bcll mostré un solo
idn Zn(ll) coordinado en forma tetraédrica a tres residuos de His (His116, His118 e His196) y a una
molécula de H,0/0H, en el llamado sitio Zn1 [88]. Estructuras cristalograficas posteriores de Bcll
(Figura 9) y de otras MBLs de subclase B1, demostraron la presencia de un segundo sitio de unién
a Zn(ll), denominado Zn2, que presenta una geometria trigonal bipiramidal y como ligandos los
residuos Asp120, Cys221 e His263, una molécula de H,O/OH a puente con los dos iones Zn(ll) y
una molécula de agua adicional (Figura 9) [51,54,55,89].

Figura 9: Sitio activo de la MBL Bcll de B. cereus.

Las esferas grises corresponden a los iones Zn(ll) y las esferas rojas a moléculas de agua. Los residuos ligando
de los iones Zn(Il) se muestran como bastones. Se marcan los denominados sitios Znl y Zn2. La imagen se
construy6 en base a la estructura cristalografica PDB 1BC2 [51].

36



Capitulo 3. Analisis de la seleccién de residuos ligandos de Zn(lIl) inusuales en la evolucién de las MBLs. | 37
Estudio de la mutante C221D de la enzima Bcll de Bacillus cereus
Una de las mayores controversias en cuanto al estudio mecanistico de las MBLs de
subclase B1 ha sido la identidad de la especie activa [53,79,87,81,90,91]. Es decir, si basta con un
solo ién Zn(Il) para la actividad B-lactamasa (y si asi fuese, cudl de los dos) o si se requieren los

iones Zn(ll) unidos a ambos sitios.

La hidrélisis de los compuestos B-lactamicos requiere de un ataque nucleofilico en el
grupo carbonilico, la ruptura del enlace C-N y la protonacién del atomo de nitrégeno. El sitio Zn1,
por su coordinacidn a 3 residuos de His y una molécula de H,0 es similar al encontrado en otras
hidrolasas de Zn(ll), como la anhidrasa carbdnica, donde el Zn(ll) actia en la deprotonacién y
activacién de una molécula de H,0 para que realice el atague nucleofilico. Por ello, en un
principio, se pensd que el sitio Znl podria ser el Unico esencial para la catalisis, mediante la
generacion de la especie nucleofilica. Este razonamiento, junto con algunas evidencias
experimentales [92—94], asi como la primera estructura cristalogréafica de Bcll [88], sugerian que la
especie activa relevante es aquella con el ién Zn(ll) coordinado al sitio Znl. El sitio Zn2 se
consideraba un sitio co-catalitico, que permitiria aumentar la actividad de la enzima, pero que no
seria indispensable para la actividad [79,95-97]. Sin embargo, la existencia de las MBLs de
subclase B2, las cuales son activas con un solo idn Zn(ll) coordinado al sitio Zn2, contradice dicha

hipdtesis [98].

Estudios espectroscdpicos realizados mediante sustitucion del Zn(ll) por Co(ll) en Bcll,
mostraron que las dos posibles especies monometalicas (con el metal en uno u otro sitio) y la
especie dimetdlica pueden coexistir en equilibrio en relaciones de Co(ll)/proteina
subestequiométricas [81]. La dificultad para definir la identidad de la o las especies activas radica
en que experimentalmente ha resultado imposible aislar las especies mono-Zn(Il) en solucién para
realizar medidas de actividad. Esto podria deberse a que las afinidades por Zn(ll) de ambos sitios
sean muy similares o a que exista incluso una union cooperativa de los dos equivalentes de Zn(ll),
segun han sugerido estudios de espectrometria de masas y de RMN [91]. Sin embargo, las medidas
de afinidad por Zn(ll) obtenidas por distintos grupos y usando distintos métodos han brindado

datos contradictorios, un factor que complica mas aun el analisis [53,97,99].

Como se menciond en la Seccion 1.5.1, la presencia de un residuo de Cys en la posicion
221 es una caracteristica distintiva de las MBLs de subclase B1 y B2 respecto a las demds enzimas
de la superfamilia. La funcién de este ligando ha sido estudiada en distintas MBLs, habiéndose

realizado sustituciones por Ser y Ala, residuos que no son buenos ligandos metalicos. El patrén
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observado en general es que las enzimas mutantes son practicamente inactivas por su incapacidad
de unir Zn(ll) en el sitio Zn2 y en algunos casos recuperan parcialmente la actividad ante el

agregado de Zn(ll) en exceso [53,79,100].

Para la enzima IMP-1 se construyé la mutante C221D [101]. Esta sustitucion es mas
informativa, dado que el Asp es un buen ligando de Zn(ll) y, de hecho, es el ligando conservado en
esta posicidon en la superfamilia de MBLs. Se observd que en exceso de Zn(ll), esta mutante es
capaz de unir 2 equivalentes de dicho metal y de equiparar la actividad de la enzima silvestre.
Durante la Tesis del Dr. Javier M. Gonzélez se estudié la mutante C221D de Bcll [61]. Se observo
gue dicha mutante presenta una eficiencia catalitica comparable a la enzima silvestre contra
distintos B-lactamicos en medio de reaccion con exceso de Zn(ll). En cambio, la misma presenta
una actividad casi indetectable en un medio de reaccion sin agregado de Zn(ll). En base a estudios
mecanisticos y a las estructuras cristalograficas obtenidas a partir de cristales crecidos en exceso
de Zn(ll) y sin Zn(ll) agregado, se observd que a bajas concentraciones de Zn(ll) se forma la especie
mono-Znl (Figura 10). De esta manera, se obtuvo por primera vez una variante de una enzima B1
activa con un tipo de union secuencial de los dos iones Zn(ll). Esto permitié medir la actividad de la

especie mono-Znl en forma aislada, la cual resulté ser inactiva [102].

Figura 10: Estructura de los sitios activos de Bcll-C221D en sus formas mono- y di-Zn(ll).
Las esferas grises representan los iones Zn(ll), en la linea punteada se muestran las interacciones

electrostaticas relevantes. A) Estructura del sitio activo correspondiente a la enzima Bcll-C221D mono-Zn(ll)
(PDB 3KNS), con el ion Zn(ll) coordinado al sitio Znl, obtenida a partir de cristales crecidos a una
concentracién de Zn(ll) 1 mM y 80 uM de proteina. El residuo Asp221 forma un puente salino con la cadena
lateral del residuo Arg121 de manera que se ve dificultada la coordinacion de un ién Zn(ll) en el sitio Zn2. B)
Estructura del sitio activo correspondiente a la enzima Bcll-C221D di-Zn(ll) (PDB 3KNR), obtenida a partir de
cristales crecidos a una concentracion de Zn(ll) de 20 mM y 80 uM de proteina. El residuo Asp221
experimenta una rotacién de manera tal que forma un puente entre el idn Zn(ll) del sitio Zn2 y el residuo
Argl21. Figura adaptada de [102].
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Por otro lado, se examind la capacidad de conferir resistencia de Bcll-wt y Bcll-C221D a
células de E. coli. Se empled un sistema de expresién inducible en el cual el gen de la MBL se
encuentra fusionado al péptido lider pelb para dirigir el exporte al periplasma (ver seccién 2.1.1).
Las concentraciones inhibitorias minimas (CIMs) para distintos B-lactamicos en medio rico (Luria-
Bertani) resultaron sustancialmente menores para la enzima mutante. Mediante suplementacién

con Zn(ll) en el medio de cultivo, en cambio, se logré revertir dicho fenotipo [102].

Dado que la mutante C221D in vitro presenta una actividad enzimatica comparable a la de
la enzima silvestre, la gran diferencia en el perfil de resistencia resultaba dificil de explicar. Ante la
falta de correlacidn entre los parametros cinéticos y el fenotipo de resistencia nos propusimos
explorar qué otros factores inciden en la funcionalidad de la enzima in vivo. Para ello, se decidié

estudiar:
- La dependencia de la actividad con la concentracion de Zn(ll).

- El comportamiento in vivo de las enzimas mediante seguimiento de los niveles de expresién

en periplasma y actividad de extractos periplasmaticos frente a distintas concentraciones de Zn(ll).

- Afinidad de las enzimas por el ién Zn(ll). Las medidas de afinidad por el ion Zn(ll) para la
enzima Bcll han resultado contradictorias entre distintos grupos, por ello, decidimos poner a

punto un método para realizar medidas de constantes de disociacién de dicho ion.

Resultados

3.2.1 Dependencia de la actividad in vitro de Bcll-C221D respecto a la cantidad de

Zn(II) en el medio de reaccion.

Resultados previos en el grupo revelaron que la eficiencia hidrolitica de la mutante C221D
en un medio con exceso de Zn(ll) es equiparable a la de la enzima silvestre, mientras que sin
agregado de Zn(ll), la actividad es indetectable. Para ampliar la caracterizacidon de este aspecto, se
decidié comparar el comportamiento de la enzima silvestre y de la mutante C221D en un amplio
rango de concentraciones de Zn(ll). En el caso de Bcll-C221D, resulta llamativo que esta enzima
puede obtenerse en el paso final de la purificacidn con valores cercanos a 2 equivalentes de
Zn(Il)/molécula de proteina y sin embargo requiera un exceso de Zn(ll) en el medio de reaccién

para activarse. Por esta razén, para evaluar si el contenido metdlico inicial de esta enzima influye
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en su activacion, el experimento se realizd tanto con muestras de holo-enzima como de apo-

enzima.

Se obtuvieron preparaciones de las enzimas silvestre y mutante en forma recombinante
mediante el protocolo puesto a punto en el laboratorio para Bcll [78], el cual se describe en la
seccién 2.11. Brevemente, la sobreexpresién se llevd a cabo en células de E. coli empleando el
pldsmido pET-TERM, que permite expresar la lactamasa fusionada en su extremo amino a la
proteina GST. La induccién de la expresidén se realizé mediante el agregado de IPTG, a 37 °C
durante 4 hs. La proteina de fusion se purificd a partir del extracto crudo mediante cromatografia
de afinidad utilizando la resina GSH-agarosa. Luego de un corte con trombina para separar la
fusion, la proteina de interés se aislé mediante una resina de intercambio i6nico CM-Sefarosa De
esta manera, se obtuvieron preparaciones de Bcll-wt y Bcll-C221D con 1,7+0,1 y 1,8+0,1
equivalentes de Zn(lll)/molécula de enzima respectivamente. A partir de estas muestras de holo-
enzima se obtuvieron muestras de apo-enzima mediante pasos de dialisis con agregado de

agentes quelantes (2.11.5).

Se prepararon medios de reacciéon con cantidades de Zn(ll) conocidas mediante un
tratamiento previo con Chelex-100 y agregados de ZnCl, a partir de una solucién patrén (estdndar
espectroscopico de Sigma). A cada concentracion de Zn(ll) se midieron velocidades iniciales de

hidrélisis para cefotaxima a concentracion saturante de sustrato (200 uM) (Figura 11).
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Figura 11: Dependencia de la actividad enzimatica respecto a la concentracion de Zn(ll) en el medio para
las enzimas Bcll-wt y Bcll-C221D.

Se midieron las velocidades iniciales de hidrdlisis de cefotaxima (a concentracién saturante, 200 uM) en
concentraciones crecientes de ZnCl, para las muestras de Bcll-wt y Bcll-C221D en sus formas de A) holo-
enzima y B) apo-enzima. Las velocidades de reaccion se muestran relativas al valor a 100 uM Zn(ll). Medio
de reaccién: Hepes 15mM pH 7.5, NaCl 200mM, previamente tratado con CHELEX-100, a 30°C.
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Observamos que Bcll-wt es capaz de activarse a muy baja concentracién de Zn(ll) en el
medio, alcanzando el 50 % de la actividad maxima frente un agregado de 0,15 uM de Zn(ll), y el
100 % alrededor de 1 uM . En cambio, C221D alcanza el 50 % de su actividad maxima alrededor de

5uMy el 100 % a 100 uM de Zn(ll).

Tanto para Bcll-wt como para Bcll-C221D, las curvas realizadas con la muestra de holo-
enzima y de apo-enzima son superponibles. Esto nos indica que, independientemente del
contenido de Zn(ll) de la muestra, cuando se diluye la proteina en el medio de reaccion se
restablece el equilibrio entre las distintas especies de la proteina (apo, mono y di-Zn(lIl)) y el idn
Zn(l1) en solucién. En el caso de C221D, se observa que aunque se tome como punto de partida la
muestra de holo-enzima con casi 2 iones Zn(ll)/molécula de proteina, se requieren altas
concentraciones de Zn(ll) en el medio de reaccién para activar la enzima en comparacion con la
enzima silvestre. Esto sugiere que la mutante C221D presenta menor afinidad por dicho ion que la

enzima silvestre.

3.2.2 Caracterizacion del comportamiento de la enzima Bcll-C221D vs Bcll-wt en
extractos periplasmaticos de E. coli. Niveles de expresion y actividad.

Previamente se observé que la capacidad de conferir resistencia de la mutante C221D en
medio de cultivo rico (LB) se ve reducida respecto a Bcll-wt. Esto puede deberse a diversos
factores: que la mutante presente defectos en sus niveles de expresion y/o exportacion al
periplasma, que no se pliegue correctamente en dicho compartimiento, que presenten
interacciones diferenciales en el periplasma que activen o inactiven una u otra variante, o que la

mutante no pueda captar el Zn(ll) en forma adecuada.

Los niveles de expresidon se evaluaron en extractos de células totales y en extractos
periplasmaticos mediante SDS-PAGE y Western Blots (Figura 12). Se observd que la cantidad de
enzima presente en ambos extractos es similar para la mutante C221D y Bcll-wt, descartando este

factor como contribuyente a la disminucion en la resistencia.

Con los extractos periplasmaticos se realizaron medidas de velocidades iniciales contra
cefalexina. Se observd que sin Zn(ll) agregado al medio de reaccién, la mutante no presenta
actividad; mientras que con Zn(ll) en exceso, la actividad es comparable a la de la enzima silvestre

(Figura 13). Esto sugiere que la mutante C221D se pliega correctamente en el periplasma, dado
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que es capaz de recuperar actividad en exceso de Zn(ll), y que presenta un comportamiento

dependiente de la cantidad de Zn(ll) similar al observado con la proteina pura.
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Figura 12: Evaluacidn de los niveles de expresion de las proteinas Bcll-wt y Bcll-C221D en células de E. coli.
A partir de células de E. coli transformadas con los plasmidos pKP, pKP-Bcll-wt y pKPBcll-C221D e inducidas
con IPTG 0,5 mM, se obtuvieron extractos de células totales y de la fraccion periplasmatica. Estos se
sembraron en geles SDS-PAGE 12 % y se realizaron ensayos de Western Blots. En los extractos totales se
observan la formas pelB-Bcll (pétido lider + proteina, de 27kDa) y la forma madura (25 kDa). El revelado de
los Western Blots se realizé mediante anticuerpos policlonales anti-Bcll-wt de conejo y anticuerpos anti-IgG
de conejo de cabra conjugados a fosfatasa alcalina (BIO-RAD). MPM: Marcador de Peso Molecular,

PageRuIerTNI Plus Prestained Protein Ladder (Fermentas).
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Figura 13: Actividad de las enzimas Bcll-wt y Bcll-C221D en extractos periplasmaticos con y sin exceso de
Zn(ll) en el medio de reaccién.

Se realizaron medidas de velocidades iniciales de reaccién con cefotaxima a concentracion saturante (200
KMM) utilizando extractos periplasmaticos de células de E. coli que hubiesen expresado las enzimas Bcll-wt y
Bcll-C221D. Se utilizé el medio de reaccién Hepes 15mM; NaCl 200 mM; pH 7,5 previamente tratado con
Chelex-100 y el mismo suplementado con ZnCl, 20 uM.

3.2.3 Medidas de afinidad por Zn(II) de Bcll wt y Bcll C221D. Determinacion de las
constantes de disociacion por competicion con el quelante PAR.

Desde sus primeras caracterizaciones bioquimicas y estructurales se han realizado
distintos estudios del modo de unién de Zn(ll) para Bcll y la cuantificacion de sus afinidades
relativas, con resultados dispares. Métodos como espectroscopia de masas utilizando ionizacion
por electrospray (ESI-MS) y Resonancia Magnética Nuclear (RMN) sugirieron la presencia de
cooperatividad positiva en esta unién [91]. Si bien por ESI-MS pueden observarse las sefiales de las
distintas especies en equilibrio (apo, mono-Zn(ll) y di-Zn(ll)), este método no se puede emplear en
forma cuantitativa, dado que deberian conocerse los coeficientes de ionizacion de cada especie
por separado. En las titulaciones seguidas mediante espectros de RMN, sélo han podido
detectarse las especies apo y di-Zn(ll), por lo que tampoco pueden estimarse las constantes de
disociacién para los dos eventos de union. Aparentemente, la/s especie/s mono-Zn(ll) podrian no
detectarse por la baja sensibilidad del método. Ensayos de calorimetria de titulacién isotérmica
con Bcll mostraron una sola transicion con una pendiente muy pronunciada que tiene lugar en el
punto de la titulaciéon donde se agregan 2 equivalentes de Zn(Il)/molécula de proteina [90]. Esto
sugiere que en esa transicion se engloban los 2 eventos de unién. Los autores informaron una
constante de disociacion (Ky) de 30 nM para el segundo evento de unién. Por otro lado, ensayos
de competicién con el reactivo metalocromico Mag-Fura han sido exitosamente empleados para

estimar las Kys de Bcll para el ion Co(ll) (las cuales son K4;=(0,10 + 0,06) uM y K4,=(0,17 £0,04)) uM
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[81]. Sin embargo, para Zn(ll) han dado lugar a resultados contradictorios incluso en trabajos de
los mismos autores: Kq;= 0,62 nM y Kg,=1,5 uM [53]; K4,=0,12 nM y Ky,= 0,99 nM [99]. Segun un
trabajo posterior [91], las determinaciones con Mag-Fura no serian adecuadas dado que dicho

compuesto presenta una Kz=80 nM mientras que las Ky para Bcll serian menores a dicho valor.

Ante esta variedad de resultados nos propusimos poner a punto un método apropiado
para estimar las afinidades por Zn(ll) para las MBLs. Consideramos que, por lo antes descripto, un
método de competicion seria adecuado, pero debiamos emplear un reactivo distinto de Mag-Fura.
Se decidié utilizar el quelante cromogénico 4-(2-pyridylazo)resorcinol (PAR), que ha sido empleado
exitosamente para medir afinidades por Zn(ll) con otras proteinas [82,84,103]. Si bien la constante
de formacién del complejo (PAR),Zn es muy sensible a las condiciones del medio, se han reportado
valores de entre 10"%-10" M? en un rango de pH entre 5,5 y 7,3 [82—84]; por lo que se esperaria

gue fuese un buen competidor por Zn(ll) para Bcll.

El compuesto PAR en su forma libre presenta un maximo de absorcién a 414 nm, mientras
que el maximo de absorcion al formar el complejo (PAR),Zn se corre a 500 nm. Se determinaron
los coeficientes de absortividad molar de las distintas especies y la constante de disociacion del
complejo (PAR),Zn en las condiciones a utilizar en el ensayo (MOPS 50 mM; NaCl 0,1 M; pH 7,3; a
25°C), como se describe en la seccidén 2.14.1. Los parametros obtenidos fueron: gpaga1anm= 37000 +
1800 M™ cm™, €parsoonm= 1300 + 65 M™ cm™, €paraznaranm= 13000 £ 580 M™ cm™, €paraznsoonm= 80000
+ 4000 M cm™ y la Kg (pary2zn = (2,6 £0,2) x 10> M. Los ensayos de competicidn se realizaron a dos
concentraciones fijas de PAR y Zn(ll), variando la concentracién de apo-proteina. En la Figura 14 se
muestran los espectros obtenidos al agregar cantidades crecientes de apo-proteina a una mezcla
de PAR (3uM) y Zn(ll) (1,5 uM). En la misma puede seguirse el orden de la titulacion a través del
gradiente de colores, desde el rojo (espectro inicial) al azul (espectro final). En la Figura 15 se

muestran las curvas resultantes correspondientes a las medidas de Abs a 414 y 500 nm.
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Figura 14: Espectros correspondientes a los experimentos de competencia por Zn(ll) entre el quelante
cromogénico PAR y la apo-proteina Bcll-C221D.

El espectro inicial (rojo) corresponde a una mezcla de PAR (3uM) y Zn(ll) (1,5 uM), a medida que se agrega
apo-proteina la absorbancia a 500 nm (maximo para el complejo (PAR),Zn) disminuye y la absorbancia a 414
nm (maximo para PAR libre) aumenta. El espectro final (azul) corresponde al agregado de 3 uM de apo-

proteina.
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Figura 15: Ensayos de competicion con PAR para la determinacion de la afinidad por Zn(ll) de las enzimas
Bcll-wt y Bcll-C221D.

Se agregaron concentraciones crecientes de apo-proteina a una solucion de [Zn(Il)]= 1,5 uM y [PAR]= 6 uM o
[PAR]= 3 uM. El incremento en absorbancia a 414 nm refleja la liberacion del PAR y la disminucién en
absorbancia a 500 nm refleja la desapariciéon del complejo (PAR),Zn. Las medidas se realizaron en solucion
amortiguadora MOPS 40 mM, NaCl 100 mM, pH 7.3, previamente tratada con CHELEX-100, a 25°C. Cada
punto representa el promedio de 3 réplicas. Los ajustes se realizaron con el programa Dynafit [85] segun el
modelo descripto en el texto.
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Los datos se ajustaron en base al siguiente modelo, donde Ky y Kg, son las constantes de

disociacién macroscépicas del primer y segundo evento de unién respectivamente:

(PAR), Zn S 2 PAR + Zn*? Ky par
EZnSE + Zn*? Kd,
EZn, S EZn+ Zn*? Kd,

Los valores obtenidos se muestran en la Tabla 2. Para Bcll-wt observamos que la K4; no
puede definirse con precision, aunque estaria en el rango nanomolar, cercano al valor de Kg,.
Puede interpretarse que para valores de Ky; dentro del rango de error obtenido, las curvas de
competicidn serian muy similares entre si dentro del error experimental. Esto sugiere que estamos
trabajando cerca del limite de la sensibilidad del método. Es evidente que la formacion de la
especie di-Zn(ll) estd facilitada en la enzima Bcll-wt a bajas concentraciones de Zn(ll) gracias a que
ambas constantes de disociacidn son similares y estdn en el rango bajo nanomolar.

Tabla 2: Constantes de disociacion para el primer y segundo evento de union de Zn(ll) para Bcll-wt y Bcll-
C221D estimadas mediante ensayos de competicion con el compuesto PAR .

Kg1 (nM) Ka2 (nM)
Bcll-wt 1,9 + 3,3 8,6+3,9
Bcll-C221D 9,2+1,7 267 +71

Los datos mostrados corresponden a los valores de mejor ajuste para cada parametro +* el error estandar
segln se estimo con el programa Dynafit [85].
# . Y

En este caso K43 no se pudo estimar con precisién.

En el caso de la mutante Bcll-C221D se obtuvieron dos constantes de disociacidn
diferentes entre si. La afinidad de la unién por el primer equivalente de Zn(ll) esta en el rango bajo
nanomolar. Como se describio en la seccion 3.1, los datos estructurales y espectroscdpicos indican
gue este evento de unidn tiene lugar en el sitio Zn1, y que la especie mono-Zn(ll) que se forma es
inactiva. La diferencia de afinidad entre Bcll-wt y C221D se refleja en la Ky, que aumenta de (8,6 +
3,9) nM a (267 + 71) nM. En conjunto con los resultados previos, descriptos en la seccién 3.1,
puede interpretarse que la mutacién C221D disminuye notoriamente la afinidad del sitio Zn2. Esto
explica la dificultad de la enzima mutante de ensamblar la especie activa di-Zn(ll) a bajas

concentraciones de Zn(ll). Por otro lado, el hecho de que la mutante Bcll-C221D sea incapaz de
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conferir los niveles de resistencia de la enzima silvestre, incluso en un medio rico, y que recupere
dicha capacidad en exceso de Zn(ll), también nos indica que la disponibilidad de Zn(ll) en el

periplasma es limitada.

Discusion

Los residuos de Cys se encuentran comunmente como ligandos de Zn(ll) en sitios
estructurales, tales como los motivos denominados dedos de zinc. Dichos sitios presentan en
general cuatro ligandos, de los cuales los residuos de Cys representan un 80%, los residuos de His
un 19% y excepcionalmente se presentan residuos de Asp/Glu o Ser. Los residuos de Cys son de
alta ocurrencia en estos sitios debido a su capacidad de transferir carga negativa al Zn(ll)
formando enlaces de cardcter fuertemente covalentes [60]. En estos casos los residuos de Cys se
encuentran ocluidos en el interior de la estructura de la proteina. En cambio, los sitios cataliticos
presentan una mayor variabilidad en el numero de coordinacién y suelen contener algun ligando
exdgeno. Los ligandos mas comunes son His (47%) y Asp/Glu (36%), mientras que el residuo de Cys
es poco comun (13%)[60]. Los residuos de Cys en sitios cataliticos quedan mas expuestos a la
oxidacidn respecto a los estructurales, lo cual explicaria que sean poco comunes. En varios
ejemplos de enzimas que presentan un residuo de Cys como ligando de Zn(ll) el mecanismo de
reaccion cursa a través de la alquilacién del grupo tiolato: metionina sintasa, metanol coenzima M
metiltransferasa, farnesil transferasa, geranil-geranil transferasa y la proteina de reparacién de

ADN Ada [104].

En los casos de enzimas con dos iones metalicos en el sitio activo, de los cuales uno o los
dos son iones Zn(ll), una caracteristica particular es la existencia de un ligando a puente entre
ambos metales. Este ligando es en general un residuo de Asp/Glu y, en algunos casos, una
molécula de agua. En estos sitios predominan los residuos de Asp e His, y en menor medida Glu.
También se han encontrado residuos inusuales, como carbonilos amida de Asn, GIn y el esqueleto
peptidico, grupos hidroxilos de Ser, Thr y Tyr y grupos amida de Lys y del aminoacido N-terminal
de la proteina. El residuo de Cys como ligando aparece excepcionalmente en las MBLs B1 y B2

[105].

La presencia del residuo de Cys221 como ligando en el sitio activo de las enzimas MBLs B1
y B2, mas precisamente en el denominado sitio Zn2, resulta entonces llamativa. Mas aun, siendo

que en la superfamilia de MBLs en dicha posicidén se encuentra conservado un residuo de Asp, que

47
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actua como ligando bidentado coordinado a ambos iones Zn(ll). Esto sugiere que el residuo de Cys
ha sido conservado en las MBLs B1 y B2 por motivos funcionales. Previamente en nuestro grupo se
estudié la mutante Bcll-C221D para comprender por qué el residuo de Cys en esa posicidn confiere
una ventaja funcional a la enzima. Se observé que la misma es capaz de equiparar los valores de
eficiencia hidrolitica de la enzima silvestre cuando se trabaja en un medio de reaccién con exceso
de Zn(ll). Sin embargo, la enzima mutante Bcll-C221D es incapaz de conferir resistencia a células
de E. coli a niveles comparables a la enzima silvestre, incluso trabajando en medio rico. El fenotipo
de resistencia se recupera solo si dicho medio se suplementa con exceso de Zn(ll). En el presente
trabajo nos propusimos explorar las razones por las cuales esta mutante no resulta eficiente in

vivo.

Se corroboré que la enzima Bcll-C221D se expresa y se exporta al periplasma en
cantidades similares a la proteina silvestre. También se comprobd que presenta actividad en los
extractos periplasmaticos, siempre que se suplemente el medio de reaccion con Zn(ll). De esta
manera, se descartd la existencia de defectos en la expresion, exporte o plegado en el periplasma

como responsables de la disminucién en la capacidad de conferir resistencia.

Observamos que la disponibilidad de Zn(ll) tiene un fuerte impacto en la funcionalidad de
la mutante C221D que se manifiesta en todos los niveles: actividad de la proteina pura, actividad
en extractos de periplasma, y capacidad de conferir resistencia. Esto, junto con los datos previos
estructurales y mecanisticos, sustenta la hipétesis de que la mutacidon C221D afecta la afinidad por
el ion Zn(ll). Cabe destacar que mediante estudios de mutagénesis sobre los otros dos residuos
ligandos de Zn(ll) en el sitios Zn2, His263 y Asp120, se observd que ambos son esenciales para la
catalisis pero que no afectan la union de Zn(ll) [78,100]. En otras palabras, el fendmeno de

actividad dependiente de Zn(ll) es exclusivo de las mutantes en Cys221.

Para evaluar directamente el efecto de esta mutacién en la afinidad se puso a punto un
método para medir constantes de disociacidon (Kgs) por Zn(ll) mediante ensayos de competicién
con el quelante colorimétrico denominado PAR. Para la enzima silvestre se evidenciaron dos
eventos de unién con Kygs muy similares en el rango bajo nanomolar, mientras que Bcll-C221D
presenta dos constantes de disociacion marcadamente diferentes. Los estudios estructurales y

mecanisticos realizados en el grupo permiten deducir que el sitio cuya afinidad se encuentra
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afectada en la mutante Bcll-C221D es el sitio Zn2, y que la variante que se forma a bajas

concentraciones de Zn(ll), con un solo ién Zn(ll) unido en el sitio Zn1, es inactiva.

Por otro lado, vemos que la perdida de afinidad por Zn(ll) afecta la funcionalidad de la
enzima incluso en un medio rico, lo cual sugiere que las cantidades de Zn(ll) disponible en el
periplasma son limitadas. E. coli es capaz de secuestrar iones Zn(ll) del medio hacia el citoplasma
incluso en condiciones restrictivas [106]. En el espacio periplasmatico, en cambio, existe una alta
competencia por el Zn(ll) entre las metaloproteinas que lo requieren y los sistemas de alta
afinidad de importe hacia el citoplasma [107]. La cantidad de Zn(ll) disponible en el periplasma
aparentemente depende de la concentracion de Zn(ll) en el medio, aunque no existen en la
bibliografia estudios detallados sobre este aspecto. Respecto a la concentracidn total de Zn(ll) en
el plasma sanguineo en humanos, se han reportado valores de entre 12-17 uM, lo cual es
comparable a la concentracién de Zn(ll) en el medio de cultivo empleado (alrededor de 5 uM). De
esta concentracién total en el plasma, casi el 98% del mismo estd unido a proteinas, el resto se
encuentra unido a compuestos organicos de bajo peso molecular (como aminoacidos o citrato),
mientras que el pool de Zn(ll) libre esta entre 0.1-1 nM [108]. A esto se suma que en los sitios de
infeccion los neutréfilos expresan una proteina denominada calprotectina en un mecanismo
defensa denominado “inmunidad nutricional” [109,110]. Esta proteina secuestra Zn(ll) y Mn(ll)
dificultando la adquisicién de estos nutrientes esenciales para el patdégeno. La afinidad por Zn(ll)
de la proteina calprotectina varia segun la concentraciéon de Ca(ll) en el rango nanomolar a sub-
nanomolar [111]. Queda claro que en el ambiente donde debe expresarse la MBL para conferir

resistencia existe una alta competencia por Zn(ll).

El comportamiento de la mutante Bcll-C221D demuestra que el residuo de Cys en la
posicidon 221 es esencial para asegurar la union al sitio Zn2 en condiciones de concentracién de
Zn(ll) limitantes, lo cual explica su seleccién para la actividad B-lactamasa. Los resultados
obtenidos con la enzima Bcll sugieren que las MBLs de subclase B1 presentan un modo de unidn
de Zn(ll) de alta afinidad por ambos sitios. Esto nos indica que no hay preferencia en la unién del
metal por un sitio metdlico, sino que ambos pueden llenarse in vivo. Es decir, que la especie

relevante in vivo es la di-Zn(ll).
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Capitulo 4. Descripcion del “paisaje de aptitud” en metalo-g-
lactamasas utilizando como modelo de estudio Bcll y variantes

obtenidas mediante Evolucion Molecular Dirigida

4.1 Introduccion

4.1.1 Marco tedrico en evolucion de proteinas: “paisaje de aptitud”

En 1970, John Maynard Smith introdujo una descripciéon de la evolucién de proteinas
como un recorrido a través de un espacio de secuencias [112]. Una de las criticas mas fuertes en
contra de la teoria de la seleccion natural se basa en que, al ser tan grande el nimero posible de
secuencias polipeptidicas (para una proteina de 100 aminodacidos, existen 20'® secuencias
posibles), es poco probable que las proteinas funcionales hayan surgido por mutaciones al azar. J.
Maynard Smith argumentd que las mutaciones favorables se incorporan en forma secuencial, y no
en forma simultanea, de manera que a cada paso en el recorrido la proteina no sufre alteraciones

drasticas y el resultado es una proteina que funciona igual o mejor que la anterior [113].

En este modelo, a cada secuencia le corresponde un valor de “aptitud”, que en la
evolucién natural es una medida de la habilidad del organismo portador de reproducirse mas
rapidamente en un dado ambiente. La representacion de la aptitud versus el espacio de secuencia
se conoce como “paisaje de aptitud”. En este paisaje pueden aparecer uno o mads picos que
representan proteinas que confieren valores de aptitud altos. La rugosidad del paisaje depende de

cada proteina y de las condiciones de seleccién ambientales [114].

Un factor que contribuye a moldear el paisaje es la interaccidon entre mutaciones, esto
significa que el efecto en la aptitud de una mutacidn es diferente segin esté o no presente otra
dada mutacién. Dicho fendmeno se conoce como epistasis. La epistasis entre dos mutaciones en la
aptitud puede medirse como la diferencia entre la aptitud medida de la doble mutante y la aptitud

esperada si los efectos de las mutaciones individuales fuesen aditivos [115,116]:
X, Y)=WX+Y)-WX) XW()

Ecuacion 1: Definicion de epistasis (€) en la aptitud (W) entre dos mutaciones X e Y.

W(X+Y) es la aptitud para la doble mutante con las mutaciones X e Y, W(X) es la aptitud para la variante con
la mutacion X y W(Y) es la aptitud para la variante con la mutacion Y. La aptitud (W) se expresa en forma
relativa a la enzima silvestre.
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En la Figura 16 se describen esquematicamente los distintos tipos de epistasis. Las
interacciones entre dos mutaciones pueden clasificarse como epistasis de magnitud o epistasis de
signo [117]. La epistasis de magnitud se da cuando el cambio en el valor en la aptitud asociado a
una mutacién depende del contexto genético en el que aparece, pero no su signo. Si el valor de
aptitud de la doble mutante es mas alto o mas bajo que el esperado, la epistasis de magnitud es
positiva o negativa respectivamente. Por otro lado, la epistasis de signo se refiere a los casos en
los cuales el signo del cambio en aptitud provocado por la mutaciéon depende del contexto
genético, es decir, la mutacién es beneficiosa en un contexto y deletérea en otro. Un caso
particular de epistasis de signo, la epistasis de signo reciproca, se da cuando el efecto de ambas

mutaciones cambia de signo cuando aparecen juntas.

wt X wit X wt X wt X

Ausencia de Epistasis de Epistasis de signo Epistasis de
epistasis magnitud signo reciproca

Aptitud

Figura 16: Representacion esquematica de la epistasis entre mutaciones y la accesibilidad de caminos
adaptativos.

A partir de una proteina silvestre (wt) pueden introducirse las mutaciones simples Y o X, y a partir de estas
llegar a la doble mutante XY. La altura de las barras grises representa el valor de aptitud. Las lineas negras
indican el camino desde un genotipo al otro. Cuando estas lineas tienen pendiente positiva, los caminos son
adaptativos, es decir, accesibles ante seleccién positiva. Adaptado de [117].

Las interacciones epistaticas cumplen un rol central en la evolucion adaptativa dado que
determinan la rugosidad del “paisaje de aptitud” y la accesibilidad de caminos adaptativos a través
del paisaje. Por ejemplo, dada una mutacién Y beneficiosa y una mutacién X deletérea en el
contexto silvestre (wt), si existe epistasis de signo de manera que la doble mutante XY presenta un
aptitud mayor al de la mutante Y (véase el caso en la Figura 16), sélo se podrd acceder a ese punto
por el camino wt->Y->XY, pero no por el camino wt->X->XY, salvo que temporalmente hubiese una
disminucidn en la presion de seleccion ambiental [114]. De esta manera, debido a la rugosidad del
paisaje, los trayectos evolutivos pueden frenarse en picos sub-Optimos de aptitud. Weinreich y

colaboradores claramente demostraron este fenédmeno al analizar todos los trayectos evolutivos
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posibles hacia una variante evolucionada de la enzima serin-B-lactamasa TEM-1, y encontrar que

solo 18 de 120 trayectos posibles son accesibles para la evolucion adaptativa [40].

4.1.2 Paisaje de aptitud en metalo-pB-lactamasas

En este capitulo nos proponemos explorar los factores que moldean el paisaje de aptitud
de las metalo-B-lactamasas. Para ello se utilizé como modelo de estudio la enzima Bcll y variantes
optimizadas obtenidas previamente en el laboratorio mediante Evolucidn Molecular Dirigida [70].
En el proceso de Evolucién Molecular Dirigida se empled el método de mutagénesis al azar
conocido como DNA-Shuffling. Para evaluar fenotipicamente el efecto de las mutaciones
generadas, se utilizé el sistema de expresidon descripto en la seccion 2.1.1, en células de E. coli. La
seleccion se realizé a través de la resistencia conferida frente al antibidtico B-lactamico cefalexina,
el cual es un sustrato pobre para la enzima Bcll-wt. Luego de cuatro rondas de mutagénesis y
seleccién a concentraciones creciente de cefalexina, se obtuvo una variante de Bcll con cuatro
mutaciones (G262S, L250S, V112A, N70S) capaz de aumentar la resistencia frente a cefalexina 32
veces [70]. Esta variante, que nombraremos de aqui en mas como GLVN, fue la encontrada con

mas frecuencia a altas concentraciones de cefalexina (mayor o igual a 768 pg/ml).
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Figura 17: Estructura quimica de la cefalosporina cefalexina.
La cefalexina es una cefalosporina semisintética de primera generacion, efectiva contra un amplio rango de
bacterias gran-positivas y un reducido nimero de gran-negativas [118].

En el presente trabajo, tomamos este sistema como modelo para estudiar las
caracteristicas moleculares implicadas en la evolucién de las MBLs. En este capitulo se describe el
efecto de cada una de estas mutaciones y sus combinaciones en la aptitud. Para ello, se
construyeron las 16 combinaciones posibles de las cuatro mutaciones encontradas en la variante
GLVN vy se evalud la aptitud correspondiente como la resistencia conferida a células de E.coli
frente al antibiotico cefalexina. Este disefio combinatorial, previamente empleado por Weinreich y

col. en el caso de la serin-B-lactamasa TEM-1, permite explorar todos los caminos evolutivos,
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inclusive aquellos que serian inaccesibles en la evolucion adaptativa [40]. A su vez, permite
indagar acerca de las interacciones entre mutaciones y brinda las bases para explorar luego cémo

las propiedades moleculares de la proteina afectan la aptitud en los organismos que la expresan.

Resultados

4.2.1 Reconstruccion de los caminos evolutivos hacia la variante de Bcll optimizada

contra cefalexina y deteccion de interacciones epistaticas.

Se construyeron las 16 combinaciones posibles de las cuatro mutaciones (G262S, L2508,
V112A, N70S) presentes en la variante de Bcll GLVN. Los genes correspondientes a estas 16
combinaciones se clonaron en el plasmido pKP fusionados al péptido lider pelb para dirigir el
exporte al periplasma. La aptitud correspondiente a cada variante se evalud a través de la
resistencia conferida a células de E. coli frente a cefalexina mediante medidas de concentraciones
inhibitorias minimas (CIMs). En la Tabla 3 se muestra la nomenclatura que se utilizara para las
variantes. En la Figura 18 se muestran los valores de CIMs correspondientes a cada variante a
medida que se acumulan las mutaciones. De esta manera, puede observarse el efecto de cada
mutacién sobre diferentes contextos genéticos y la accesibilidad de los caminos posibles hacia el

d6ptimo encontrado.

Tabla 3. Nomenclatura para las variantes de Bcll segtin las mutaciones presentes.

Nombre de la variante de Bcll Mutaciones
G G262S

L L250S

\'} V112A

N N70S

GN G262S/N70S

GL G262S/L250S

GV G262S/V112A

LV L250S/V112A

LN L250S/N70S

VN V112A/N70S

GLN G262S/L250S/N70S
GLV G262S5/L250S/V112A
GVN G262S/V112A/N70S
GLVN G262S/L250S/V112A/N70S




Capitulo 4. Descripcidn del “paisaje de aptitud” en metalo-B-lactamasas utilizando como modelo | 54
de estudio Bcll y variantes obtenidas mediante Evolucidn Molecular Dirigida

7 02 V7
w102 2 pt GLN 24
L2508 V112A N70S
s
G l724 5% oLV (2592 GLUN
€V
© . N70S 6-'!33
2 % el
é‘? _ GV gk GVN
...... V112K /., N70S
N o oA
9502 L sy wey I8 LVN
/&7 2
/Sy B
B 2P
o o
7 @ oY
. V115 P d N
Boll-wt s, d S
N ., T INTOS.__... ,o
“-.le:-\ | 1
“Co : VN

D)

s » Beneficiosa
Neutral
— Deletérea

v
&
&
b CIM CLX
png/mi
N

Figura 18: Caminos evolutivos posibles desde Bcll-wt hasta la variante optimizada GLVN.

Se determinaron los valores de CIMs para cefalexina conferidos a células de E.coli que expresan las enzimas
con cada una de las combinaciones posibles de las cuatro mutaciones G262S, L250S, V112A y N70S. Las
flechas indican si la mutacion que se adiciona es beneficiosa (verde), neutral (celeste) o deletérea (rojo) en
ese contexto genético. El color de los circulos indica si la CIM resultante es mayor (verde), igual (celeste) o
menor (rojo) que la de la enzima Bcll-wt. Aquellos caminos en los cuales aparece una mutacion deletérea en
algun punto estan indicados mediante linea punteada.

Las mutaciones G262S y L250S son beneficiosas cuando actian en el contexto de la enzima
silvestre, dado que producen un aumento en la CIM de 32 pg/ml a 128 pg/ml (G262S) y 64 pg/ml
(L250S). En cambio, en dicho contexto, la mutacion V112A es neutral y N70S es deletérea. La
situacion es diferente cuando se adiciona una segunda mutacién en el contexto de G262S: tanto
L250S como V112A y N70S son beneficiosas, dando lugar a un valor de CIM de 256 pg/ml. Cuando
se adicionan las mutaciones L250S, V112A y N70S sobre una doble mutante que contiene la
sustitucion G262S, en todos los casos se incrementa la CIM a 512 pg/ml. Ninguna de las
combinaciones dobles entre L250S, V112A y N70S, ni la combinacion triple LVN, da lugar a valores

de CIMs mayores que Bcll-wt. Finalmente las cuatro sustituciones son requeridas para alcanzar el
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maximo nivel de resistencia encontrado en el experimento de Evolucién Molecular Dirigida,

correspondiente a una CIM de 1024 pg/ml.

A partir del anadlisis en base a la Ecuacion 1 de los valores de CIMs para las mutantes
simples, las mutantes dobles y las mutantes triples, se obtuvieron los valores de epistasis
mostrados en la Figura 19 en el contexto silvestre y en el contexto de cada mutante simple. Se
destacan dos casos de epistasis positivas que se mantienen en todos los contextos genéticos

analizados: G262S5-V112A y G262S-N70S, siendo este ultimo un caso de epistasis de signo.
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Figura 19: Epistasis entre las mutaciones G262S, L250S, V112A y N70S agrupadas de a pares en distintos
contextos genéticos.

Se muestran los valores de epistasis en el contexto silvestre (wt) y de las mutantes N70S, V112A y L250S. En
el contexto de G262S no existe epistasis entre las demas mutaciones. Los valores de epistasis se calcularon
en base a la Ecuacion 1 a partir de las CIMs para cefalexina de las mutantes simples, dobles y triples.

Los caminos posibles hacia el 6ptimo son 4!=24. Teniendo en cuenta que el experimento
mediante el cual se obtuvo el éptimo se realizé bajo condiciones de alta presién de seleccidn, y
gue naturalmente estas enzimas también estan expuestas a una presion de seleccidén sostenida
por los distintos B-lactdmicos en la clinica, consideramos como caminos accesibles aquellos que
sélo incluyen mutaciones beneficiosas. De todos los caminos, 12 son interrumpidos en algun
punto debido a una mutacidon que produce una disminucién en la CIM (se indican en linea
punteada en la Figura 18). Cabe destacar, que en 10 de los casos dicha mutacién es N70S. La
mutacién V112A inicia 4 caminos que avanzan por pasos neutrales hasta la apariciéon de G262S,
que si produce un aumento en la CIM. Los 8 caminos restantes avanzan a través de sucesivas
mutaciones beneficiosas, 2 de ellos se inician con la mutacién L250S y 6 con la mutacién G262S

(pueden seguirse mediante las flechas verde de trazo continuo en la Figura 18). De esta manera, a
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pesar de que la mutacidon L250S también es beneficiosa en el contexto de Bcll-wt, G262S se

destaca por definir los caminos accesibles.

4.2.2 Optimos alternativos y diversificacién de caminos.

Los caminos descriptos en la seccidn anterior se construyeron en base a la variante
encontrada con mayor frecuencia en el proceso de Evolucion Molecular Dirigida a altas
concentraciones de cefalexina (mayor o igual a 768 pg/ml). Sin embargo, otros clones fueron
encontrados también en dicha condicién, los cuales representan éptimos alternativos [69]. En el
presente trabajo se revisaron los clones encontrados en los ultimos pasos de seleccidn y se
determinaron sus CIMs para cefalexina. Las mutaciones encontradas en cada clon y sus respectivas

CIMs se muestran en la Tabla 4.

Del analisis de estas combinaciones, surge que las mutaciones 146M y V259A actuan en los
contextos GV y GVN dando lugar a aumentos en la CIM, por lo cual pueden dar lugar a
ramificaciones en los caminos que lleven hacia éptimos distintos a GLVN. Las demas mutaciones
parecen tener efectos neutrales. Puede observarse la presencia ubicua de las mutaciones G262S,
V112A y N70S en aquellas variantes con valores de CIM de 1204 ug/ml. Es decir, que estas tres
mutaciones en conjunto constituyen un nuevo contexto genético sobre el cual pueden fijarse
varias mutaciones, dando lugar a multiples picos en el paisaje de aptitud.

Tabla 4: Variantes distintas de GLVN seleccionadas a altas concentraciones de cefalexina y sus respectivas
CIMs.

Mutante Mu'Eaciones en Otras mutaciones CIM para
comuln con GLVN cefalexina (ug/ml)
M1 G262S/ V112A V259A 512
M9 G262S/ V112A 2391/ 1246T/ 146M 512
M4 G262S/ V112A/ N70S  V259A/ T33A 512
M10 G262S/ V112A/ N70S  1246T 512
M11 G262S/ V112A/ N70S  V259A/ 1246T 512
M2 G262S/ V112A/ N70S  V259A 1024
M3 G262S/ V112A/ N70S  1202V/ 146M 1024
M6 G262S/ V112A/ N70S  V259A/ R254G/ K32E 1024
M8 G262S/ V112A/ N70S  V259A/ R254G/ 146M/ T33A/ V30l 1024
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4.3 Discusion

La elucidacién de los principios que gobiernan la evolucion molecular sigue siendo un
tema central en la biologia evolutiva. Desde el surgimiento de la teoria neutral de la evolucion,
muchos de los estudios han focalizado sus esfuerzos en descifrar el papel de la contribucidon de la
seleccién versus la contribucidn de la deriva genética en la fijacion de sustituciones aminoacidicas.
Estudios recientes han demostrado que la epistasis es un factor que afecta la evoluciéon de
proteinas a largo plazo y que debe ser tenida en cuenta para explicar por qué la gran mayoria de
las sustituciones aminoacidicas que ocurren en una especie no pueden ocurrir en otra, mas alld
que la seleccion positiva juegue o no un rol dominante [119]. En el caso de proteinas, se ha visto
con diversos ejemplos que la epistasis entre mutaciones condiciona los caminos adaptativos
posibles desde una versidon de la proteina hacia otra con nuevas caracteristicas en su funcién

[40,41,120-123].

Respecto al tratamiento de enfermedades infecciosas, la introduccion de agentes
terapéuticos resulta en una presion de seleccion fuerte que lleva a que las proteinas implicadas en
la sobreviva del microorganismo experimenten una rapida evolucién [39,121,124,125]. En este
contexto, nos propusimos estudiar los mecanismos subyacentes en la evolucidn de la resistencia a
antibidtics B-lactdmicos mediada por las MBLs. Para ello se tomé como modelo una variante de la
MBL Bcll obtenida previamente en el laboratorio, GLVN, que presenta cuatro mutaciones, G262S,
L250S, V112A y N70S. La mutacion G262S se destaca por ser responsable de un incremento
considerable en la capacidad de la enzima de conferir resistencia. A su vez, G262S resulta en un
contexto genético favorable para que puedan seleccionarse otras mutaciones con las cuales
presenta epistasis positiva: N70S y V112A. De esta manera, G262S prevalece como mutacion
iniciadora de los caminos adaptativos hacia el éptimo. Asumiendo un escenario de fuerte presién
de seleccion, no seria posible que se inicien caminos a través de la mutaciéon N70S, dado que es
deletérea en el contexto silvestre. La mutaciéon V112A es neutral, por lo que, si bien esta mutacion
podria fijarse por deriva génica, los caminos iniciados por V112A tienen menos probabilidad de
ocurrir que los iniciados por G262S. Vemos entonces cdmo las interacciones epistaticas, restringen
el orden en que pueden ocurrir las mutaciones, y por ello la accesibilidad de los caminos hacia un

dado 6ptimo.

De Visser y colaboradores han demostrado que la eleccidon particular de caminos

evolutivos es dependiente del primer paso mutacional debido a la epistasis [41]. Este fendmeno
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también se evidencia en nuestro escenario, siendo esta mutacién iniciadora de caminos G262S.
Cabe destacar que la mutacion G262S se ubica en una region de secuencia altamente conservada
en las MBLs, donde prevalece el residuo de Gly. Uno de los pocos casos en los que se encuentra
reemplazada por Ser es en variantes de la enzima IMP, como se describié en la secciéon 1.5.2. En
las variantes IMP, este cambio provoca variaciones en el perfil de sustrato [66]. Es decir, que
mediante Evolucidn Molecular Dirigida pueden sefalarse posiciones en la secuencia de las MBLs
gue son clave para el perfil de sustrato de la enzima, y por ello, pueden variar segun la presién de

seleccién.

Por otro lado, observamos que a partir de la variante triple GVN pueden acumularse otras
mutaciones diferentes a L250S dando lugar a éptimos alternativos. Esto, sumado a la evidencia de
la existencia de interacciones epistaticas entre G262S5-V112A y G2625-N70S indica que V112A y
N70S tienen un fuerte efecto en el aumento de aptitud en el contexto de G262S. En cambio, L250S
solo tiene efecto aditivo y otras sustituciones pueden aparecer en su lugar. Es decir, que una vez
que se seleccionan las mutaciones relacionadas epistaticamente: G262S, V112A y N70S, se crea un
nuevo contexto genético que resulta favorable para la acumulacién de nuevas mutaciones. De
esta manera, a partir de la triple mutante GVN se multiplican los caminos alternativos hacia

Optimos, y dando lugar a un pico ancho y rugoso en el paisaje de aptitud.

Las interacciones epistaticas observadas a nivel de la aptitud ocurren debido a que las
mutaciones implicadas afectan simultdneamente propiedades moleculares de la proteina [40]. Nos
encontramos entonces en nuestro caso con el interrogante de identificar cuales son dichas
propiedades moleculares responsables de las interacciones epistaticas y, por lo tanto, de delinear
los caminos accesibles. El objetivo del proximo Capitulo es la caracterizacion de las distintas

propiedades moleculares que contribuyen a la aptitud de las distintas mutantes, y su interrelacion.
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Capitulo 5. Contribucion de las propiedades moleculares en la

capacidad de conferir resistencia de las metalo-B-lactamasas

5.1 Introduccion

El desafio central en el estudio de la evolucion de proteinas es tratar de correlacionar los
cambios a nivel molecular de la proteina con el fenotipo del organismo que la expresa [116,126].
La comprensidn de estos mecanismos es una herramienta importante para racionalizar y anticipar
la rdpida evolucién de los mecanismos de resistencia de microorganismos frente los agentes
terapéuticos. A pesar de los numerosos trabajos realizados en el campo de evolucién de proteinas,
descifrar como se relacionan estos fendmenos sigue siendo una tarea compleja, dado que muchas
veces las caracterizaciones in vitro de las proteinas no son representativas de los fenémenos

observados in vivo [127,128].

El impacto a nivel fenotipico de las mutaciones puede estar condicionado por las
interacciones epistaticas. Las interacciones epistaticas entre mutaciones se dan cuando éstas
tienen efectos pleitrdpicos y superpuestos sobre distintas propiedades moleculares de la proteina
[40]. En varios ejemplos relacionados con la resistencia a agentes antimicrobianos se han
encontrado casos de epistasis donde una mutacidon da lugar a una ventaja funcional para la
proteina, ya sea un aumento de actividad frente a algin sustrato o una menor afinidad por un
inhibidor; en detrimento de alguna otra propiedad, como la estabilidad proteica o la actividad
enzimatica contra su sustrato natural. En ese contexto, suele requerirse la aparicién de otra
mutacién capaz de revertir el fenotipo de la propiedad afectada negativamente, que permita
mantener los beneficios de la primera, lo que redunda en un incremento en la aptitud. El clasico
ejemplo es el de la enzima TEM-1, donde una mutacién que incrementa la actividad contra las
cefalosporinas de tercera generacidn, G238S, y en forma concomitante la capacidad de conferir
resistencia, produce a su vez una disminucidn en la estabilidad. Otra mutacién, M182T, que tiene
escaso efecto en la aptitud en el contexto silvestre, restaura la estabilidad en el contexto de la
mutacion G238S, dando lugar a un aumento en la resistencia [37](ver Figura 2). A este tipo de
mutaciones se las denomina “compensatorias”. La mutacién M182T se encuentra alejada en la
estructura de G238S y puede actuar como compensatoria en el contexto de otras mutaciones
desestabilizadoras, por lo cual se la denomina “supresor global” [129]. Dentro de las variantes de

TEM-1, también se han encontrado otros supresores globales, y se ha visto incluso que muchos de
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estos casos corresponden a sustituciones que restituyen la secuencia consenso ancestral [44]. En
algunos de los casos se ha demostrado que esta estabilizacion tiene lugar a nivel termodinamico

[37,130]; mientras que en otros se ha relacionado con factores cinéticos [44,131].

Otros ejemplos que han sugerido o demostrado el mismo tipo de interacciones mediadas
por la estabilidad son la proteina ADN girasa B de E.coli, la proteasa de HIV-1 y una nucleoproteina
del virus de influenza. La proteina ADN girasa B es el blanco de accion de antibidticos como
quinolonas y cumarinas. Por seleccidn de resistencia espontdnea a cumarinas se encontré una
mutacidén que confiere resistencia pero produce un fenotipo de termosensibilidad. Utilizando un
procedimiento de seleccidn in vivo se encontraron dos mutaciones supresoras del fenotipo de
termosensibilidad, manteniendo el fenotipo de resistencia [125]. Estos efectos estarian
relacionados con la estabilidad de la proteina, aunque las conclusiones sdlo estan basadas en
mediciones de fraccion de proteina soluble tras la sobreexpresién de las mismas, correlacionadas

con fenotipos a distintas temperaturas.

En el caso de la proteasa del virus HIV-1, se han encontrado numerosas mutaciones que
dan resistencia a los inhibidores de proteasas, los cuales son componentes clave de la terapia
antirretroviral [132] . El desarrollo de resistencia involucra multiples mutaciones en el sitio activo
de la enzima y la periferia. Mutaciones cercanas al sitio activo disminuyen la unién de inhibidores
en general a costa de la actividad contra el sustrato, la cual se puede recuperar a través de
mutaciones mds distantes [132]. A su vez, a partir del andlisis de aislados clinicos se identificaron
mutaciones que por estar alejadas del sitio activo parecian accesorias, pero que son capaces de
restablecer la estabilidad de la proteasa a niveles similares o mayores a los de la enzima silvestre

[124].

En un trabajo reciente se analiz6 la evolucion de la nucleoproteina del virus de influenza
humano H3N2, la cual ha acumulado 39 mutaciones entre el aflo 1968 y 2007, relacionadas en
general con el escape del sistema inmune. Dado que se cuenta con informacién cronoldgica de la
aparicién de las distintas mutaciones, se pudo reconstruir el trayecto evolutivo mas probable
entre de todos los caminos posibles. Al evaluar el efecto de las mutaciones individuales sobre el
gen parental, se encontré que varias mutaciones son deletéreas en el gen parental, a pesar de

haber sido fijadas durante la evolucidon sin impactos negativos. Estas mutaciones son
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desestabilizadoras, y fueron precedidas o acompafiadas por mutaciones estabilizadoras aliviando

sus efectos adversos [120].

En el Capitulo 4 analizamos el efecto de cuatro mutaciones en la MBL Bcll que dan lugar a
un fenotipo de resistencia aumentada contra cefalexina. Una de las cuatro mutaciones, G262S,
produce un incremento marcado en la resistencia. Otras dos, V112A y N70S, presentan epistasis
positiva con G262S, siendo beneficiosas en su contexto, aunque no en el silvestre. Este hecho
sugiere que en algun punto estos pares de mutaciones superponen sus efectos sobre propiedades

de la enzima.

Los residuos G262 y N70 forman parte de la denominada segunda esfera de coordinacién
del sitio activo. Los residuos de la segunda esfera forman redes de puentes hidrégeno entre la
proteina y los ligandos del metal, capaces de alterar el sitio de coordinacion de diversas maneras,
afectando en forma indirecta la estructura electrdnica y la geometria de los iones Zn(ll) [133]. Es
Iégico esperar entonces que las mutaciones G262S y N70S tengan algun efecto en la catalisis o en
la unién del Zn(ll). En nuestro grupo se demostrd que la mutacion G262S produce un aumento
marcado en la eficiencia catalitica contra cefalexina, acompafiado de una disminucion de la
estabilidad termodindmica de la proteina [70,134]. Respecto a la mutacidon N70S, se descartd que
cumpliese un rol compensatorio respecto a la estabilidad termodinamica [134]. A partir de la
estructura cristalografica de la mutante GLVN, se infirié que el efecto de la mutacion N70S podria
estar relacionado con un aumento en la flexibilidad de los bucles que rodean el sitio activo. Por
otro lado, la mutacién V112A esta situada en un carozo hidrofébico en la estructura proteica y no
participa en la segunda esfera de coordinacion (Figura 20). No obstante, su ubicacidn distante del

sitio activo hace mas dificil de racionalizar su efecto.
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Figura 20: Estructura cristalografica de la mutante GLVN.

Representacion de la estructura cristalografica de la mutante GLVN, (PDB 3FCZ)[134]. Se indican en verde los
residuos ligando del sitio activo, las esferas grises representan los iones Zn(ll) y se muestran en rojo los
residuos mutados.

Debido al rol central encontrado en el Capitulo 4 para la mutacidn G262S en definir los
caminos adaptativos (Figura 18), nos focalizamos en la caracterizacién funcional y biofisica in vitro
de las variantes que presentan dicha mutacién: G, GV, GL, GN, GLV, GLN, GVN y GLVN. Se
realizaron estudios complementarios in vitro y con extractos periplasmaticos con el fin de analizar
como las propiedades de eficiencia catalitica, estabilidad y afinidad por el cofactor Zn(ll) entran en

juego para definir la aptitud.

Resultados

5.2.1 Caracterizacion cinética in vitro de las variantes de Bcll que contienen la
mutacion G262S junto con las distintas combinaciones de N70S, V112A y L250S.
Para realizar la caracterizacién cinética de las variantes que contienen la sustitucién G262S
se procedid en primer lugar a la optimizacién de las condiciones de sobreexpresidon y purificacion
de estas proteinas. Se utilizo el sistema de sobreexpresidén puesto a punto en el laboratorio para
Bcll-wt. El plasmido empleado, pET-TERM, permite expresar la enzima B-lactamasa fusionada en
su extremo amino a la proteina GST mediante induccidn con IPTG en células de E. coli. Para Bcll-
wt, la induccién de la expresion se realiza a 37° durante 4 hs. En los primeros intentos de

purificacion de las variantes observamos dificultades en la obtencion de preparaciones estables y
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con una relacién aceptable de equivalentes de Zn(Il)/molécula de proteina (mayores o iguales a
1,4). En particular, encontramos que la mutante triple GLN se encontraba mayoritariamente en la
fraccién insoluble luego de realizar la ruptura celular por sonicacidn. Estos inconvenientes fueron
superados realizando la induccidn a baja temperatura (20 °C) durante 16 hs y con exceso de Zn(ll)
en el medio de cultivo (mediante el agregado de ZnSO, 500 uM). También fue necesario un
extremo cuidado durante la manipulacién de las muestras, manteniendo una temperatura de 4°C
durante todos los pasos de la purificacidon. La proteina de fusion se separd del extracto crudo
utilizando la resina de afinidad GSH-agarosa, luego se procedié al corte con trombina y la proteina

de interés se aislé6 mediante una resina de intercambio iénico CM-Sefarosa.

El estado de plegamiento proteico se evalué mediante espectroscopia de dicroismo
circular. Se realizaron espectros en la regidon UV-lejano y UV-cercano para evaluar el estado de la
estructura secundaria y estructura terciaria respectivamente. Debido a que ninguna de las
mutaciones involucra residuos aromaticos, los espectros de UV-cercano sirven como una huella
dactilar del plegamiento de las distintas variantes. Como se muestra en la Figura 21, en todos los
casos los espectros de las variantes son muy similares a los espectros de la enzima Bcll-wt, lo cual

sugiere que no existen cambios drasticos en el plegamiento.
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Figura 21: Evaluacion del estado de plegamiento de las variantes de Bcll mediante espectroscopia de
dicroismo circular.

Los espectros correspondientes a la region del UV-lejano (izquierda) y los correspondientes al UV-cercano
(derecha), demuestran que la estructura secundaria y terciaria, respectivamente, estan conservadas en las
variantes respecto a Bcll-wt.

La medicién del contenido de Zn(ll) de las preparaciones de MBLs purificadas permite
estimar la calidad de las mismas. Se ha visto que las preparaciones de apo-proteinas captan la
misma cantidad de metal con la que fueron aisladas, es decir que aquella fraccién que no une

Zn(ll) durante la expresion sufre algun cambio irreversible que le imposibilita tomar mas metal y
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activarse [81]. Dicho de otra manera, los eq. de Zn(Il)/molécula de enzima nos permiten inferir la
fraccidn de proteina capaz de captar metal, y por lo tanto, activa, en una preparacién. En general,
se consideran aceptables valores a partir de 1,4-1,5 eq. de Zn(ll)/molécula de proteina, lo cual
corresponderia a un 70-75% de proteina nativa. Para realizar estas medidas se utilizo el método de
desnaturalizacion de la proteina por el agregado de cloruro de guanidinio y el agregado del
quelante colorimétrico PAR que capta el metal liberado (seccion 2.12.1). En la Tabla 2 se muestran

los valores obtenidos en promedio en las preparaciones de las variantes.

Tabla 5. Determinacion del contenido de Zn(ll) para las preparaciones de proteina pura.

Variante Equivalentes de
Zn(ll)/molécula de proteina

wt Bcll 1,6+0,1
G 1,5+0,1
GV 1,6+0,1
GL 1,7+0,1
GN 1,7+0,1
GLV 1,5+0,1
GNL 1,7+0,1
GVN 1,7+0,1
GLVN 1,4+0,1

Los parametros cinéticos en estado estacionario se midieron en las condiciones
tipicamente empleadas para las enzimas MBLs [70,78], que incluyen el agregado de Zn(ll) en el
medio de reaccion. Las medidas se realizaron para el sustrato empleado en el proceso de
evolucién molecular dirigida, cefalexina; y para sustratos representativos de penicilinas: penicilina
G, carbapenemes: imipenem y cefalosporinas: cefotaxima. Estos tres sustratos son eficientemente
hidrolizados por la enzima silvestre. Se estudié ademas la eficiencia hidrolitica frente a
ceftazidima, una cefalosporina que, al igual que cefalexina, es pobremente hidrolizada por la
enzima silvestre y cuya hidrdlisis, segin datos previos, también se veia aumentada en la variante

optimizada [70]. Los pardmetros cinéticos obtenidos se muestran en la Tabla 6.
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Tabla 6. Parametros cinéticos en estado estacionario para Bcll-wt y sus variantes.

Keat (5_1)
Cefalexina Cefotaxima Ceftazidima Penicilina G Imipenem
wt 4,15+0,2 101+£21 >25 1275+ 64 349+ 17
G 256+ 10 39721 > 160 589 + 22 56,2+2,1
GV 263+11 354+5,6 ND 1077 £ 20 67,7122
GL 344 +7,6 490 £6,2 ND 1184 + 32 118+3,1
GN 347+ 10 236%3,3 > 100 1303 £ 22 85,1+2,3
GLV 337+6,7 404 £5,3 ND 1233+ 25 143+4,0
GNL 251+6,0 315+17 ND 977 £33 86,1+2,8
GVN 297 +£9,5 291+4,1 > 200 1538 + 62 73,2+1,3
GLVN 359+5,7 300+5,1 > 180 1380 + 33 93,8 +4,0
Kwm (1LM)
wt 125+ 13 43,3+4,0 >1000 662 + 66 687 +9,0
G 140+ 19 53,8+3,4 > 1000 194 + 14 76,8+ 8,5
GV 114 +17 40,5+2,7 ND 214 £ 20 70,1+£8,5
GL 142 +12 56,9t2,4 ND 215+18 70,7+5,9
GN 139+12 31,6+24 > 300 256+ 18 41,8+5,9
GLV 134+£12 65,8+4,7 ND 129+12 68,884
GNL 97+9,0 42,7+7,5 ND 234 £ 28 53,5+6,5
GVN 121+14 52,1+2.9 > 400 379t 46 444+ 4.6
GLVN 160+ 10 42.8+3.7 > 600 294 + 29 75.917.6
Keat/Kn (M)
wt 0,033+ 0,004 2,32+0,26 ~ 0,025 1,93+0,21 0,51+ 0,06
G 1,83+0,26 7,39+1,17 ~0,16 3,04 £ 0,40 0,73 +£0,09
GV 2,30+0,35 8,74 £ 0,75 ND 5,04+0,34 0,97 +£0,12
GL 2,41+0,21 8,62+0,42 ND 5,49 + 0,53 1,67 10,21
GN 2,52+0,23 7,45 +0,58 ~0,30 5,08 £ 0,36 2,03+0,29
GLV 2,51+0,23 6,14 £ 0,45 ND 9,56 + 0,91 2,07+0,26
GNL 2,60+0,25 7,38+1,35 ND 4,17 £0,52 1,61+0,29
GVN 2,45+0,29 5,58 £+ 0,32 ~0,50 4,05+ 0,52 1,65+0,17
GLVN 2,24+0,14 7,01+0,62 ~0,30 4,70+ 0,48 1,24 +0,13

Las reacciones se llevaron a cabo en solucion amortiguadora 10 mM Hepes; pH 7,5; 200 mM NaCl; 20 uM
ZnSO, and 0,05 mg/ml albUmina sérica bovina a 30 °C. Los valores indicados corresponden al promedio de
al menos dos repeticiones * el error estandar. ND: no determinado.

Las 8 variantes muestran un incremento de entre 55 y 70 veces de la eficiencia hidrolitica

contra cefalexina comparada con Bcll-wt (Figura 22). Los valores de k./Kw para estas mutantes
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estan en el rango de 1,8-2,6 x 10° M* s™ (en contraste con 3 x 10* M s™ para Bcll-wt). El aumento
en actividad se debe principalmente a un aumento en k.. Vemos que el aumento en la eficiencia
hidrolitica se produce a causa de la mutacidn G262S, mientras que las demas sustituciones, en

presencia de G262S, no tienen efectos considerables sobre la misma.

Para los sustratos penicilina G, imipenem y cefotaxima, se observan en general aumentos
menores a un orden de magnitud. Para penicilina G e imipenem los cambios se deben
principalmente a disminuciones en la Ky; mientras que para cefotaxima, al igual que en cefalexina,
se deben principalmente a aumentos en k.. En el caso de ceftazidima, se midieron los parametros
cinéticos solamente para las variantes G, GN, GVN y GLVN. Si bien los parametros individuales ke y
Km no pueden determinarse por ser el valor de Ky muy alto, la estimacion de k./Ky muestra

aumentos en la actividad respecto a Bcll-wt de entre 6-30 veces.

=G =mGY GL =GN
= GLV s GLN = GVN = GLVN

kcat/Kp relativo

CLX CTX PenG Imi
1009 ... 10 1
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-
.
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Figura 22: Parametros cinéticos frente a distintos antibidticos B-lactdmicos para las variantes de Bcll
relativos a la enzima silvestre.

Se muestran los parametros indicados en la Tabla 6 relativos a Bcll-wt en escala logaritmica para cada
sustrato. PenG: peinicilina G, IMI: imipenem, CTX: cefotaxima, CLX: cefalexina.

Globalmente, se observa que los cambios en eficiencia hidrolitica se deben a la sustitucion
G262S. El efecto es mas marcado para cefalexina, lo cual es razonable debido a que fue el

antibidtico utilizado como selector en el experimento de Evolucién Molecular Dirigida. El aumento
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en eficiencia hidrolitica contra cefalexina explica el incremento en CIM en el caso de la mutacion
G262S. En cambio, las variaciones en eficiencia hidrolitica observadas con las demas sustituciones
no muestran ninguna correlacion con los aumentos sucesivos en CIM. Esto sugiere que las demas
sustituciones afectan otra u otras propiedades que son relevantes para la determinacion de la
aptitud o que ejercen efectos sutiles en la eficiencia hidrolitica que no son detectados con la
metodologia empleada. De hecho, las condiciones empleadas para las medidas podrian no estar
representando adecuadamente el estado de las proteinas en el periplasma bacteriano. Nos
planteamos entonces la necesidad de obtener pardmetros de actividad en extractos

periplasmaticos.

5.2.2 Medidas de actividad en extractos periplasmaticos y correlacién con
parametros de resistencia.

Con el propdsito de tener una medida de la actividad enzimatica en condiciones mas
cercanas a las de la proteina durante los ensayos de resistencia, se obtuvieron extractos de
periplasma de células de E. coli expresando las distintas variantes. Se probaron distintos métodos
de extraccion en busqueda de reproducibilidad y de la conservacidén de actividad de las enzimas.
Se trabajo con el método de choque osmético modificado (evitando el uso de EDTA), como se
describe en la seccion 2.7. Se realizaron también pruebas confirmatorias de las actividades

medidas con otro método, el de extraccion con cloroformo.

Como primera aproximacion, se realizaron medidas de actividad contra cefalexina en
condiciones de concentracion de sustrato saturante (basandonos en los valores de Ky
determinados con enzimas puras). La cantidad de enzima en cada extracto se determind por
cuantificacién de la banda correspondiente en geles SDS-PAGE utilizando como calibracién interna
cantidades conocidas de Bcll pura (la identidad de la banda se verificd por Western Blot, ver
seccion 2.8 y Figura 26 A). Los valores de velocidades iniciales se dividieron por la cantidad de
enzima en la mezcla de reaccion para estimar la actividad especifica en periplasma. En la Figura 23
se muestran las actividades especificas para todas las variantes. En el caso del extracto
correspondiente a la enzima Bcll-wt, la actividad fue practicamente indetectable, al igual que para
las variantes que no contienen la mutacion G262S: V, L, LV, LN, VN y LVN. Para el caso de la
variante G, la actividad aumenta hasta alrededor de 100 s, y ante la adicion de las demas

sustituciones la actividad sigue aumentando hasta casi 400 s en la variante GLVN.
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Vmax/[E] (s*')

Figura 23: Actividad especifica determinada en extractos periplasmaticos para Bcll-wt y sus variantes.

Se obtuvieron extractos periplasmaticos de células de E. coli expresando cada una de las variantes y se midid
la velocidad inicial de reaccidn contra cefalexina a concentracién saturante (400 uM). La cantidad de enzima
en cada extracto se determind mediante la cuantificacion por densitometria a partir de la banda
correspondiente en geles SDS-PAGE (confirmando la identidad de la banda por Western Blot). Las
velocidades obtenidas se dividieron por la cantidad de enzima en la reaccidn para obtener el parametro V sy
aparente/ [E]. ESto se realizé 3 veces para cada variante con preparaciones de periplasma independientes. Las
reacciones se llevaron a cabo en soluciéon amortiguadora 10 mM Hepes; 200 mM NaCl; pH 7,5 a 30 °C.

Dado que en general los valores de actividad especifica determinados en periplasma
presentan una tendencia que se corresponde con los valores de CIMs, se profundizé en la
caracterizacion de las variantes que contienen la sustitucion G262S. Se realizaron entonces
medidas de actividad a distintas concentraciones de cefalexina. Para todos los casos se observé un
comportamiento del tipo Michaelis-Menten de la cinética en estado estacionario (Figura 24). Esto

nos permitio realizar estimaciones de ke Y Ky aparentes en los extractos periplasmaticos (Tabla 7)
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Figura 24: Curvas de velocidad inicial versus concentracion de sustrato en extractos periplasmaticos para
las variantes de Bcll.

Las reacciones se llevaron a cabo a distintas concentraciones del sustrato cefalexina, en solucidn
amortiguadora 10 mM Hepes; 200 mM NaCl; pH 7,5 a 30 °C y concentraciones de enzima B-lactamasa en los
extractos periplasmaticos de entre 0,9y 2 nM.
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Tabla 7. Parametros cinéticos aparentes para el sustrato cefalexina determinados con extractos
periplasmaticos de Bcll-wt y sus variantes.

Keat (s™) Ku (1M) keae/ K (5™ uM™)

Bcll-wt ~4 ND ~ 10"
G 129+21 1014 1,3+0,2
GV 174 £ 13 116 £ 31 1,5+0,6
GL 217+ 2,3 96 +0,5 2,3+0,02
GN 224 + 30 85+0,9 2,6+0,3
GLV 234 +42 96+1,2 2,4+04
GLN 228+1,0 78+1,5 29+0,1
GVN 323 +37 92+0,9 3,5+04
GLVN 392+ 31 100 £ 3,3 3,904

Las reacciones se llevaron a cabo en solucién amortiguadora 10 mM Hepes; 200 mM NaCl; pH 7,5 a 30 °C.
Los valores mostrados son el promedio de al menos 2 determinaciones realizadas con extractos
periplasmaticos independientes + el error estandar

En la Figura 25 se muestran graficados los valores de k./Ky aparentes en comparacion
con los valores de k/Ky obtenidos con las proteinas puras. Puede observarse que existe una
tendencia de aumento en k./Kyv aparente en el periplasma desde la mutante G hasta GLVN, que

correlaciona con los valores de CIMs correspondientes (Figura 18).
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Figura 25: Parametros cinéticos aparentes determinados en periplasma en comparacién con los
parametros cinéticos determinados con las enzimas purificadas.

Los parametros cinéticos determinados con los extractos periplasmaticos corresponden a los datos
mostrados en la Tabla 7 y los de las enzimas purificadas a los datos mostrados en la Tabla 6.
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Luego de realizar 3 repeticiones de preparaciones periplasmaticas para cada variante, se
estimaron las cantidades de proteina para cada una relativas a Bcll-wt como se describe en la
seccidn 2.8 y en la Figura 26 A. Los resultados en promedio de estas determinaciones se muestran
en la Figura 26 B. En la Figura 27 se muestran las preparaciones correspondientes a células totales
y extractos periplasmdticos resueltas por SDS-PAGE y sus correspondientes ensayos de Western
Blot para todas las variantes en paralelo. Se observé que no existen diferencias significativas en los
niveles de expresion entre las variantes. Esto indica que las diferencias en CIMs no estan

relacionadas con diferencias en los niveles de expresion.
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Figura 26: Cantidades de enzima exportada al periplasma de E.coli relativa a Bcll-wt.
A) Se prepararon extractos de células totales y extractos periplasmaticos a partir de E.coli XL1-Blue

expresando Bcll-wt o cada una de las variantes. Se sembraron cantidades adecuadas de periplasma
concentrado para su visualizacidon y cantidades conocidas de proteina pura para construir una curva de
calibracién interna. La flecha indica la posicién de la banda correspondiente a Bcll. MPM: marcador de peso
molecular, CT: células totales, EP: extracto de periplasma. La densidad dptica de cada banda se determind
con el programa GelAnalizer. La identidad de la banda se corroboré mediante los ensayos de Western Blot.
La cuantificacidn se realizd tres veces para cada variante con extractos periplasmaticos independientes. B)
Diagrama de caja y bigotes representando los promedios y desviaciones estandar obtenidos para cada
variante. Mediante una prueba ANOVA de un factor se corroboré que no existen diferencias significativas en
la cantidad de enzima entre las variantes (p=0,68).
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Figura 27: Niveles de expresion de Bcll y las variantes en extractos de células totales y extractos
periplasmaticos de células E. coli.

Se prepararon extractos de células totales y extractos periplasmaticos a partir de E.coli XL!-Blue
transformada con el pldsmido: 1) pKP, 2) pKP-wt Bcll, 3) pKP-G, 4) pKP-GV, 5) pKP-GL, 6) pKP-GN, 8) pKP-
GLV, 9) pKP-GLN, 10) pKP-GVN, 11) pKP-GLVN; e indudida con IPTG 0.5 mM. Las muestras se resolvieron en
geles SDS-PAGE 12% (izquierda) y se revelaron por Western Blot (derecha). En los extractos totales se
observan la formas pelB-Bcll (pétido lider + proteina, de 27kDa) y la forma madura (25 kDa). Se observan
algunas bandas inespecificas, que también estan presentes en el control negativo (pKP).El revelado de los
ensayos de Western Blot se realizé6 mediante anticuerpos policlonales anti-Bcll de conejo y anticuerpos anti-
IgG de conejo de cabra conjugados a fosfatasa alcalina (BIO-RAD). MPM: Marcador de Peso Molecular,
PageRuIerT'VI Plus Prestained Protein Ladder (Fermentas).

Es posible que la tendencia observada en las actividades medidas con extractos
periplasmaticos y su correlacion con las CIMs se deba a que estas medidas reflejan diferencias en
la proporcidon de proteina activa entre las variantes. Nos propusimos entonces explorar las
propiedades proteicas involucradas en determinar la cantidad de proteina activa en el periplasma:

la estabilidad de la proteina y la afinidad por su cofactor esencial, el ién Zn(ll).
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5.2.3 Medidas de estabilidad en extractos periplasmaticos y con preparaciones de
proteina pura.

Como se explicd en la seccion 5.1, se han descripto varios ejemplos en los cuales las
interacciones epistaticas estdn mediadas por la estabilidad. En algunos casos, esto se ha
demostrado mediante determinaciones de estabilidad de las enzimas purificadas en condiciones
que permiten estimar parametros termodinamicos, es decir, a partir de curvas de
desnaturalizacion en condiciones reversibles [37,130]. Sin embargo, cuando esto no es posible, se
compara el punto medio de la transicion, siendo uno de los parametros mas empleados la

temperatura media de la transicion (Ty)[44,120,124].

En otros casos, con variantes de la B-lactamasa TEM, se ha visto que la estabilidad
termodindmica no se correlaciona con la compensacion observada a nivel aptitud de ciertas
mutaciones [131] o que los valores de Ty por si solos no son suficientes para explicar los
fendmenos observados [44]. La introduccidn de otro tipo de ensayos mostraron que los efectos
estabilizadores también pueden darse sobre la tendencia a formar agregados en el periplasma y/o
a sufrir protedlisis [131]. Estos fendmenos pueden ser independientes de la estabilidad
termodinamica y, en cambio, estan relacionados con la estabilidad cinética de la proteina [44]. En
nuestro caso, vimos que las condiciones del medio natural de la proteina pueden dar lugar a
diferencias en las actividades que no se ven reflejadas en el estudio de actividad con las proteinas

purificadas.

Por estas razones, decidimos analizar la estabilidad de las MBLs utilizando también
extractos periplasmaticos, mediante evaluacién de la actividad remanente ante la perturbacion
por temperatura. Se incubaron alicuotas de los extractos a temperaturas crecientes y se midio
luego la actividad a 30°C. Para las variantes se midi6 la actividad contra cefalexina y para la enzima
silvestre contra cefotaxima. Algunas curvas de las variantes se repitieron también con cefotaxima,
observandose que no existen diferencias al cambiar el sustrato empleado. El proceso de
inactivacion por temperatura fue irreversible en todos los casos. Las graficas de actividad
remanente versus temperatura de incubacién dieron lugar a curvas sigmoideas (Figura 28) de las
cuales se extrajo un parametro de temperatura de transicidon aparente (Tya). Los valores obtenidos

para cada variante se muestran en la Tabla 8.
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Figura 28: Curvas de termoestabilidad realizadas con extractos periplasmaticos.

Se incubaron alicuotas de los extractos periplasmaticos correspondientes a Bcll-wt y a cada variante durante
5 minutos a temperaturas crecientes y luego se midié la actividad remanente a 30°C. Las medidas se
realizaron con cefalexina para las variantes y con cefotaxima para Bcll-wt.

Tabla 8: Valores de Ty,, obtenidos a partir de las curvas de termoestabilidad realizadas con extractos
periplasmaticos.

Enzima Tma (°C)
Bcll-wt 70,7+0,5
G 60,8+ 0,6
GV 65,7+0,4
GL 58,7+1,5
GN 60,0+1,6
GVL 57,8+1,1
GLN 54,1+0,9
GVN 61,5+1,0
GLVN 61,5+1,3

Los valores de Ty, se obtuvieron mediante el ajuste de los datos a curvas sigmoideas de 4 parametros. Los
valores mostrados son el promedio de tres curvas realizadas con extractos periplasmaticos independientes +
el error estandar.

La mutacion G262S produce una disminucion de 10°C en la Ty, respecto a la enzima
silvestre, por lo cual es una mutacion desestabilizadora. La adicidon de las mutaciones N70S y L250S
no produce ningun cambio considerable en la Ty, en el contexto de G262S. La mutacién V112A
produce un incremento de 5 °C en la Ty, en el contexto de G262S. La variante resultante GV, es
incluso la mas estable de todas. Por otro lado, la variante menos estable es la triple mutante GLN.
Al adicionarse la mutacién V112A sobre esta triple mutante para dar lugar a la cuddruple mutante

GLVN, también se produce un incremento en la Ty, en este caso de 6°C. Es decir, que en los



Capitulo 5. Contribucién de las propiedades moleculares en la capacidad de conferir resistencia
de las metalo-B-lactamasas
contextos G y GLN la mutacion V112A actlia como compensatoria restaurando estabilidad. En

paralelo, también actua en estos contextos dando lugar a incrementos en las ClMs.

Para comparar los resultados obtenidos con medidas analogas en enzimas purificadas se
realizaron los mismos ensayos, utilizando en la incubacién una concentracién equivalente a la de
la enzima en los extractos periplasmaticos (ver seccidon 2.13.2.1). Sin embargo, no pudieron
obtenerse medidas confiables dado que a partir de 30°C se producia una inactivacidon considerable
de la enzima (mds del 60%). Esto nos da un indicio de que existen diferencias entre los procesos
gue se pueden poner de manifiesto en uno u otro medio. Luego de probar distintas condiciones,
encontramos que incubando la enzima a concentraciones de 5-10 uM vy diluyendo luego para la
medida, podian obtenerse curvas sigmoideas (Figura 29). Sin embargo, los resultados fueron
diferentes a los obtenidos con las preparaciones de periplasma, se observod cierta reversibilidad
del proceso y un corrimiento de las Ty, hacia valores mas altos que los observados con extractos

periplasmaticos (Figura 30).

En paralelo, también se midieron con estas muestras los espectros de dicroismo circular
en la region del UV-lejano y se graficé la sefial remanente a 220 nm vs temperatura de incubacion

(Figura 29), obteniendo valores de Ty, muy similares con ambos métodos (Figura 30).
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Figura 29: Curvas de termoestabilidad realizadas con enzimas purificadas.

A) Se incubaron alicuotas de proteina a una concentracién de entre 5-10 uM a temperaturas crecientes,
luego se realizé una dilucién a concentracién final 0,3 UM en solucidn amortiguadora a 4°C y a partir de
dicha dilucién se tomaron alicuotas para las medidas de actividad remanente a 30°C. B) Con las muestras a
concentracion 5-10 uM se realizaron espectros de dicroismo circular en la regién 200-250 nm y se tomo¢ la
sefial a 220 nm para graficar versus la temperatura de incubacion. En todos los casos la solucién
amortiguadora empleada fue Hepes 10 mM, NaCl 200 mM, pH 7,5.
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Si comparamos los valores de Ty, obtenidos con extractos periplasmaticos para las
variantes G, GV, GLN y GLVN con los obtenidos con enzimas puras, se observa que el efecto
estabilizador de V112A sdlo se pone de manifiesto claramente en los experimentos realizados con
las preparaciones de periplasma (Figura 30). Sin embargo, si bien con las enzimas puras no se
observa préacticamente el efecto estabilizador de V112A sobre la variante GLN mediante estas
metodologias, si se observo en la solubilidad de la proteina luego de la sobreexpresién a 37°C: la
variante GNL se encontraba mayoritariamente en la fraccion insoluble luego de sonicar las células;
mientras que GLVN se encontraba en la fraccion soluble. Es decir, que comprobamos que segun la
metodologia empleada pueden manifestarse efectos en la estabilidad que responden a procesos

diferentes.

BG EGY MGNL MGLVN

Actividad con Actividad con DCUV-lejano
extractos enzimas puras
periplasméticos

Figura 30: Comparacién de los valores de temperatura de transicion obtenidos mediante distintos
métodos.
Valores de Ty, obtenidos mediante desnaturalizacion térmica, monitoreando el estado de plegamiento por

actividad en extractos periplasmaticos o con enzimas purificadas y por la sefial de dicroismo circular a 220
nm. La diferencia en los valores de Ty, entre las variantes G y GV y las variantes GNL y GLVN sdlo se evidencia
en forma significativa en el caso de las determinaciones realizadas con extractos periplasmaticos.

5.2.4 Efecto de la disponibilidad de Zn(II) en la capacidad de conferir resistencia de
Bcll y sus variantes optimizadas y su relacion con la afinidad por Zn(II) de
dichas enzimas.

La resistencia a antibioticos B-lactdmicos mediada por enzimas MBLs requiere
estrictamente de la unidn del cofactor Zn(ll). Se ha demostrado en E. coli que el transporte de las

MBLs desde el citoplasma hacia el periplasma depende del sistema de secrecion Sec [135]. Esto

implica que la exportacién tiene lugar con el polipéptido desplegado y que la forma nativa, con los
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iones Zn(ll) coordinados al sitio activo, debe ensamblarse en el periplasma. De hecho, se ha visto
que la sobreexpresién en citoplasma de estas enzimas puede dar lugar a la unién artefactual de
otros iones metalicos divalentes, como Fe(ll) o Mn(ll), en los sitios de coordinacion del Zn(ll)
[136,137]. Esto indica que el compartimiento celular en el que se ensambla la proteina determina
la composicién metalica. Este fendmeno también se ha observado en las metaloproteinas de la
familia de las cupinas, las cuales pueden unir Mn(ll) o Zn(ll) segun se plieguen en el citoplasma o

en el periplasma, respectivamente [138].

Por otro lado, también se ha visto en las MBL que la composicion metdlica del medio de
cultivo puede determinar las proporciones de proteina con distintos metales divalentes unidos
[137]. Como se describiéd en el Capitulo 3, experimentos realizados en el laboratorio con la
mutante de Bcll-C221D mostraron que su baja afinidad por Zn(ll) provoca un fenotipo de
resistencia altamente dependiente del contenido de Zn(ll) en el medio de cultivo. Es decir, que
mediante ensayos de resistencia en condiciones variables de Zn(ll) pueden inferirse el impacto de
las mutaciones sobre la afinidad por dicho metal. Nos planteamos entonces probar el impacto de
la mutaciéon G262S y de L250S, V112A y N70S en el contexto G262S, mediante este tipo de

ensayos.

Se realizaron medidas de CIM para cefalexina en distintas condiciones de disponibilidad de
Zn(ll). Para ello, al medio de cultivo LB (en el cual la concentracién de Zn(ll) es de
aproximadamente 5 uM [106]) se agregod el quelante EDTA (5 uM) para crear condiciones de Zn(ll)
en defecto; 6 ZnSO, (500 uM) para dar lugar a condiciones de Zn(ll) en exceso. Los resultados se

muestran en la Tabla 9.

Puede observarse que los valores de CIM para las células que expresan Bcll-wt son
sensibles a la concentracidn de Zn(ll) en el medio. Sin embargo, ante la adicion de G262S, dicha
sensibilidad se incrementa. La variante G pasa de tener una CIM de 32 pg/ml en presencia de
EDTA, a una CIM de 128 pug/ml en medio LB no suplementado y alcanzar una CIM de 512 ug/ml en
exceso de Zn(ll). Es decir, que la variante G tiene el potencial de conferir altos valores de

resistencia, pero dicho potencial se encuentra condicionado a la disponibilidad de Zn(ll).
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Tabla 9: Valores de CIMs para cefalexina (ug/ml) para células de E.coli expresando Bcll-wt o las variantes a
concentraciones de Zn(ll) variable.

XL1-Blue E. coli + pKP- LB + EDTAS5 uM LB LB +ZnSO, 500 uM
- 16 16 16
Bcll-wt 16 32 64
G 32 128 512
GL 64 256 1024
GV 256 256 1024
GN 256 256 1024
GLN 512 512 1024
GLV 512 512 1024
GVN 512 512 1024
GLVN 1024 1024 1024

Las dobles mutantes GL, GV y GN presentan una aumento de la CIM desde 256 a 1024
pg/ml al pasar del medio no suplementado al medio con exceso de Zn(ll). La CIM en los casos de
GV y GN no se ven afectadas por el agregado de EDTA; mientras que si disminuye para GL, si bien
en este caso la CIM sigue siendo mayor que la de la variante G. Las triples mutantes GLN, GLV y
GVN presentan un aumento de la CIM desde 512 a 1024 pg/ml al pasar del medio no
suplementado al medio con exceso de Zn(ll) y no se ven afectadas por el agregado de EDTA.

Finalmente, la cuadruple mutante GLVN es la Unica capaz de conferir una MIC de 1024 pg/ml en el

medio no suplementado.

Estos resultados demuestran que la disponibilidad de Zn(ll) afecta mayormente a la
variante G y que la dependencia de la CIM respecto a la disponibilidad de Zn(ll) disminuye al
adicionarse las demds mutaciones: L250S, V112A y N70S. Como se menciond previamente, en
base a los expuesto en el Capitulo 3 con la mutante C221D, los fenotipos de resistencia
dependientes de Zn(ll) pueden relacionarse con cambios en la afinidad por Zn(ll) de la enzima. En
el caso de la mutacidon G262S, podria inferirse que disminuye la afinidad por Zn(ll); mientras que
las sustituciones L250S, V112A y N70S revierten este efecto, dando lugar a una recuperacién de la

afinidad. Para corroborar esta hipdtesis, se midieron las afinidades por Zn(ll) de las enzimas
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mediante los ensayos de competicion con el quelante colorimétrico PAR, descriptos en el Capitulo
Capitulo 3. Por simplicidad, se optd por evaluar las variantes de un sélo camino: G->GN->GVN-
>GLVN. Se priorizé dicho camino, dado que incluye la variante GN, y por lo tanto, puede evaluarse
la interaccidon de epistasis de signo presente entre las mutaciones G262S y N70S (la epistasis
positiva observada en el par G262S-V112A puede atribuirse a un impacto sobre la estabilidad
proteica, segun se describié en la seccién 5.2.3, mientras que no hay interaccidn en el par G262S-

L250S).

Las curvas obtenidas en los ensayos de competicién y los ajustes realizados con el
programa Dynafit se muestran en la Figura 31. Los valores de K4 obtenidos para los dos eventos de
unién se muestran en la Tabla 10. Los valores de Kq1, es decir, correspondientes al primer evento
de uniodn, se encuentran en el orden nanomolar bajo, no pudiendo ser determinados con precision
en la mayoria de los casos. La mutacidon G262S disminuye la afinidad por la unién del segundo
equivalente de Zn(ll) dado que la Ky, aumenta de (8,6 = 3,9) nM a (178 £ 54) nM. La adicidn de la
mutacién N70S en el contexto de G262S restablece la afinidad, dado que se produce una
disminucion de la Kyg; a un valor mas cercano al de la enzima silvestre, (22,9 + 5,0) nM. Ante la
adicién de las mutaciones V112A y L250S se observan variaciones menores. La K4, se mantiene en
valores bajos para las variantes GVN y GLVN, siendo estos valores dptimos para la captacién de
Zn(l1) en condiciones limitantes, segun se refleja en los valores de CIM.

Tabla 10: Constantes de disociacion para el primer y segundo evento de unién de Zn(ll) para Bcll-wt y las
variantes estimadas mediante ensayos de competicién con el compuesto PAR.

Kg1 (nM) Kgz (nM)

Bcll-wt 1,9+3,3" 8,6+3,9
G 4,4+13 178 + 54
GN 0,3+0,4" 22,9+5,0
GVN 1,9+1,2" 10,2 2,1
GLVN 1,3+0,8" 25,9+4,9

Los datos mostrados corresponden a los valores de mejor ajuste para cada parametro + el error estandar
segun se estimd con el programa Dynafit [85].
# " . s

En estos casos Kg; ho se pudo estimar con precision.
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Figura 31: Ensayos de competicion con PAR para la determinacidon de la afinidad por Zn(ll) de las enzimas
Bcll-wt y las variantes G, GN, GVN y GLVN.
Se agregaron concentraciones crecientes de apo-proteina a una solucion de [Zn(Il)]= 1,5 uM y [PAR]= 6 uM &
[PAR]= 3 uM. El incremento en absorbancia a 414 nm refleja la liberacion del PAR y la disminucién en
absorbancia a 500 nm refleja la desaparicidén del complejo (PAR),Zn. Las medidas se realizaron en solucion
amortiguadora MOPS 40 mM; NaCl 100 mM; pH 7,3; previamente tratada con CHELEX-100, a 25°C. Cada

punto representa el promedio de 3 replicas. Los ajustes se realizaron con el programa Dynafit segun el
modelo descripto en el texto.

Podemos concluir que G262S produce una disminucion en la afinidad por Zn(ll) por lo cual
presenta una alta dependencia de su capacidad de conferir resistencia con las condiciones de
disponibilidad de Zn(Il) en el medio. La mutacién N70S actia como compensatoria en el contexto
de G262S restaurando la afinidad por el Zn(ll) a niveles adecuados para competir en condiciones
restrictivas. Esto explica la interaccién epistatica del par G262S-N70S y pone en evidencia el rol

clave que cumple la optimizacion de la unién de Zn(ll) en la evolucidn de las MBLs.
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5.2.5 Contribuciéon de las propiedades proteicas analizadas en la capacidad de
conferir de resistencia para distintos antibioticos B-lactamicos

Hasta el momento nos focalizamos en el efecto de las mutaciones sobre la capacidad de

conferir resistencia de Bcll frente el antibidtico cefalexina, dado que fue el empleado en el proceso

de Evolucion Molecular Dirigida. Sin embargo, las MBLs son enzimas promiscuas, y naturalmente

estan expuestas en simultdneo a la presion de seleccion ejercida por distintos sustratos B-

lactamicos. Como se describié en la seccion 5.2.1, la mutacidon G262S no reduce la actividad de la

enzima frente a otros sustratos B-lactdmicos, por el contrario, la actividad se ve aumentada en

algunos casos y esto se mantiene con las demas sustituciones.

Dado que la estabilidad y la afinidad por Zn(ll) afectan en forma global a la fraccién de
proteina activa en el periplasma, se esperaria que los efectos observados fuesen similares para
distintos sustratos. De no ser asi, estariamos ante una particularidad del sustrato cefalexina. Se
decidié poner a prueba esta cuestion con otras dos cefalosporinas: cefotaxima y ceftazidima

(Figura 32).

NH;
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Ceftazidima

Figura 32. Estructura quimica de las cefalosporinas cefalexina, cefotaxima y ceftazidima.

Mientras que la cefalexina es una cefalosporina de primera generacion, cefotaxima [139] y ceftazidima [140]
son de tercera generacion y, por lo tanto, de mayor espectro de accidon. Ceftazidima se reserva en la clinica
para casos de infecciones graves provocadas por P. aeuruginosa.
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El antibidtico cefotaxima es hidrolizado por la enzima silvestre con un k./Ky en el orden

de 10° s M7, y su actividad aumenta con la mutacién G262S alrededor de 4 veces (Tabla 6).

Ceftazidima,en cambio, es un antibiético pobremente hidrolizado por la enzima silvestre, con un

kest/Km en el orden de 10* st m™ y cuya actividad puede aumentar entre 6-20 veces con las

distintas variantes que contienen la mutacién G262S, pasando a un orden de k/Ky de 10° s* M™

(Tabla 6). En la Tabla 11 se muestran los valores de CIMs para estos dos antibidticos en medio LB
no suplementado y en medio LB suplementado con Zn(ll).

Tabla 11: Valores de CIMs para ceftazidima y cefotaxima (ug/ml) conferidos a E.coli por las enzimas Bcll y
sus variantes en medio con y sin Zn(ll) en exceso.

82

Ceftazidima Cefotaxima
E. coli XL1-Blue + pKP- LB LB + ZnSO, 500 pM LB LB + ZnSO, 500 pM
- 0,125 0,125 0,03 0,03
wt Bcll 16 32 16 32
G 16 64 i 64
GL 64 128 8 64
GV 64 128 8 64
GN 64 128 8 64
GLN 128 >128 16 >64
GLV 128 >128 16 >64
GVN 128 >128 16 >64
GLVN 128 >128 16 >64

En el caso de ceftazidima, la mutacidon G262S no produce cambios en la CIM respecto a la
enzima silvestre en el medio no suplementado, mientras que si da lugar a un aumento en la
resistencia en el medio suplementado con Zn(ll). Al agregarse las demds sustituciones, se

producen aumentos en las CIMs, tanto en ausencia como en presencia de exceso de Zn(ll).

Para cefotaxima, en el medio no suplementado con Zn(ll), la mutacién G262S es deletérea.
Esto sugiere que los efectos negativos de esta mutacién sobre la estabilidad y la afinidad por Zn(ll)

tienen mas peso en este caso sobre la aptitud que el aumento en la eficiencia hidrolitica. La
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resistencia se recupera ante el agregado de exceso de Zn(ll), con valores que superan incluso a la
enzima silvestre. La adicion de las demas sustituciones restablece también la resistencia en el
medio no suplementado, lo cual confirma su rol como compensatorias, al menos en estabilidad y
afinidad por Zn(ll) para el caso de V112A y N70S respectivamente. De todas maneras, no se supera
a la enzima silvestre. En el medio suplementado con Zn(ll), todas las variantes superan a la enzima

silvestre.

En general, vemos que se conserva la misma tendencia observada con cefalexina: la
mutante G presenta un perfil de resistencia altamente dependiente de Zn(ll); mientras que el
agregado de las demas sustituciones en el contexto de G262S permite incrementar la CIMs en

medio no suplementado.

Discusion

5.3.1 Contribucion de la actividad enzimatica a la aptitud y efectos adicionales
revelados por las medidas en periplasma
Uno de los mayores desafios en el estudio de evolucién de proteinas es el intento de

correlacionar los aspectos moleculares afectados por las mutaciones con la aptitud observada a
nivel del organismo (en nuestro caso la resistencia a antibidticos B-lactamicos). Los aspectos
moleculares son usualmente estudiados en las proteinas purificadas, lo cual en general es util para
detectar los efectos de las mutaciones cuando estos son muy drasticos. En la seccion 5.2.1 se
observa claramente cémo las medidas in vitro pueden dar cuenta del marcado efecto de la
mutacién G262S en el aumento de la eficiencia hidrolitica, pero no se evidencian efectos ante el
agregado de las mutaciones L250S, V112A y N70S a pesar de que estas aumentan la resistencia en
el contexto de G262S. En cambio, en la seccidn 5.2.2 vemos como las medidas de actividad en

periplasma muestran una buena correlacién con las medidas de CIMs para cada variante.

Las distintas enzimas recombinantes se obtuvieron mediante sobreexpresién en el
citoplasma de E.coli, en condiciones optimizadas, a baja temperatura y exceso de Zn(ll) en el
medio de cultivo. Las medidas de actividad se realizaron en exceso de Zn(ll), siguiendo el protocolo
de rutina utilizado para el estudio de las MBLs. De hecho, se intentaron hacer medidas sin exceso
de Zn(ll), pero esto resultaba en una inactivacion de la enzima durante el curso de reaccidon que
imposibilité obtener parametros cinéticos. En contraste, los extractos periplasmaticos contienen a

la enzima expresada de la misma manera que durante los ensayos de CIMs. Si bien el medio
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periplasmatico esta diluido en el extracto y se diluye ain mas en la medida de actividad, la enzima
no se encuentra aislada de los demas componentes de dicho medio. En este caso, las medidas de

actividad pudieron realizarse sin el agregado de un exceso de Zn(ll) al medio.

Todas estas diferencias pueden ser responsables de los diferentes patrones de actividad
en cada caso. En los extractos periplasmaticos, ademas de observarse el efecto beneficioso de
G262S sobre la actividad de la enzima para cefalexina, también se evidencia el efecto de las demas
sustituciones en producir leves aumentos en la actividad en forma concomitante con los aumentos
en CIMs observados. Por ello, nos propusimos averiguar si los mismos se correlacionan con
aumentos en la fraccion de proteina activa, la cual estd determinada principalmente por la
estabilidad de la proteina y por la capacidad de captar Zn(ll) para formar la especie activa, es decir,

con dos iones Zn(ll).

5.3.2 Contribucion de la estabilidad a la capacidad de conferir resistencia de las MBLs
La contribucién de la estabilidad de las proteinas a la aptitud se ha puesto de manifiesto

con distintos ejemplos y metodologias. Se ha observado que mutaciones beneficiosas para la
funciéon de una proteina que a su vez producen una fuerte desestabilizacion de su estructura,
requieren de otras mutaciones que restauren la estabilidad (compensatorias) para poder fijarse en
la evolucién. En nuestro caso, observamos que la ganancia de funcion sustentada por la mutacién
G262S tiene un costo, que es una reduccién de la estabilidad proteica. La mutacion V112A actua

como una mutacidn compensatoria restaurando la estabilidad en diferentes contextos genéticos.

El rol encontrado para la mutacion V112A explica la relacidon epistatica con la mutacion
G262S (seccidon 4.2.1) y su presencia ubicua en los clones seleccionados a altas concentraciones de
cefalexina (seccion 4.2.2). Previamente en el laboratorio se resolvid la estructura cristalografica de
la mutante GLVN [134]. En la Figura 33 se muestra un analisis del cambio que produce la mutacion
V112A. En la estructura de Bcll, las cadenas laterales de los residuos L82, V112, 1114 y L128 forman
un carozo hidrofébico compacto. En la estructura de GLVN, al producirse el cambio V112A, queda

mas espacio disponible y se forma una pequefia cavidad.

En este carozo hidrofébico participan residuos conservados en las MBLs (Figura 34). Cabe
destacar que, dada la baja homologia de secuencia entre las MBLs en general (las MBLs de
subclase B1 comparten alrededor del 23% de identidad de secuencia de aminoacidos, y entre

subclases la homologia no supera el 20% [47]), las regiones conservadas son indicativas de
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residuos clave para la funcionalidad de la enzima. Esto sugiere que el experimento de Evoluciéon
Molecular Dirigida nos habria indicado una regidon que es importante para el plegamiento y la

estabilidad en las MBLs.

Figura 33: Representacion del carozo hidrofébico del residuo en la posicidn 112 en las estructuras de Bcll y
de GLVN.

En los paneles superiores se muestran las estructuras de A) Bcll (PDB 1BC2) y C) GLVN (PDB 3FCZ) coloreadas
en una escala de blanco a rojo que aumenta con la hidrofobicidad de los residuos (escala consenso
normalizada de hidrofobicidad [141,142]). Los residuos implicados en el carozo hidrofébico se muestran en
bastones y su superficie como malla. Los iones Zn(ll) se muestran como esferas grises. En los paneles B) Bcll
y D) GLVN se muestra ampliado y desde otro angulo el carozo hidrofébico, se indican los residuos que
participan mediante sus cadenas laterales. En el panel D) se indica la cavidad que se forma por la sustitucién
V112A como superficie rellena. La cavidad se detectd usando el programa Pymol con un limite inferior para
la deteccidn de 2,8 A (correspondiente a 2 veces el radio de la molécula de solvente).
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Figura 34: Residuos conservados en las MBLs de subclase que participan en el carozo hidrofébico del
residuo en la posicién 112.

Se muestran las regiones conservadas que incluyen los residuos que participan en el carozo, en color se
resaltan aquellos que orientan sus cadenas laterales hacia dicho carozo. La intensidad del color indica la
conservacion de residuos hidrofébicos en cada posicién.

La mayoria de los estudios realizados con el fin de determinar el rol de la estabilidad
proteica en la evolucién se basan en estudios de la estabilidad termodinamica de las proteinas in
vitro. Sin embargo, la estabilidad termodinamica por si misma no garantiza que la proteina se
mantenga en su forma nativa durante un tiempo relevante in vivo, dado que las alteraciones
irreversibles pueden despoblar el estado nativo [143]. La estabilidad cinética, en cambio, estd
relacionada con la desnaturalizacion irreversible y es mas apropiada para describir el
comportamiento de las proteinas en el medio celular, el cual es dindmico y presenta altas
concentraciones de proteinas y otros componentes [143]. Estudios recientes han demostrado que
las interacciones inespecificas leves en el citoplasma bacteriano pueden tener un efecto
desestabilizador; en contraste con la visién de que la alta concentracidon de moléculas en el medio
celular favoreceria los estados compactos [144]. Esto refuerza la necesidad de implementar
metodologias que permitan monitorear la estabilidad proteica en condiciones comparables a las

del ambiente celular.

En el presente trabajo mostramos un ejemplo donde una mutaciéon estabilizadora no
contribuye de manera sustancial a la estabilidad in vitro de la proteina, sino que su efecto se pone
de manifiesto trabajando en extractos periplasmaticos. En los experimentos de termoestabilidad
realizados con extractos periplasmaticos, la pérdida de actividad por temperatura fue irreversible

en todos los casos, por lo que el proceso de inactivacion observado esta gobernado por
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fendmenos cinéticos. Ademads, en este contexto la proteina se encuentra en presencia de los

demas componentes periplasmaticos.

Nuestros resultados indican que monitorear el rol de la estabilidad proteica en la aptitud a
nivel organismo requiere de metodologias complementarias donde puedan ponerse de manifiesto

los distintos procesos que engloban dicha propiedad.

5.3.3 Optimizacion de la unién de Zn(II) en la evolucion de las MBLs
La unién de Zn(ll) es esencial para la activacion de las MBLs. Como se describié en el

Capitulo 3, las condiciones impuestas por el medio ambiente pueden limitar la captacion de Zn(ll),
por lo cual las MBLs de clase B1 requieren de sitios de alta afinidad para formar la especie di-Zn(ll).
Al poner a prueba el impacto de la disponibilidad de Zn(ll) en los valores de CIM, observamos que
la adicion de la mutacién G262S da lugar a un fenotipo de resistencia altamente dependiente de la
disponibilidad de Zn(ll). Esta dependencia desaparece a medida que se agregan las demas
sustituciones. Al determinar las constantes de disociacién para las proteinas involucradas en el
camino wt>G—2>GN->GVN->GLVN se observa que la mutacion G262S produce una disminucion en
la afinidad del segundo evento de unién de Zn(ll); mientras la mutacion N70S a posteriori revierte
este efecto. Es decir que la mutacion N70S cumple un rol compensatorio, restaurando la afinidad a
un nivel similar al de la enzima silvestre. Esto se ve reflejado en un aumento en la capacidad de
conferir resistencia en condiciones de Zn(ll) restrictivas de la doble mutante GN respecto a la

mutante simple G y explica la relacion epistatica encontrada entre las mutaciones G262S y N70S.

Podemos concluir que la unién de Zn(lIl) es una caracteristica que puede ajustarse durante
la evoluciéon de las MBL. En el Capitulo 3 vimos cdmo un residuo ligando del Zn(Il) puede modular
la afinidad. En cambio, en el caso de G262S y N70S, corresponden a mutaciones en residuos de la
segunda esfera de coordinacion que, indirectamente, también afectan la coordinacion del Zn(ll).
En base a dicha estructura cristalografica de la mutante GLVN [134] pueden inferirse los efectos
que ejercen las mutaciones G262S y N70S relacionados con la afinidad por el ién Zn(ll). En primer
lugar, cabe destacar que existen muy pocas variaciones entre la estructura de Bcll-wt (PDB 1BC2) y

GLVN (PDB 1FCZ), como puede observarse en la Figura 35.
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Figura 35: Comparacion de las estructuras de Bcll-wt y la mutante cuadruple GLVN.

Se muestran superpuestas las estructuras de Bcll-wt (PDB 1BC2) y GLVN (PDB 3FCZ), indicando con una
escala de colores los valores de RMSD (Root Mean Square Deviation) para los carbonos a. La escala se
construyé entre el valor minimo de RMSD encontrado: 0,05 A (azul) y el maximo: 0,8 A (rojo). En blanco se
muestran las regiones que no pudieron ser alineadas por presentar una variacion mayor a la aceptable por
el método. El alineamiento y calculo de RMSD se realizé con el programa PyMol (DelLano Scientific LLC).

A pesar de conservar la estructura global, en la mutante GLVN existen cambios notorios en
el sitio Zn2. La posicién del i6n Zn(ll) del sitio Zn2 estd desplazada aproximadamente 1,25 A
comparada con la enzima silvestre. Dos de los residuos ligandos en el sitio Zn2 sufren cambios
importantes en la distancia metal-ligando, como se muestra en la Tabla 12. La mutacién de Gly por
Ser en la posicién 262 da lugar a una interaccién entre el grupo OH-Ser262 vy el residuo Cys221
(Figura 36). Esto podria provocar una disminucién en la densidad electrénica sobre el atomo de
azufre del residuo Cys221, lo cual explicaria la disminucion de la distancia entre dicho ligando y el
idn Zn(ll), como se observa en la Tabla 12. Este efecto puede relacionarse claramente con la

disminucion de afinidad por el idn Zn(ll) del sitio Zn2.
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Tabla 12: Distancias metal-ligando (&) correspondientes al sitio activo de las enzimas Bcll-wt (PDB 1BC2) y
la mutante GLVN (PDB 3FCZ).

A(GLVN - Bell-wt)
GLVN, GLVNg Bcll-wt, Bcll-wtg Promedio
Zn1 -N@His116 2,31 2,17 2,27 2,24 -0,015
Znl - N@His118 1,82 1,86 1,95 2,16 -0,215
Znl - N@His196 1,87 2,1 2 2,11 -0,07
Zn2 - S@Cys221 2,56 2,33 1,91 1,99 0,495
Zn2 - 062@Asp120 2,74 2,29 2,75 2,91 -0,315
Zn2 - N6@His263 2,96 2,15 2,59 2,45 0,035

Para cada proteina se indican los valores para las dos moléculas en la unidad asimétrica. La superposiciéon de
las estructuras cristalograficas y la medicidn de las distancias se realizaron empleando el programa PyMol
(DeLano Scientific LLC). La ultima columna indica el promedio de las diferencias entre las distancias de las
cuatro combinaciones posibles de unidades asimétricas.

Por otro lado, existen cambios en la disposicion de enlaces por puente hidrégeno que
conectan los bucles que conforman el sitio Zn2 (denominados L3, L7 y L12, ver Figura 36), que
pueden relacionarse principalmente con la mutacion N70S. Algunos de estos cambios estan
relacionados con el residuo Arg121. En la estructura de Bcll-wt el grupo guanidinio del residuo de
Argl121 forma puentes hidrégeno con el grupo carboxilo del residuo ligando del sitio Zn2 Asp120,
el grupo oxidrilo del residuo Ser69, el oxigeno carbonilico del esqueleto peptidico del residuo
Gly262 y el oxigeno carbonilico del esqueleto peptidico del residuo Asn70 (Figura 36 A). En la
estructura de GLVN, el residuo Argl121 sufre una rotacion de manera que queda a una distancia de
4 R del grupo carboxilo del residuo Asp120 (Figura 36). Por lo tanto, ya no puede interactuar con
dicho grupo; mientras que mantiene los enlaces por puente hidrégeno con el grupo oxidrilo del
residuo Ser69 y el oxigeno carbonilico del esqueleto peptidico del residuo Ser70. En consecuencia,
se esperaria que haya mas carga negativa sobre los dtomos de oxigeno del grupo carboxilo del
ligando Asp120, lo que explicaria el acortamiento de la distancia metal-ligando (Tabla 12). Esto

podria compensar el efecto de la mutacion G262S sobre el ligando de Cys221 (Tabla 12).

En el laboratorio, durante el trabajo de Tesis del Lic. Mariano Gonzalez, se realizaron
experimentos de RMN para explorar la dindmica molecular en la escala de pus-ms correspondiente
a las proteinas Bcll-wt, G, N y GN. Resultados preliminares muestran que la mutacién G262S
produce un aumento en la movilidad de los bucles L7 y L10 (Figura 36). La mutaciéon N70S, en el
contexto de G262S, mantiene la movilidad de los bucles L7 y L10, y aumenta la movilidad de los

bucles L3 y L12. Este ultimo efecto puede comprenderse a partir del rearreglo de enlaces por
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puente hidrégeno que se observa en la Figura 36, dado que se pierde la conexidon entre estos dos
bucles. Se observé ademas que el residuo Arg121 aumenta su movilidad en la mutante G, pero el
aumento es mucho mayor cuando se suma la mutacién N70S. Puede deducirse que la
flexibilizacion de los bucles L3 y L12 deja mas libertad al residuo de Argl21 para adoptar otras
conformaciones que alejan al grupo guanidinio del residuo de Asp120, permitiendo asi que este se

acerque al Zn(ll).

Figura 36: Cambios producidos por las mutaciones G262S y N70S en el sitio Zn2 de Bcll.

Se muestran los sitios activos de A) Bcll-wt (PDB 1BCIl) y B) GLVN (PDB 3FCZ). Los bucles L3 y L10 flanquean
el sitio activo y L7, L9, L10 y L12 contienen ligandos de los iones Zn(ll). Los iones Zn(ll) se muestran como
esferas grises, se muestran los residuos ligandos, los residuos implicados en las mutaciones G262S y N70S, y
aquellos implicados en enlaces por puente hidrégeno. Se muestran como lineas aquellos residuos que no
presentan variaciones importantes entre Bcll-wt y GLVN y en bastones aquellos que modifican su posicion o
interacciones por puente hidrégeno.

Cabe destacar, que en la mutante Bcll-C221D (Capitulo 3), el residuo Argl21 también
afecta la afinidad por Zn(ll) al ser capaz de coordinar al residuo mutado Asp221 (Figura 10). Es
decir, que el residuo de Arg121 posee un rol clave en la modulaciéon de la unién del Zn(ll) en el sitio
Zn2. A su vez, en concordancia con los resultados del Capitulo 3, observamos que modificaciones
en el sitio Zn2 producen cambios sustanciales en la funcionalidad de la enzima. Es asi que, lejos de

ser un sitio de union a Zn(ll) accesorio, es el sitio que caracteriza a la actividad B-lactamasa y que

puede adaptarse para responder a la presion de seleccidn del ambiente.
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5.3.4 Efectos de las propiedades proteicas estudiadas en la capacidad de conferir
resistencia de las MBLs para distintos antibiéticos 3-lactamicos
En la seccion 5.2.1 se evalu6 como la sustitucidn G262S afecta la eficiencia hidrolitica de

Bcll contra otros sustratos distintos de cefalexina. En general, vemos que las actividades se
mantienen o aumentan levemente para sustratos que son eficientemente hidrolizados por la
enzima (en el orden de 10° M s™). Para el caso de ceftazidima, un sustrato con baja actividad, si
existe un aumento mas marcado en la eficiencia hidrolitica: del orden de 10* M s al orden de 10°
M s™. Es decir que la mutacién G262S afecta el mecanismo catalitico de la enzima de manera que
puede aumentar la actividad para sustratos pobres, mientras que en el caso de sustratos que ya
son eficientemente hidrolizados, se mantiene la actividad. Esto nos demuestra que las metalo-B-
lactamasas de clase B1, que son de por si promiscuas, tienen el potencial de seguir aumentando su
espectro de sustratos sin ir en detrimento de su eficiencia catalitica contra los antibidticos que ya

son bien hidrolizados.

Al poner a prueba la resistencia conferida contra otras dos cefalosporinas distintas de
cefalexina: cefotaxima y ceftazidima, se observé que en medio LB simple y en LB suplementado
con Zn(ll) las tendencias generales del efecto de las mutaciones se conservan. Las variaciones en la
magnitud de dichos efectos probablemente estén relacionadas con otras caracteristicas propias
del sustrato, tales como su permeabilidad o la contribucién de otros sistemas de la bacteria a la
resistencia. Vemos entonces que los efectos compensatorios en estabilidad y afinidad por Zn(ll),
ejercidos por las mutaciones V112A y N70S, en el contexto de G262S, no son una particularidad
del antibidtico cefalexina, sino que contribuyen globalmente a mejorar el desempefio de la

enzima in vivo contra distintos sustratos.

En resumen, hemos demostrado que las interacciones epistaticas mediadas por los efectos
de las mutaciones en la eficiencia catalitica, la estabilidad y la afinidad por el cofactor Zn(ll)
pueden delinear los caminos evolutivos posibles en las MBLs. Estos efectos se pusieron de
manifiesto gracias al uso en conjunto de caracterizaciones bioquimicas clasicas, experimentos en
el medio periplasmdticos y ensayos de CIMs en distintas condiciones. Este tipo de abordaje
combinado es necesario para comprender globalmente los multiples efectos de las mutaciones en

la evolucidn de proteinas.
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5.3.5 Descripcion del mapa genotipo-aptitud en MBLs

Existe un nuevo paradigma en el estudio de la evolucién natural, al cual Dean y Thornton
denominaron “sintesis funcional”, que intenta fusionar la biologia evolutiva con la biologia
molecular experimental, con el fin de brindar inferencias mas fuertes respecto a los mecanismos
de la evolucion [126]. En la sintesis funcional se combinan técnicas de andlisis evolutivo y
filogenético con técnicas de biologia molecular, bioquimica y biologia estructural. El viejo
paradigma de la biologia evolutiva se focalizaba exclusivamente en marcadores de polimorfismos
genéticos y divergencia, ignorando el fenotipo. En cambio, la sintesis funcional apunta a develar
los mecanismos mediante los cuales las mutaciones producen nuevos fenotipos, de manera de

determinar las causas y mecanismos biolégicos de la adaptacion [126].

En el Capitulo 4 se explicd la metdfora del paisaje de aptitud, la cual se ha utilizado
extensamente para explicar los procesos de adaptacion. Weinreich y colaboradores recrearon
experimentalmente el paisaje de aptitud de la B-lactamasa TEM [40]. Este trabajo permitid
responder preguntas bdasicas acerca de la accesibilidad de caminos evolutivos y la relevancia de la
epistasis en la evolucidn adaptativa. En el presente trabajo, se reconstruyé el paisaje de aptitud
para una MBL evolucionada en el laboratorio, encontrando coincidencia en las conclusiones
principales: los caminos adaptativos hacia un dptimo son una pequefia fraccién de todos los

caminos posibles y estd limitacion se debe a la presencia de interacciones epistaticas.

Sin embargo, una descripcién mecanistica completa de un paisaje adaptativo requiere de
mapas que describan las transformaciones de genotipo a fenotipo y de fenotipo a aptitud. El mapa
genotipo-aptitud es la suma de estos dos mapas componentes [126]. Asi es que, habiendo
caracterizado distintos aspectos moleculares de las variantes en el paisaje de aptitud de la MBL
Bcll evolucionada, nos planteamos evaluar cuantitativamente la contribucion de estas propiedades

moleculares a la aptitud, es decir, a la capacidad de conferir resistencia.

Para ello, en primer lugar graficamos los valores de CIMs para cefalexina en funcion de la
actividad determinada con enzimas purificadas y con extractos periplasmaticos (Figura 37).
Observamos que en el caso de las actividades determinadas con enzimas purificadas existe una
correlacién muy pobre entre ambas variables (R°=0,24) (Figura 37 A). En cambio, los valores de
CIMs en funciéon de la actividad determinada con extractos periplasmaticos muestran una
correlacién con un R*=0,74 (Figura 37 B). Por lo expuesto en las secciones anteriores, es de esperar

gue en las medidas de actividad periplasmatica se engloben otras propiedades que determinan la
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cantidad de proteina activa en el periplasma, como la estabilidad y la afinidad por Zn(ll). Es decir,
que esta correlacion puede estar reflejando no sélo la contribucién de la actividad a la CIM, sino

también de otras propiedades.
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Figura 37: Correlacion entre los valores de CIMs para cefalexina conferidos a E. coli y la actividad de cada
enzima in vitro y en periplasma.

Se graficaron los valores de CIM para cefalexina para cada mutante de Bcll en funcién de la actividad
determinada in vitro A) o la actividad determinada con extractos periplasmaticos B). Los puntos se ajustaron
a una linea recta y se obtuvieron los valores de R” indicados en cada grafico.

Nos planteamos entonces como evaluar la contribucion de las otras propiedades
analizadas. Asumiendo un modelo simple, podemos considerar que la CIM es proporcional a la

actividad y a la cantidad de enzima activa ([E].«) en el periplasma:
CIM « Actividad Enzimatica X [E].

A su vez, la cantidad de enzima activa estaria determinada por la proporcién de proteina
correctamente plegada y por la proporcion de proteina unida al cofactor Zn(ll). Para transformar
los datos con los cuales contamos de manera de evaluar cuantitativamente la contribucion de los

distintos factores a la resistencia, definimos los siguientes factores empiricos de correccion:

T
Factor estabilidad = —2%™%*
TMa wt
CIM
Factor Zn = LB
CIMexceso de Zn(II)

El “Factor estabilidad” nos da una medida relativa del cambio en Ty, respecto a Bcll-wt. El

“Factor Zn(Il)” nos da una medida de la dependencia que tiene la CIM respecto a la disponibilidad
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de Zn(ll) en el medio, lo cual se relaciona con la afinidad por dicho i6n. Esperariamos entonces que

la cantidad de enzima activa sea proporcional a dichos factores:
[E]gct < Factor estabilidad x Factor Zn

Luego, multiplicamos estos factores individualmente y combinados, por las actividades

determinadas in vitro, segun los siguientes modelos:

A) Actividad predicha = Actividad in vitro
B) Actividad predicha = Actividad in vitro X Factor estabilidad
C) Actividad predicha = Actividad in vitro X Factor Zn

D) Actividad predicha = Actividad in vitro X Factor estabilidad X Factor Zn

En la Figura 38 se muestran los valores de CIMs graficados en funcidn de las actividades
predichas por cada modelo. Se observa que el modelo que sélo considera la contribucién de la
estabilidad y la actividad in vitro explica muy poco de la variacién de la CIMs (Figura 38 B). En
cambio, al multiplicar la actividad in vitro por el “Factor Zn” se obtiene un R*=0,98 (Figura 38 C).
Esto nos indica que la contribucidon de la afinidad por Zn(ll) es el factor de mayor peso en

diferenciar la capacidad de conferir resistencia de enzimas con eficiencias hidroliticas similares.

De todas maneras, el efecto de la captacidon del Zn(ll) no es totalmente independiente de
la estabilidad. Diversos experimentos sugieren que el Zn(ll) es necesario para el correcto
plegamiento de las MBLs y que estabilizaria la estructura [91,145] . Entonces, cabe destacar que es
posible que existan efectos estabilizadores que no estén siendo reflejados con las metodologias

empleadas pero que estén englobados en el “Factor Zn”.

En el Capitulo 3 vimos un claro ejemplo de cdémo una variante de Bcll con una eficiencia
hidrolitica comparable a la enzima silvestre pero una afinidad por Zn(ll) disminuida, resulta en una
aptitud menor del organismo portador expuesto a antibidticos B-lactdmicos. En el presente
Capitulo el efecto de la afinidad por Zn(ll) se enfatiza con un mayor nimero de variantes. Podemos
concluir que los valores de CIMs pueden ser explicados a partir de las actividades in vitro de las
enzimas y su capacidad de captar Zn(ll). Es decir, que el mapa genotipo-aptitud en las MBLs se
encuentra delineado principalmente por la contribuciéon de la actividad in vitro para cada B-

lactamico y la capacidad de captar Zn(ll).
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Figura 38: Representacion cuantitativa de la contribucion de distintos factores proteicos a la capacidad de

conferir resistencia.
Se graficé la CIM para cefalexina en funcion de A) la actividad determinada in vitro, B) la Actividad predicha=

actividad in vitro x Factor estabilidad, C) Actividad predicha= actividad in vitro x Factor Zn, D) Actividad
predicha= actividad in vitro x Factor estabilidad x Factor Zn. En todos los casos se ajustaron los puntos a una
linea recta, los valores de R® se muestran en cada grafico.

Como se describio en el Capitulo 3 (seccion 3.3), evidencias experimentales indirectas
sugieren que la disponibilidad de Zn(ll) en el periplasma bacteriano es limitada. Esta limitacién es
mayor durante la infeccidn debido a las condiciones impuestas por el organismo hospedador,
dado que existe un mecanismo de defensa en humanos, la produccién de calprotectina, mediante
el cual se restringe la disponibilidad de Zn(ll) [111]. Es decir, que el mapa genotipo-aptitud
descripto para las MBLs, con una importante contribucidén de la capacidad de captar Zn(ll), es

representativo de las condiciones in vivo.
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Los experimentos realizados en el presente trabajo de Tesis en base a los objetivos

propuestos nos permitieron arribar a las siguientes conclusiones:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

El residuo de Asp conservado en la superfamilia de MBLs en la posicidn 221 se encuentra
reemplazado por un residuo de Cys que actia como ligando de Zn(ll) en las MBLs de
relevancia clinica, dado que permite la unién de un segundo i6n Zn(ll) en el sitio activo con
alta afinidad. De esta manera, se asegura la formacidn de la especie di-Zn(ll) en el espacio
perplasmatico, en el cual puede existir una alta competencia por dicho ién.

Encontramos que los caminos evolutivos posibles hacia la variante de Bcll GLVN, obtenida
previamente mediante Evolucién Molecular Dirigida, estan restringidos por interacciones
epistaticas. Las mutaciones V112A y N70S presentan epistasis positiva en el contexto de
G262S, siendo sus efectos beneficiosos sélo en el contexto de esta mutacion. Asi, la
mutacidn G262S define los caminos adaptativos accesibles, dado que sélo los nodos en los
cuales se encuentra esta mutacion dan lugar a aumentos de resistencia.

Trabajando con las variantes que presentan la mutacién G262S, encontramos que dicha
mutacidn por si sola produce un aumento en la eficiencia hidrolitica de la enzima, pero a
su vez disminuye la estabilidad y la afinidad por Zn(ll) de la enzima. A partir de alli los
sucesivos aumentos de resistencia con el agregado de las otras sustituciones no pueden
explicarse por aumentos de la eficiencia hidrolitica in vitro, aunque si correlacionan con las
actividades medidas con extractos periplasmaticos.

Encontramos que la mutacion V112A actia como estabilizadora en algunas variantes, lo
cual sélo se pone de manifiesto mediante ensayos de termoestabilidad realizados con
extractos periplasmaticos; mientras que queda enmascarado en ensayos con enzimas
purificadas.

Desde una perspectiva metodolégica, las conclusiones 3) y 4) indican la importancia de
evaluar las propiedades proteicas en condiciones cercanas al medio donde ejercen su
funcion bioldgica, para poder correlacionar el efecto de cambios en estas propiedades con
cambios en la aptitud a nivel organismo.

Demostramos que la mutacion N70S actia restaurando la afinidad por Zn(ll) en el

contexto de la mutacion G262S. El efecto de ambas mutaciones sobre la afinidad por Zn(ll)
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puede explicarse estructuralmente a través de cambios en la segunda esfera de
coordinacién, que influyen en la distancia metal-ligando en el sitio Zn2.

Evaluando en forma cuantitativa la contribucidn de las distintas propiedades moleculares,
encontramos que la estabilidad no contribuye a explicar globalmente los cambios en
aptitud ante las distintas mutaciones. En cambio, la propiedad de mayor peso que define
la capacidad de conferir resistencia ante eficiencias hidroliticas similares, es la capacidad

de captar Zn(ll).



Resumen

Resumen

Los compuestos B-lactdmicos constituyen uno de los grupos de antibidticos mas
empleados para el tratamiento de infecciones bacterianas. Al poco tiempo de su introduccion, se
puso de manifiesto la presencia de mecanismos de resistencia por parte de las bacterias, las cuales
evolucionan rapidamente ante la presion de seleccién impuesta por el uso indiscriminado de
dichos compuestos. Dentro de los antibidticos B-lactamicos, las penicilinas y las cefalosporinas de
primera generacion son los mas utilizados cominmente, mientras que las cefalosporinas de
tercera y cuarta generacion y los carbapenemes se reservan para infecciones graves mediadas por
cepas multirresistentes. Las metalo-B-lactamasas (MBLs) constituyen uno de los mecanismos de
resistencia mas alarmantes diseminado en los ultimos anos, debido a su capacidad de hidrolizar
tanto penicilinas como cefalosporinas y carbapenemes, dejando escasas alternativas para el
tratamiento. A esto se suma que no se cuenta al presente con un inhibidor de uso clinico capaz de

inactivarlas.

En este contexto, nos propusimos explorar los mecanismos que afectan a nivel molecular
la capacidad de conferir resistencia de estas enzimas, y por lo tanto, su evolucién. Para ello
empleamos como modelo de estudio la enzima Bcll de Bacillus cereus. Esta enzima, si bien
corresponde a un organismo no patégeno, ha sido extensamente empleada como representante
de las MBLs de subclase B1, que incluye las enzimas de mas impacto clinico, como las IMPs, VIMs y

NDMs.

Las MBLs pertenecen a una superfamilia de enzimas, mayormente de actividad hidrolasa,
dependientes de la unién de metales divalentes en su sitio activo. En el caso de las MBLs,
presentan el potencial de unir dos iones Zn(ll) en su sitio activo. Un tema de discusion central en el
mecanismo de hidrélisis de las MBLs de subclase B1 ha sido la identidad de la especie activa
relevante, pudiendo ser alguna de la especies mono-Zn(ll) o la especie di-Zn(ll). Las enzimas de la
superfamilia comparten un plegamiento global similar a pesar de una baja homologia de
secuencia. Los residuos que conforman el sitio activo actuando como constituyen las regiones de
mayor conservacion de secuencia. Una particularidad de las enzimas B1 es que presentan como
ligando de Zn(Il) un residuo de Cys en lugar de un residuo de Asp altamente conservado en la
superfamilia en la posicion 221. En el presente trabajo se estudid la mutante Bcll-C221D. Esta

variante, si bien presenta una actividad andloga a la enzima silvestre, no es capaz de conferir
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niveles de resistencia comparables. Observamos que esto se debe a una disminucidn en la afinidad
por Zn(ll) de uno los sitios de unién. Concluimos que el residuo de Cys en dicha posicion es
necesario para asegurar la union de Zn(ll). A su vez, esta mutante da cuenta de la necesidad de
forma dar la especie di-Zn(ll) en el periplasma, donde debe ensamblarse para conferir resistencia,

lo cual demuestra que es la especie relevante in vivo.

Por otro lado, trabajamos con una variante de Bcll obtenida previamente mediante
evolucién molecular dirigida contra el antibiético cefalexina. Esta variante, a la cual denominamos
GLVN presenta cuatro mutaciones (G262S, L250S, V112A y N70S) y es capaz de conferir niveles
elevados de resistencia para cefalexina a células de Escherichia coli, en contraste a la enzima
silvestre. Con el propdsito de estudiar los caminos evolutivos posibles desde la enzima silvestre
hasta la cuadruple mutante, se construyeron las 16 combinaciones posibles de estas cuatro
mutaciones. Se evalu¢ la capacidad de conferir resistencia a través de concentraciones inhibitorias
minimas (CIMs), lo cual nos da una medida de la denominada aptitud a nivel organismo, evaluada
sobre las células bacterianas. De esta manera, observamos que soélo aquellas combinaciones que
presentan la mutacién G262S son capaces de aumentar los niveles de resistencia contra
cefalexina. Las mutaciones V112A y N70S presentan epistasis positiva con G262S, dado que
producen efectos beneficiosos para la resistencia en el contexto de G262S, mientras que en el
contexto silvestre son, respectivamente, neutral y deletérea. Estas cuestiones condicionan los
caminos posibles hacia el éptimo GLVN, siendo accesibles para la evolucion adaptativa aquellos en

los cuales la mutacién G262S aparece en los pasos iniciales.

Luego, para analizar los factores moleculares que definen la aptitud para las MBLs, nos
planteamos caracterizar en mayor profundidad aquellas variantes que contienen la sustitucién
G262S. Observamos que esta mutacidn produce un incremento marcado en la eficiencia hidrolitica
de la enzima frente a cefalexina, en forma concomitante al aumento de CIM. Sin embargo, la suma
de las demas sustituciones no produce aumentos en la actividad. Encontramos que medidas de
actividad realizadas con extractos periplasmaticos muestran una mejor correlacion que aquellos
realizados con enzimas puras, evidenciando que el estado de la proteina en el periplasma puede
ser responsable de las diferencias en la CIMs. Queda en evidencia que existen otras propiedades
moleculares, ademas de la eficiencia hidrolitica in vitro, que estan siendo afectadas por estas
mutaciones y que contribuyen a la aptitud. Es de esperar que la estabilidad y la capacidad de
captar Zn(ll) de estas enzimas afecte la cantidad de enzima activa en el periplasma, por lo que se

prosiguio con el analisis de estos factores.
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Se realizaron medidas de la estabilidad térmica en extractos periplasmaticos, y de esta
manera se encontré que la mutacion G262S produce una disminucion en la estabilidad con
respecto a la enzima silvestre. La mutacidon V112A ejerce un efecto compensatorio, aumentando la
estabilidad en el contexto de G262S. De igual manera, se observa un efecto estabilizador sobre la
triple mutante que contiene las mutaciones G262S/L250S/N70S. Estos aumentos de estabilidad
estdn acompafiados de aumentos de CIMs en ambos casos. Sin embargo, la estabilidad por si sola

no alcanza para explicar los aumentos en CIMs observados en los demas casos.

Para evaluar la contribucién de la capacidad de captar Zn(ll) se realizaron medidas de CIMs
en condiciones de disponibilidad de Zn(ll) variable. Se observd que los valores de CIMs conferidos
por la mutante simple G262S presentan una marcada dependencia con la cantidad de Zn(ll) en el
medio. Esta dependencia disminuye al sumarse cualquiera de las otras tres mutaciones. La
variante GLVN, en cambio, es insensible a las condiciones de Zn(ll) en el medio. Mediante ensayos
de afinidad in vitro comprobamos que la mutacién G262S disminuye la afinidad por Zn(ll) respecto
a la enzima silvestre, y que la mutacién N70S compensa esta pérdida restaurando la afinidad a

valores cercanos a los de la enzima silvestre.

Evaluando globalmente la contribucion de los distintos factores a la capacidad de conferir
resistencia de estas MBLs, observamos que ante eficiencias hidroliticas similares, la capacidad de
captar Zn(ll) es el factor de mayor peso. Las MBLs captan el Zn(ll) en el periplasma bacteriano,
donde existe una alta competencia por dicho metal, y cuya disponibilidad depende del medio.
Durante el proceso infectivo, los mamiferos producen como mecanismo de defensa la proteina
calprotectina, que secuestra Zn(ll). Es decir, que en el ambiente donde deben actuar las MBLs para
la sobrevida de la bacteria, la disponibilidad de Zn(ll) se encuentra limitada. Es razonable entonces
gue la evolucion de las MBLs no curse sélo a través de aumentos en la eficiencia hidrolitica, sino
que debe ir acompanado de un ajuste en la capacidad de captar Zn(ll). Dada la dificultad de
disefiar un inhibidor de uso clinico basado en el mecanismo de las MBLs, cabe resaltar que la
contribucion de la capacidad de unir Zn(ll) a la aptitud invita a pensar en nuevas estrategias de

inhibicion.
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