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Resumen

Se describe la implementacién de un método de mutagénesis con el cual es posible sustitir
un residuo determinado en una protcina por las 19 variedades restantes. Esle método es una
modificacién a! descrito por Nelson y Long (22). Tomando como modelo la B-lactamasa de
E. coli, se obtuvieron 24 mutantes de la posicién 37 (dcido glutdmico) aisladas a partir de
diferencias de actividad in vivo en comparacién con la enzima silvesire. En las regiones
secuenciadas se encontraron cambios puntuales que en algunos casos pueden afectar al fenotipo
producido por la sustitucién en el Glu37. También se obvieron secuencias en las que no se
incorporé la ién d da. Se disc nuevats opci para mejorar el rendimiento de

este tipo de mutagénesis asf como las implicaciones de los cambios gencrados en un contexto
estructural,



Introduccién
1) Ingenieria de protefnas.
a) Caracterfsticas.

b) Aplicaci les en ir igacién bisica, clfnica e industria.
©) Técnicas de mutagénesis.

a) Caracterfsticas.

La ingenierfa de p €s un conj de dos tedricos y experimentales utilizados parn
modificar y redi polipéptidos. Se deriva principal de los inicindos en los

setentas con el surgimiento de la tecnologia del DNA recombinante (rDNA). En esta disciplina
se tratan de obtener funciones novedosas o mejoradas con la modificacién de proteinas aisladas

de algin organismo o a partir de péptidos generados in vitro. Asimismo, se trata de
comprender la interaccion que existe entre los aspectos bioquimicos y la estructura de las

protefnas. Ulmer (1), describe las propiedades que serfa deseabl far de manera predictiva
con el uso de estas téenicas: a)la constunte catalftica (K,.) y la constante de Michaclis (Ku)
para un sub.

articular, bjter stabilidud y temperatura éptima, ¢)estabilidad y actividad
P y ¥ P!

en solventes no acuosos, despecificidad de reaccién y de substratos, ¢)requerimiento de
cofactores, floptimizacién del pH, g)resistencia a proteasas, h)regulacién alostérica, i)estructura
de subunidades y peso molecular, etc. Segtin Leatherbarrow y Fersht (2), ya existen ejemplos
de modificacién hacia cada una d¢ las propiedades enumeradas. En el siguiente inciso se
mencionardn algunas de ellas.

El desarrollo de esta disciplina depende del avance de distintas dreas relacionadas: la
tecnologia del tDNA es a la fecha su principal base dol6 C sc

{4y

nuevas  técni pars el

expresi6n y modificacién de genes que codifican
polipéptidos. l.os métodos computacionales (bases de datos para estudios de andlisis de
secuencia, grifica molecular, ete.) han sido de gran ayuda para identificar patrones de secuen-
cin ligados a funciones o estructuras conservadas, para modelar cambios en protcinas de

PR

a ificar las perturbici producidas por cstos cambios, ctc. A largo

plazo, su principal objetivo es la creacién de algoritmos para predecir las estructuras

tridimensionales que pueden adoptar polipéptidos dados. La lucion de cilculos de este iipo




re

involucra también la de las doras mds veloces disponibles; de otro modo,

P
muchos de cllos no se efectuarian en tiempos razonables, Los métodos estructurales
(cristalograffa de rayos X, NMR, dicroismo circular) son actualmente la dnica alternativa para
la determinacién de estructuras. Sin embargo, el costo y tiempo que requicren limita la
generacién de informacién estructural. Se espera gue en un future préximo, el modelamicnto
por computadora sea suficiente para describir una estructura realista de un polipéptido, con
ayuda de proteinas hom6logas de estructura resuelta. Por tiltimo, la ingenierfa de protefnas se
sustenta en los méiodos de enzimologia, con los que ha sido posible caracterizar bioquimica-
mente las variantes obtenidas. En este campo se han creado disti. dos de 16

y purificacién de enzimas asi como un gran nimero de substratos sintéricos para facilitar la
deteccién de actividades enzimdticas.

Los beneficios a corto y mediano plazo de esta tecnologia incipiente son miltiples. De ésta
puede surgir una nueva generacion de firmuacos, vacunas y otras proteinas de interés clinico
¢ industrial.

b) Aplicaciones actuales en la investigacion bisica, clinica e industria.

A continuacién se¢ mencionan algunos casos sobresalientes de modelos cuyas propiedades

funcionoal

han sido impl das para aplicaciones especificas.
TPA. El TPA, o activador del plasmindgeno tisular, fonma parte del sistema enzimdtico de la

sangre que cs responsable de disolver la fibrina en codgulos >s. Produce p ina a

partir de la prote6lisis limitada del plasmindgeno. A su vez, Ia plasmina degrada la red de
fibrina que se forma en codgulos, liberando productos solubles. Sin embargo, la actividad de!
TPA es limitada por el PAI-1, inhibidor que se une a su sitio activo. Se ha descrito (3) la
modificacién de esta proteasa hacia una varianie que conserva sus funciones catalfticas y no
es inactivada por dicho inhibidor. A esta mutante fe han sido deletados sicte aminodcidos
que forman parte de un asa que interactiu con el PAL-1. Puesto que no existe una estructura
cristalogrifica del TPA, el disefio de esta modificacién se dié a partir de un complejo
homélogo de estructura conocida: la tripsina y el inhibidor de tripsina de pancreas de bovino.
Como es de esperar, esta variante de TPA puede ser un substituto eficaz de la forma silvestre



en el i de afecci 1

LDH. Lz lactato deshidrogenasa (LDH) y la malato deshidrogenasa (MDH) son enzimas
homélogas (relacionadas a nivel de secuencia y de estructura) que cawlizan reacciones
similares: reducen al piruvato y oxaloacetato para formar lactato y malato, respectivamente.

Ambas utitizan NADH como donador de protones. A partir de esta similitud, Wilks et al. (4)
han descrito un enfoque para dar a una protefna modelo nuevas propiedades funcionales. En
este caso, se busca una variante de LDH que pierda su afinidad hacia ¢l lactato y que catalice
la formacién del malato como lo hace la MDH. Como primer paso, identifican los residuos
involucrados en la unién y catdlisis de substratos en cada enzima. Con esto determinan cuales
son las sustituciones necesarias para "mimetizar” en la protefna modelo (LDH), la regién que
da fa funcién observada a la proteina homéloga (MDH). Dirigen tres cambios puntunles:
Aspl97 a Asn, Thr246 a Gly y GInl02 a Arg. De éstos, solo uno (Gln a Arg) fue necesario

para modificar drasticamente la especificidad de la LDH hacia una mutante con actividad de

dechid :

malato g En cc iones estdndar, la LDH normal muestra una cficiencia

catalftica (K.,/Ky) de 4.2 x10® hacia su substrato natural y de 4 x 10° para el oxalcacetato.
Con la mutacién mencionada, esta ¢nzima es 8400 veces mds activa hacia oxaloacetato en
comparacién con ¢l piruvalo, o sea, tan activa como con su substrato original. Tradicional-
mente, ¢l aislamiento de nuevas funciones enzimiticas se ha dado a panir de un monitoreo
intensivo en organismos silvestres. Para estos y otros autores, una de las mejores opciones
para Ja creacién de nuevas especificidades se basa en la eleccion de moldes protéicos
térmicamente estables, bien caracterizados, sobre los cuales disedar las actividades deseadas.
Como ejemplo, presentan un modelo en el que se ha reducido de manera significativa el

tiempo y el trabajo para la de una nueva actividad.

Lisozima. Matsumura y Matthews (5) describen Ia insercién de nucvos puentes disulfuro como
medio para regular ta actividud caralitica de la lisozima del fago T4. Para esto, analizan pares

de aminodcidos que puedan ser reemplazados por cisteinas para formar dichos enlaces.

las

silvestres (Cys54 y 97) para evitar la formacién de
puentes disulfuro no deseados. Eligen dos treoninas (Thr21 y 142) que se localizan en

posiciones opucstas en la parte mds exterior de la cavidad del sitio activo. La actividad de la



molécula resultante depende de la no-formacién del puente de disulfuro. En condicioncs
reductoras (puente s-s no formado) su actividad es del 70% en comparacién con la enzima
silvestre; sin embargo, la exposicién a condiciones oxidantes induce la formacién de este
enlace, con lo cual la enzima queda sin actividad detectable. Este notable cambio de actividad
es reversible y estd asociado a un aumento en la estabilidad de la enzima. Arg,umcmnn los

autores que este disefio puede ser extrapolado a otras i en esp p que

requieren ser almacenadas por largos periodos de tiempo.

CHZ-1. Con base en e} diseiio por grifica molecular, Hahn et al. (6) han desarrollado un
péptido sintético con actividad de esterasa. Tomando como referencia la estructura
cristalogrdfica de la quimotripsina, estos autores producen una molécula compacta formada

por cuatro hélices anfipdticas que se unen covalentemente por el extremo carboxilo terminal.

Al puesto (NH inal) posici a los aminodcidos que en pi de serina
fonnan la “"triada catalitica” (Ser, His y Asp) en una conformacién similar a la observada en
dichus ecnzimas. Este péptido, denominado CHZ-1 (de "quimohelizima 1), unc substratos
propios de la quimotripsina y los hidroliza a una tasa del 0.01% cn comparacién con dicha
proteasa. Asimismo, la actividad del péptido se reduce totalmente con el uso de inhibidores
especfficos de la quimotripsina.

Los modelos descritos son sélo parte de una extensa lista de ejemplos de generacién de nuevas
funciones. Para mayor detalle, consultar lus revisiones de Leatherbarrow y Fersht (2), Robson
y Garnier (7) y Moody y Wilkinson (8).

¢) Técnicas de mutagénesis

En la ingenieria de proteinas se requicren modificaciones en zonas o aminodcidos especificos

de una protefna. Con este propésito, se han utilizado distintos enfoques:

i) Mutagénesis localizada.

La exposicién de un segmento aistado de DNA ante reactivos como hidroxilamina o dcido
nitroso es el método mds sencillo de éi } izada al azar. La cl i6n de este

DNA en un sistema apropiado (célula huésped-vector de

presién) permite selecci los



bios producidos en regi s de interés (9).
El uso de DNAs de cadena sencilla (como los bacteriéfagos M13 recombinantes) mejora el
rendimi énico de al agentes quimicos (hidrazina, dcidos férmico y nitroso, eic.).

Estos agentes son capaces de modificar las bases nitrogenadas conservando intacto ¢! esqueleto
de aziicares y fosfatos. Al producir la cadena complementaria con ayuda de una polimcrasa,

las dafiadas son d

P p con nucleétidos al azar (a diferencia del DNA de doble
cadena, en el que la zona mutagenizada puede repararse in vivo tomando como molde la
cadena complementaria). Otros reactivos (quimicos y algunos andlogos de nucleétidos) pueden
aumentar el nimero de mutantes y lu especificidad mutagénica al utilizarse en la sintesis in
vitro de DNA. Estos agentes interactian con bases en especial. El bisulfito de sodio cataliza

la i6n de la citosina a uracilo en DNA de cadena sencilla. Esto resulta en
transiciones de pares C-G hacia parcs T-A (10). El uso de N* hidroxi-dCTP produce

transiciones del par A-T hacia el par G-C (11). E} dBrUTP cs incorporado por la transcriptasa

reversa y produce transiciones del par T-A hacia el par G-C (12). Adicionalmente, varios
autores han reportado la omisién de nucleétidos como método para producir transiciones,
transversiones y mutaciones puntuales en gran cantidad (citados en la referencia 2). Dado el
cardcter azaroso de estas técnicas, ¢l principal problema es la baja producccicn de cambios no
conservativos de aminodcidos, porque en este caso es necesario mutar simultdncamente dos o
hasta tres nucledtidos dentro de un mismo codén (13): al aumentar la tasa mutagénica (con
mayores concentraciones del agente) se aumenta también la probabilidad de producir cambios
deletéreos en a secuencia, con lo que se reduce el conjunto de cambios multiples observables.
La mutagénesis qufmica puede ser ttil para conocer el contenido informativo de sccuesncias

cortas {(como algin fragmento de una proteina) cuyas ias codifi se
intensivamente.

ii) Mutagénesis dirigida por

A medida que ha evolucionado la tecnologia del DNA recombinante, los métodos generales

Yarad,

de 19 is han sido pla )5 por formas mds directas de producir estos cambios. La

aportacién mis significativa es a través del uso de oligonucledtidos sintéticos. Desde 1978, affo

en el se presentan los primeros reportes de mutagénesis dirigida por oligos (14), se han



B icas con este fin. Se describen a continuacién algunas de las de mayor
uso en la actualidad.

Como se menciona arriba, los bacteriéfagos M13 de E. coli tienen la capacidad de producir
DNA de cadena sencilla, propiedad que ha sido explotada al clonar genes de interés con el
fin de facilitar su modificacién. En este cuso, los oligos mutantes (un cierto mimero de bases

difiendas £ a

flanq por secuencias cortas silvestres) se reasocian a la regién que se desca

cambiar, Posteriormente, se incuba este complejo en una reaccién enzimitica de polimerizacién
y la doble cadena resultante es introducida a una célula huésped. Las mutantes se identifican
al hibridar el DNA tots! (presente en las colonias transformantes) con el oligo utilizado para
introducir la mutacién. Gracias al uso de “kits” comerciales de laboratorio (en los que sc
incluyen los reactivos necesarios para una metodologia determinada, 15), esta téenica s¢ ha

hecho reproducible y se ha difundido ampliamente. Con clla se han reportado todo tipo de

" G " . .

), sin embargo, en la prdctica presenta
dificultades para ciertas aplicaciones. El problema que se observa més comdnmente es la

contaminacién de las colonias fi con la ia silvestre. Esto se he atribufdo

a diversas causas, entre las cuales resalta gue ¢l DNA molde se transforme como tal (cadena
sencilla sin cambios que se convierte a la doble cadena in vivo) o a la actividad correctora en
lab ia que d da al 5" del oligo llevdndose la ién modificada. Se

han disciado varias alternativas para evitar lo anterior y as{ incrementar el niimero de

mutanies. El DNA de cadena sencitla puede removerse fisicamente por medio de cenuifugacién

en gradi de densidad (16), el esis en geles de agarosa (17) o por medios
enzimdticos con la nucleasa S1 (14). El efecto de In reparacién in vivo puede disminuirse poli-
merizando con otro oligo hasta la regién mutagenizada. Al ligar el DNA resultante se pierde
el extremo 5° libre y se evita su repusucién (18).

Mutagénesis en Como unz adaptacién a la metodologfa descrita por Matteucei y
Heyneker (19), Wells et al. {20) han impl do un tipo de énesis a ién que

no involucra el uso de polimerasas. Esta técnica requiere que la zona a mutagenizar este
flanqueada por dos sitios de restriccién cercanos cntre sf. Con esto, se discilan dos oligos
mutantes complementarios que al reasociarse formen un producto similar al obtenido con la
digestién del vecior en esos sitios inicos. De este modo ¢l DNA sintético puede reemplazar

a la regi6n silvestre. Como es evidente, !a limitunte de este enfoque es la necesidad de tener




sitios de restriccién apropiados.
iii) Mutagénesis por reuccién cn cudena de la polimerasa (PCR).
Puesto que este tipo de mutagénesis es una modificacién at protocolo original de PCR (21),

se describe primeramente a esta técnica (esquematizada cn la Figura 1). Sc utiliza para la
amplificacién de un fragmento de DNA que se localiza entre dos regiones de secuencia
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Fig. 1. Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). Esta técnica consiste en la
amplificacién selectiva de un segmento de DNA de extremos conocidos. Consta de tres
pasos: 1) desnaturalizacién del DNA molde a alias temperaturas en presencia de
oligonuclestidos especificos.2) reasociacién de los oligos con la regién complementaria del
molde. Al estar los oligos en exceso molar en relacién al DNA blanco, compiten contra la
reasociacién de éste y se posicionan para ser usados como primeros. 3) formacién de la
cadena complementaria al polimerizar con ayuda de una DNA polimerasa termoestable. Al
repetir varias veces esta seric de pasos se logra la amplificacién a nivel exponencial de un
segmento de DNA.



Dos oligos son utilizados como primeros en una serie de reacciones catalizadas por una DNA

polimerasa: a)el DNA usado como molde se aala p con

un exceso molar de los oligos complementarios a cada sus extremos. b)al disminuir la
temperatura de esta mezcla, se permite la reasociacién de los oligos con su secuencia blanco
en ¢l molde. c)se produce la doble cadena al extender la hebra del oligo con ayuda de una
y
polimerizacidn, se logra la amplificacién a nivel exponencial de una muestra de DNA, Esta

A, Tiracid foet

DNA polimerasa. Al repetir varias veces este ciclo de

técnica se beneficin con ¢l uso de DNA polimerasas bles (Tag poli ) que

resisten cambios drdsticos de temperatura de un ciclo a otro.

Sustituyen a las polimerasas convencionales (DNA pol I de E. coli y Klenow) que requiercn
ser agregadas al iniciar cada ronda de polimerizacién. En la técnica de mutagénesis por PCR,
los oligos utilizados pura amplificar ul DNA son los mismos que incorporan los cambios
deseados. Tiene varias ventajas sobre los métodos descritos de mutagénesis sitio-dirigicda.

Al obtener el DNA mutante en cantidades casi ilimitadas, se facilita la ejecucion de varias
técnicas previas a su clonacién (como la caracterizacién por medio de secuencia o por patrones
de restriccién cuando se han insertado nuevos sitios). También resulta mds fécil la clonacién
misma, porque al tener estos DNAs en volimenes grandes se cvita la pérdida de muestra en
los pasos preparativos. Esto también estd ligado a lu eficiencia de la transfonmacidn bacteriana.
En la prdctica, no siempre es fuctible mantener niveles altos de eficiencia de transformaci6n.

Como este valor esti en funcién del nimero de células P ydelh idad de DNA

un nimero

> de éstas puede ser compensado al utilizar un volumen grande
de DNA, siempre y cuando éste no llegue a concentraciones saturantes. Asf, ¢l grado de

i6n requerido d de de la varicdad de protefnas mutantes que s¢ espera obtener.

P P

&

En la literatura se observa una infinidad de reportes sobre modificaci por con
PCR aplicadas a lu § icria de proteinas (generacién de sitios de restriccién, substitucién de
inodcidos por bios | les de ledrid, bstitucién de uno o mds codones

adyuncentes, etc.). Para ln creacién de buncos de mutantes heterogéneos, se reqmcren técnicas

alternativas de PCR en donde los productos amplificados no cc g
como contaminantes. A i fecha, uny de Jas mids efectivas es la descrita por Nelson y Long
(22). En este repone, se describe la incorporacién de un cambio de citosina a guanina en el
gen de la protefna S humana. De las colonias analizadas, se reporta una eficiencia del 100%



en la obtencién del cambio deseado, sin observar colonias silvestres del gen original. Con el
uso de cuatro oligos, permite insertar mutuciones en cualquier regién de la secuencia. Otra de
sus ventajus (a diferencia de otros tipos de PCR), es que al insertar la primera mutacién,
requicre de sélo un oligonucledtido adicional para cada nuevo cambio. De los cuatro oligos
requeridos, uno de ellos porta la mutacién deseada. Los tres restantes sirven para amplificar
selectivamente el producto mutante. Los pasos de esia técnica se esquematizan cn Ja Fig. 2
(ver antecedentes). Duda su versatilidad, esta es la metodologfa sobre la cual hemos diseiiado
algunas modificaciones para la adaptacién de un sistema de mutagénesis a saturacién, como
se verd mds adelante.

— . T

Fig. 2. Esquema del método de mutagénesis. 1) Se amplifica un fragmento del gen con el
uso dcl ohgo mumme E371ll ( ==y ) gue contiene la mezcla NNG/C y el oligo

B35 ). Este dltimo inicia con una regién no complementaria al
DNA molde (pBRﬁ.Z) mds una regi6n terminal que hibrida con el extremo 3' del gen por
amplificar, 2) Uno de los productos de Ja amplificacién anterior es wtilizado como primero
para der ¢l hasta pl el gen. 3) Con ayuda del producto
anterior, ¢l prrm:ro B20 tapén ( == )y ¢l HE26 ( promcomd ) amplifican
sclectivamente la regién que flanquean, o sea, todo ¢l gen de la B-lactamasa. En este
Gltimo puso se ascgura que los fragmentos amplificados sean todos mutantes. Las lfncas
discontinuas representan Cndcnas recién producidas por la Tagq polimerasa. En esta Figura
solo se p las cad producidas en la reaccion.
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2) B-factamasas

a) Contexto biolégico.
i) Antibi6ti B-lactdmicos y proteinas unidoras de peniciling (PBPs).
ii) B-lactamasas.

i) Antibiéticos B-lactdmicos y protefnas unidoras de penicilina (PBPs).

Los antibi6ticos B-lactdmicos (penicilinas, inas y Fig. 3) son

compuestos antimicrobianos de gran utilidad. Desde su descubrimiento en 1929 y su uso
intensivo a partir de los ufios cuarents, han tenido un impacto creciente en la clinica y en el
desarrollo de varios aspectos de la fisiologia bacteriana. E! interés que han despertado se
refleja también cn el nimero de moléculas que compone a esta familia de antibi6ticos.
Combinando los B-lactdmicos obtenidos de organismos silvestres con los producidos por vias

semisiniéticas, sc tiencn a la fecha mis de 20,000 moléculas distintas (23).

R R R
]:Q< T =1
N CH N == N~
3 R °

o o -
co 2 CooH 503
a) b) c)
Fig. 3. Niicleo bdsico de a) penicilinas, b) cefalosporinas y ¢) menobactamas.,
Su blanco es un de imas denominadas genéri i de

J P

penicilina o PBPs (penicillin binding proteins). Estas enzimas

dowl

de la sintesis de i DY, O sed, lus

pep

las ctapas ter

las sillares de la pared celular bacteriana.

En las eubacterias estudiadas a Ia fecha, se encuentrun de tres a ocho PBPs diferentes por
especic (24). Las PBPs cxhiben una gran diversidad en cuanto a pesos moleculures,
especificidades por substratos y por la funcion celular que realizan, En su mayoria son

protefnas integrales de

fas en la o a inlema (citopldsmica) de

s g 1

bacterias gram-negativas. La que ante diversas B-lactamas

sugiere lu existencia de dos grandes grupos (24): uno con protefnas de bajo peso molecular



(de 40 a 50kD), que son por lo general muy sensibles a la mayorfa de las penicilinas pero
insensibles a las cefalosporinas. Un segundo grupo conti alas p de alto peso
molecular (de 60 a 140kD) que son sensibles tanto a penicilinas como a cefalosporinas. La
caracteristica mds notable de aguellas que actividad Iftica es la p ia de un
residuo de serina en el sitio activo y se les denomina D-D peptidasas. En la Tabla 1 sc
muestran las caracterfsticas sobresalientes de las ocho PBPs presentes en E. coli (25).

Las moléculas sillares en la sintesis murefna son cadenas formadas por unidades alternantes

citon anon aion [ ci, o R ]
K :éu >l\° o on o o ou o
KitAe NilAe NitAe NllAe Nliac " NilAe
o ; o
‘II cuco {13
l < ,(lll(o ‘"“alfo
Lesta Lenin Leals
! |
o-gte oogte [
l".'DAl' M"D?’ .NO‘BA.’
D-ats Vol J (20T

Fig. 4. Hcbra lincal de mwrcina con una | de 3 que
termina cn icido 1,6-anhidromunimico. Ac: accnl DAP: 4cido dmmmopnméhco (tomadn de

Park, 25).

de N-aceti! glucosamina y dcido N-acetil murdmico. El 4cido N-acetil murémico esta sustituido

en ¢) oxfgeno del carbono 3 por un pentapéptido de L-alanina, D-gl ina, 4cido meso-

diaminopimélico y dos D-alani Estos pr res, formados por treinta muropéptidos en

promedio (Fig. 4), son los substratos sobre los que actian las PBPs.
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Tabla 1. Prop de las involucradas en la sintesis de mureina en etapas terminales.*
PBP  PM. lécul actividad enzimdtica posible funcién
conocida
1A 92,000 100 Transglucosilasa- Sintesis de mureina durante
transpeptidasa la elongacion celular
1Bs 90,000 120 Transglucosilasa- Sintesis de mureina durante
transpeptidasu la elongacion celular
C2+ 66,000 20 Transpeptid Crecimi en forma de
bastén. Elongacidn celular,
C3 60,000 50 Transglucostlasa- Sintesis de mureina durante
transpeptidasa la formacién del septo.
C4 49,000 110 DD-endopeptidasa, Hidrélisis de polimeros
DD-carboxipeptidasa enirecruzados durante la
clongacién celular
Cs 42,000 1,800 DD-carboxipeptidasa Destruccidn de pentapéptidos
no utilizados para asegurar
que solo la mureina madura
sirva como aceptor durante la
transpeptidacién para entre-
cruzar polimeros
C6 40,000 600 DD-carboxipeptidasa Destruccién de pentapéptidos

no utilizados

* tomado de Park (25)
+ existen otras PBPs de tipo C (Cl, C7 y C8), pero aiin no han sido estudiadas.
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Fig. 5. Reacciones catalizadas por a) i y b) carboxipeptid (PBPs) y c) B-
lactamasas (tomado de Waxman y Su-ommger, 24. Vcr 1ex10).

Las dos i que éstas Ii son muy ji i (24). La

peptidacién (Fig. 5n) iste de dos pasos: a)la escisién del enlace D-alanil-D-alanina

terminal del pentapéptido, con la formacién de! intermediario acil-enzima inestable

y la liberacién de la D-alanina terminal y b)la reaccién del plejo acil-enzima (i diario
activado) con e! grupo amino del dcido diaminopimélico del tetrapéptido disponible en la
cadena vecina, De este modo se forma un nucvo enlace pepifdico y sc da el entrecruzamicnto
de dos hebras. En la carboxipeptiducion (Fig. 5b) el aceptor iltimo del grupo carboxilo del
intermediario  acil-enzima es una molécula de agua. Siendo las B-lactamas andlogos
estructurales de la D-alanil-D-alanina (26), muchas de las PBPs que catalicen alguna de las
reacciones anteriores serdn aciladas por alguno de estos compuestos (Fig. 5c). El intermediario
resultante es de vida media larga y por lo tanto la enzima se inactiva.

In vitro, la incubacidn del complejo peniciloil-PBP en ausencia de un exceso de penicilina no

unida da como ltado la lib i6n del dcido peniciloico (que carcce de actividad biolégica)
y de la enzima en forma activa (27-29). Lo anterior demuestra que fas PBPs poscen una
actividad residual de B-lactamasa. Sin embargo, in vivo, a dici de sub J

esta s la causa de los efectos morfolSgicos que se abservan en las bacterias. La imposibilidad
de disociar eficientemente el complejo peniciloil-PBP evita la formacién de unidades
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entrecruzadas de peptidoglucanos. Esto induce la fil 16 yag

det bidtico, lacién de masa celular y lisis, observado inicialmente
por Gardner en 1940 (citado en 24).

ii) B-lactamasas

Las B-lactamasas son enzimas bacterianas que hidrolizan efici ¢l anillo 8-}
Su similitud con las PBPs en disti P hace
a partir de éstas. A nivel de sccuencia, se ha encontrado homologfa al comparar las regiones

P que divirgieron evolutivamente
amino terminal de {a carboxipeptidasa de Bacillus sp. y aquéllas de las B-lactamasas de las
clases A (de 50 y 29kD en promedio, respectivamente), C y D (ver més adelante). Esta
identidad es mds notable al aproximarse a los aminodcidos cercanos a la serina catalftica. El
uso de inserciones y deleciones necesarias para el alineamiento éptimo de varias 8-laciamasas
mejora notablemente la homologfa entre estas y la carboxipeptidasa (30). En este corto
segmento la homologla se extiende también 4 nivel de estructura secundaria (como se predice
por ¢l método de Chou y Fasman (31). Del mismo modo, al alincar las B-lactamasas de clase

A y los extremos amino terminal de las PBPs 5y 6 de E. coli (carboxipeptid, ), la id

es del 25% en las regiones que incluyen a la serina catalftica (30). Por tratarse de protefnas
con pesos moleculares distintos (al incluir al resto de las PBPs), se¢ podria dudar que la
informacidén de secuencia sea concluyente. Sin embargo, esta homologfa sc extiende al nivel
de estructura tridimensional. Kelly, et al. (32) a panir de modelos obtenidos por medios

:

la carboxipep de Streptomyces R61 y la B-lactamasa de

cristalogréficos, ¢

Bacillus licheniformis 749/C. Enure cllus ¢] pawén de a-hélices y B-plegadas es muy similar
(Fig. 6). En ambas estructurus se presenta una ldmina plegada compuesta de cinco hebras. Su
cara frontal estd flanqueada por dos a-hélices y la cara trasera por una sola. De las a-hélices
restantes en la peptidasa, siete de ellas adoptan una disposicién espacial identificable en la B-

lactamasa, si s toma como referencia a la lfmina plegada central. Estos mismos autores

argumentan que la secuencia de aminodcidos puede biar muy rdpi a través del
tiempo, disminuyendo su valor informativo. En contraste, los plegami tridi ionales son
evolutivamente més cstables puesto que se manti por limitaci picas y energéticas

de! medio. Samraoui, et al. (33) llegan a cc il con la B-1 I de B.
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cereus y esta misma carboxipeptidasa.

Fig. 6. Elementos de estructura daria en la 8] de Bacillus licheniformis 749/C
(izquierda) y la DD-peptidasa de Streptomyces R61 (derecha). Los cilindros representan «-
hélices y lus bandas representan B-plegadas. Los dos dibujos resultan al sobreponer las grificas
por putadora del pl polipéptidico determinado cristalogrificamente. Ambos se
presentan a la misma escala (tomado de Kelly, et al.. 31, Ver texto).

Otras consideraciones refuerzan Ia hipétesis mencionada sobre el origen de las B-lactamasas.
Con el interés de corroborar ¢l parccido de estos dos grupos de protefnas, varios autores han
analizado sus actividades cruzadas ante distintos substratos. Ya se ha dicho que algunas PBPs
muestran actividad débil de B-lactamasa. Asimismo puede suponerse que algunas B-lactnmasas
tienen actividad de carboxipeptidasa. Sin embargo, Prait, et al. (34) han demostrado que las
B-lactamasas son incapaces de degradar péptidos gue contengan sustituyentes R-D-ala-D-ala.
Se ha sugerido que la habilidad de las carboxipeptidasas de acilar B-lactamus puede ser
evolutivamente irrelevante, puesto que enzimus no relacionadas estructuralmente, como la B-

lactamasa II de clase B de B. cerens también poseen esta ¢ idad. Como al iva,



proponen un substrato especifico para B-lactamasas clase A que carcce de anillo B-lactémico.
Este compuesto, el fenilpropinal, inactiva a la carboxipeptidasa de B. subtilis y a la PBP 6 de
E. coli. La cinética de inactivacién es muy similar al de varias B-lactamasas y por lo tanto

apoya la similitud ica que s¢ prop (A y Waxman, observaciones no
publicadas).

Algunas PBPs membranales pueden ser solubilizadas con proteélisis limitada. La digestién
parcial de las carboxipeptidasas de 8. h philus 'y B. subtilis (de 46.5 y 50kD,
respecti produce fi s solubles en agua de disti Estos prod

de 35 a 45kD, mantiencn completamente su actividad catalftica. Ademds, se hacen resistentes

a la inactivacién térmica y dejan de unirse a micelas de detergentes. Las dos protefnas

diad PO

estdn I por un ico, amino terminal, altamente hidrofflico

y otro dominio carboxilo terminal, hidrofébico y de menor tamafio que es ¢l responsable de
la insercién a membrana (35). Por ser la regién carboxilo terminal de estas enzimas la que
presenta mayor homologfa con las 8-lactamasas, es probuble que éstas hayan cvolucionado a
partir de algin segmento o dominio umino terminal de las PBPs.

Actualmente se han aislado cerca de 80 B-lact s disti Su ubicuidad en disti

especics se demuestra por ¢l nimero de variedades aisladas en ¢l campo y en la clinica.

b) Utilidad de las B-lactamasas como modelo en ingenierin de protefnas.

En cepas b i i a antibiéticos 8-1 i las 8-l son ¢l principal
mecanismo de defensa. El problema ciinico que representan ha motivado su estudio en distintas
dreas, al punto de ser una de los familias de protefnas mejor conocidas. En la ingenierfa de
protefnas cs deseable la utilizacién de modelos de este tipo, con informacién estructural y
funcional relevante. Ast, el efecto de los cambios generados in vitre ¢s cada vez més predeci-
ble. Estas enzimas poseen varias caracterfsticas que las hacen un modelo atractivo. La
clonacién de los genes respectivos de distintas especies ha facilitado su modificacién por
técnicas de DNA recombinanie. Como ya se ha mencionado, existc una amplia variedad de

b pira estas i En condic de lab i0, las 8-1 pueden usarse

como tnico determinante de resistencia. Con esto, lu exposicién in vivo a distintas moléculas
permite una rdpida idemtificacién de cambios minimos en los parimetros enzimoldgicos de
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mutantes. Existen en Ia literatura reportes sobre ensayos de purificacién, actividad, secrecién,
ctc., para la caracterizacién fina de estas vanaciones.

Con base en los datos que se tienen de estas proteinas, se han propuesto varios esquemas de
clasificacién. El mds aceptado es el de Ambler (36, 37), que las agrupa por sus propicdades
catalfticas (perfil de substratos) y por homologfa de secuencia. Segiin este autor, existen cuatro

clases de B-lactamasas. La clasc A agrupa cnzimas b lacionadas en

¥ que hi pref a las penicili Este es ¢l grupo mejor conocido y a la

fecha se han sccuenciado los genes de 20 de estas protefnas (ver Fig. 7). Aquf sc incluyen las
B-lactamasas TEM-1 de E. coli, la de B. licheniformis 749/C y la de Siaphylococcus aureus
PCI. L clase B se compone de metaloenzimas que uiilizen un dtomo de Zn como cofactor.

No } ! ni de ia con los miembros de la clase A. La clase

[o] il a las B-1 cromge les de E. coli, Enterobacter cloacae y Citrobacter
Jfreundii, entre otras. Aunque muestran ciersa semejanza con las de clase A (como la presencia
de una serina catalitica), hidrolizan preferencialmente a cefalosporinas. En ia clase D (38) se
encuentra la 8-lactamasa oxa-2 de Salmonella typhimurium que ¢s homéloga a las de clasc A
y C y a algunas PBPs pero tiene un peso molecular menor (de 25kD).
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Como complemento a los estudios mencionados, ¢l andlisis estructural y de secuencia de las

B-lactamasas de clase A deriva i ién sobre la imp: ia relativa de los aminodcidos
en su funcién. Muchos de estos permiten cambios conservativos, 0 sea, pueden sustituirse por
otros que posean una cadena lateral de ia misma carga o tamafio sin afectar a la protefna cn
gencral, Estructuralmente, se puede decir que son el andamiaje sobre el cual se posicionan los
residuos involucrados en funciones especificas. Estos tltimos son invariantes; su substitucién
tiene distintos efectos en las propiedades de la enzima. Se localizan principalmente cn la
regi6n cercana a la serina catalftica. Otros residuos se conservan por motivos estructurales.
Contribuyen estabilizando posiciones criticas en la estructura secundaria (x-hélices, B-plegadas)

o agregaci r les (micleos hi

). Algunos autores, como Herzberg (39), no dan

mucho valor a la per ia de algunos aminodcidos conservados. En dltimo caso, sugicren
cambios comelativos de secuencia como una forma de llegar a la misma estructura y/o funcién.
Este razonamiento quizd no toma en cuenta las propiedades que estos podrfan conferir a la

P €N o1ros C Se ha

la estructura tridi ional de tres protefnas de esta
clase: ta de S. aureus PCI (39), la de B. licheniformis 749/C (40) y la de Strepromyces albus
G (41). La arquitcctura de estas tres protefnas es casi idéntica (Fig. 8).

Constan de dos dominios que interactian muy estrechamente. Un dominio esta formado por

cinco B-plegadas que forman la ldmina-B8 que ya se ha mencionado, Tres a-hélices se empacan

contra esta hoja. El segundo dominio se compone bisi por oo j de hélices
que tapun a cara restante de la ldmina-B. La cavidad de! sitio activo se encuentra cn la
interfase de estos dos dominios. Dentro de esta cavidad, el residuo mids importante a nivel
funcional es la Ser70. Alrededor de éste, distintos aminodcidos conservados unen al substrato
y orientan al enlace B-lactdmico para su hidrélisis.

En relacién a fa catdlisis que realizan estas enzimas, el i de reaccién prop 42)
es muy similar al de las proteasas de serina (43). Consta de dos pasos: a)la estabilizacién del
substrato en forma de intermediario activado para lu formacion del complejo acil-enzima y b)la
hidrélisis de este complejo. Segin la teorfa del estado de transicién (43 y referencias), las
enzimus son "moldes™ sobre los cuales sc estabiliza el substrato especifico en forma de

intermediario activado, o sea, en unu conformacién que facilita la reaccién. En ese estado, un
dtomo de carbono de ta 8-lactama (el del carbomilo que es parte del enlace B-lactdmico) adopta

una geometrfa tetraédrica que curacteriza al i diario i ble. Esta figuracién es
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Fig. 8 Plegamiento general de ta Belactanasa de Staphylococcus aurens PCI en el que sc
remarcan los elementos de estructura secundaria: los bucles corresponden a las a-hélices y
las flechas ¢ ponden a las B-plegadas (tomado de Herzberg y Moult, 44).

del ataque leofilico del oxfgeno de la Ser70. En seguida, el carbono

carbonflico pierde su enlace con el nitrégeno adyacente y ésic se protona. Con este enlace
covalente y la transferencia del proton hacia el nitrdgeno recién liberado, se completa la

formucién del complejo. Lu desacilucién o hidrolisis del complejo se da con la emrada de
uny molécula de agus que sustituye al oxigeno de la serina como aceptor del grupo acilo.

Como se indica arribs, estos eventos se acoplan di en la v estructural

alrededor de la Ser70 (43): Al igual que en las reacciones catlizadas por proteasas de serina,

se¢ postula que el carbono tetraédrico de fa B-luctama es estabilizado por el "hoyo del
oxianién", o sea, Iu regién dada por dos grupos amine de cadena principal que forman p

de hidrégeno con el oxigeno del carbonilo det enlace amidico. En fa B-lactamasa estos grupos
estin dados por la Ser70 y la GIn237. Lu Lys73 repele y orieata al proton liberado por Ia
serina hacia el carbonilo donador. Ll Glul66 (yue forma un puente salino con la Lys73) es
el residuo en el que probublemente se posiciona la moldeula de agus accesariu para
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desacilaci6n. La Lys234 interacciona con el grupo carboxilo presente en el anillo de tiazolidina

de la B-1 Con e! aislamil clinico o construcci6n in vitro de mutantes de B-lactamasas
se han evidenciado algunas de lus funciones propuestas a aminodcidos en particular.
Igualmente, en muchos casos se han descubierto otras no esperadas. En la B-lactamasa RTEM-
1 de E. coli, al substituir la serina cawlitica (Ser70) por cistefna, se disminuye la actividad
catalftica (K.,) ante ampicilina y bencilpenicilina a un 1-2%. Su actividad ante nitrocefina
(cefalosporina) disminuye a la mitad. Su K, ante este substrato aumenta un orden de magnitud.
Ademds de este cambio de especificidad, la enzima se hace mds resistente al tratamiento con
tripsina (45). Ellerby, et al. (46) usando como delo la B-1 de B. licheniformis,

substituyen a la Lys234 por dcido glutimico o alanina, Como es de esperarse, observan en

estas mutantes una disminucién drdstica en la unidén de substratos asf como en la actividad

catalftica, Con los datos obtenid plfan I idea lecida sobre este sitio. Concluyen que
interviene en la formucion del ambiente electrostdtico necesario para la unién del substrato as{
como para la estabilizacion del estado de transicidn previo a la catdlisis.

Al reemplazar Ja Lys73 y el Glul66 por arginina y 4cido aspdrtico, respectivamenie (47), se

observa una baja notable en la tasy de acilacién y desacilacién de la bencilpeniciling, sin

emburgo, a especificidad no es muy distinta o la de la enzima silvestre. Se comprueba que
la Lys73 uactia como una "base general” al facilitar ta liberacidn del protén de la serina en
la catdlisis. En la Fig. 9 sc muestran los residuos vecinos a la Ser70 que son relevantes en
la catdlisis.
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Fig. 9. B-lactamasa de Bacillus licheniformis 749/C. Di ico de los id

vecinos a la serina catalftica y que forman el sitio de unidn de la penicilina. Las distancias
mostradas son en angstroms (tomado de Moews, et al., 40).

Los cambios de especificidad mds drdsticos se observan en residuos distintos a las cuatro
mencionados anteriormente. Las cadenus luterales de todos ellos apuntan hacia la cavidad del
sitio activo, E! cambio de la Asnl16 por serina en la B-lactumasa de Streptomyces atbus G
produce una enzima que conserva su actividad de penicilinasa pero pierde casi totalmente la
capacidad de hidrolizar cefalosporinas (48). De lu mutagénesis a saturacién de la Ala237 (49),
se observan dos fenotipos interesuntes. Las mutantes A237T y A237N (wreonina por alanina
y asparagina por alanina, respectivamente) muestran una disminucién de actividad del 10% ante
penicilinas. Asimismo, se observa en ambas un aumento de actividad de cuatro veces hacia
cefslosporina C y cefalotina. En algunos casos se observa que estos cambios de especificidad
pueden disminuir ligeramente los valores de temperatura a la cual la enzima se desnaturaliza,

la pérdida de ciertos i puede implicar una d bilizacién regional que involucra a
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toda la protefna. De aislamientos clinicos se¢ hun obtenido varias antes resi a

cefalosporinas de tercera generacion no degradadas por la enzima silvestre (citadas en conjunto
por Collatz, et al. 50). Estos cambios se sittan en las posiciones 102, 162, 235, 236 y 237.

Por su localizacién, se cree que estas substituciones ofrecen nuevas interacciones con el radical

oximino presente en ¢stos nuevos compuestos. Explorando otras zonas de la proteina se han

encontrado distintos fenotipos. Al modificar dos de las cisteinas presentes en la B-lactamasa
(C75 y C121) por tirosinas, Fitts, et al. (51) observan defectos de transporte al periplasma,
quedando I proteina en la fraccion membranal. Estos cambios se relacionan probablemente
a nuevos estados conformacionales relevantes i procesos como ha secrecion o ¢l plegamiento.
La localizacién de los aminodcidos conservados de las B-Tactamasas de clase A se esquematiza
en la Fig. 10.

Como se ha visto, éste es un modelo del cual se puede obtener informacién sobre los
elementos que determinan fa especificidad, catilisis, plegamiento, secrecion, ete., de esta y
otras proteinas. Dicho de otro modo, de su estudio pueden surgir nociones que nos permitan

comprender mejor las interacciones necesarias para que ltas funciones protéicas sean posibles.
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Fig. 10. Par estereoscapico de la estructura de la B-lactamuasa de Staphylococcus aureus PCI
(carbonos ). Se muestran las cadenas luterales de los aminodcidos conservados al 100% cn
las veinte secuencias reporntadas.
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Antecedentes

La mutagénesis dirigida a saturacién penmite substituir un amino4cido presente en una protefna
por cada uno de los 19 residuos restintes en esa misma posicién. En esta técnica se utilizan
oligos degenerados en ¢l codén por mutar. Flaqueado por secuencias silvestres, este triplete
contiene a cualquiera de los cuatro nucledtidos en fa primera y segunda posicién y una mezcla
equimolar de G y C en la tercera. La combinacién que resubia (representada como NNG/C)
es capaz de regenerar al menos un coddén de cada uno de los veinte aminodcidos asf como un
codén de término. De este modo puede estudiarse ¢l contenido informativo del aminodcido en
cuestién en un contexto particular, En la literira existen varias téenicas para lograr este fin,
Sin embargo, presentan algunos problemas o pasos adicionales que pueden dificultar Ja rdpida
obtencidn de mutanies. El principal problema es la contuminacion de moléeulas silvestres en
clevada proporcién. Al crear bancos de genes mutantes (de [a mutagénesis a saiwracion de uno
o mds aminofcidos, por cjemplo) es necesario eliminar esta limitante para asi poder obtener
grupos heterogéneos de proteinas modificadas,

Tomando en cuenta lo anterior, se presenta en este trabajo un disciio experimental versdtil que
evita dsta y otras imitantes. Este ststema ¢s unie adapracion al descrito por Nelson y Long (22,
Fig. 2).

El modelo experimental utilizado es la B-lactamasa de £. cofi. De €sta hemos elegido al dcido

glutdmico 37 (segin la numeracién de Ambler, 36), uno de sus 22 aminodcidos conservados,

para substituirlo a saturacién, Este residuo es invadante en las veinte secuencias reportadas de
B-lactamasas de clase A. Como se muestra en la Fig, 10, se localiza cerca del extremo amino
terminal de la proteina madura. A diferencia de otros aminodcidos conservados, no parece tener
una funcién catalitica o estructural notoria que justifique su permanencia a ese grado. Segin
Herzberg (39), el Glu37 forma una seric de puentes de hidrégeno necesarios para la
estabilizacién de una B-plegada adyicente. Sin embargo, hemos observado que este patrén no
se mutntiene de la misma manera en ly B-lactumasa de B. licheniformis 749/C  (40), protelna
altamente homéloga a nivel de estructura y secuencia. Con ly insercién de otros residuos en

esa posicion podremos tener mis informacidn de las limitaciones que Jo mantenen sin cambio.

27



Objetivos

Con base en la técnica descrita por Nelson y Long, adaptar las modificaciones necesarias para
obtener un método de mutagénesis dirigida a saturacién mils eficaz que los descritos en la

literatura.

i deseadas 45 Ta ion de los

Caracterizar la incorporucion de las
DNAs respectivos.

Caructerizar preliminarmente los cambios fenotfpicos de algunas de las mutantes obtenidas en
la posicién 37 de la 8-l N
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Materiales y Métodos

1) Cepas bacteriunas y pldsmidos. Medios de cullivo.

Cepas (E. coli). IM101 (supE thi 8(lac-proAB) F'[traD36 proAB" lacl® lacZ8M15}). Se utiliza
para la extraccién de pldsmidos y para la expresion de prmcmns silvestres y mutantes,
También es util por el marcador genético (lacI® lacZ§M15) que permite la a-complementacién
con el extremo amino terminal de la B-galactosidasa codificada en vectores de expresién del
tipo pUC.

DHS5a (supEd4 SlacU169 ($B0O 1acZ8MIS) hsdR17 recAl endAl gyrA96 thi-1 relAl). Se
utiliza para la produccién de DNA para secuencia (en doble cadena). Cepa deficienie en el
sistema de recombinacion, lo cual fucilita la transformicion y permanencia de DNAs
modificados in vitro.

Pldsmidos. Se utiliza el plismido pBR?77 (Amp', Ter', rop y origen de replicacién ORI
4631pb.) como DNA molde en experimentos de mutagénesis, clonacion de frigmentos de PCR
y para la expresién de proteinas silvestres y mutantes,
E! pldsmido pKGS (Kan', origen de replicacion ORI y la endonucleasa de restriccion EcoRI
bajo el promotor de LacZ, 3442pb. 52) se utiliza como vector de seleccién positiva., La
endonucleasa es un marcador genético letal. Bajo represion (sistema del operén de lacZ), la
enzima se expresa a bajos niveles; lis bacterins que portan dicho gen forman colonias
translaciday parcialmente lisadas. Al inducir con IPTG el sistema se desreprime y la enzima
se produce en gran cantidad, por 1o que las bucterias son incapaces de formar colonias. Al
insertar un fragmento de DNA dentro del gen que la codifica, se evita la sintesis de ésta y
desaparece el fenotipo letal. Con esto se comprueba la clonacién del fragmento deseado.

Medios de cultivo
Medio LB (Luria-Benani):

A 950ml de agua desionizada agregar 10g ce bactotriptona, Sg de extracto de levadura y 10g
de NaCl. Agitr hasta que los solutos se disuelvan, Ajustar el pH a 7.0 con NaOH y llevar
a un volumen final de 1l con agua desionizada. Esterilizar con autoclave durante 20min. a
15libras/pulgada .

Medio M9

A 750ml de agua desionizada estéril agregar 200ml de sales MY 5x, 20m! de glucosa al 20%
(u otra fuente de carbono como glicerol) y 20ml de casaminoividos al 20%. Aforar a 1l con
agua desionizada estéril.

Sales M9 (5x):



Disolver las siguientes sales en 750ml de agua desionizada y posieriormente aforar a 11: 64g
de Nu,HPQ,, 15g de KH,PO,, 2.5g de NaCl y 5g de NH,CI. Esterilizar con autoclave.

Medio SOB

A 950ml de agua desionizada agregar: 20g de bactotriptona, 5g de extracto de levadura y
0.5g de NaCl. Agitar hasta que los solutos se¢ disuclvan y posierionmenie agregar 10m} de KCl
250mM. Ajustar a pH 7.0 con NaOH SN y Aforar a 1l con agua desionizada. Esterilizar con
autoclave. Previo a su uso, se le adicionan 5ml de una solucién estéril de MgCl, 2M.

Medio SOC

Este medio es idéntico al SOB, solo que contiene glucosa a una concentracién 20mM. Para
esto, agregar 20ml de glucosa 1M estéril al medio SOB cuando éste haya llegado a 60°C o
menos despues de autoclavear,

Medios sélidos.

De los medios descritos arriba, preparar ¢l deseado y agregar 15g de bacto-spar. Esterilizar
con autaclave. Dejur que el medio se enfrie hasta 50°C aproximadamente antes de agregar
sustancias termoldbiles, como antibidticos. Vaciar 20ml de medio a cada caja de Petri de
90mm. Dejar 20min. a temperatura ambiente para que ¢l agar soluhﬁqm. Almacenar a4 4¢C,
Antes de usar, secarlas en una campana de flujo laminar (dejando las tapas abi )
durante 20min.

Antibidticos
Se preparan como soluciones stock 1)0x y se almacenan a -20°C:

Ampicilina. Disolver 1g en Sml de agua bidestilada (200mg/m! final). Pasar por filtro
Millipore de (0.45uM. La concentracion para seleccionar cepas transformadas es de 200ug/ml.

Kanamicina. Disolver 125mg en 5ml de agua bidestilada (25mg/m! final) y filtrar como
arriba. La concentracién de trabajo es de 25ug/ml.

Tetraciclina. Disolver 75mg en 6ml de etanol absoluto (12.5mg/m! final) y {iltrar como arriba.
La concentracion de trabajo es de 12.Sug/ml.

Soluciones amortiguadoras.

Amortiguador TE

Este amortiguador se utiliza para resuspender DNA. Consta de tris hidroximetilaminometano
(trizmu base) 10mM pH 7.6 y edilendinitrilotetracetato disédico (EDTA) 1mM pH 8.0
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Amortiguador TB

Este umomgundor se utiliza paru rcsuspendcr células al hacerlas competentes para
transfor 16 na-N,N’-bis 2-etano dcido sulfénico (PIPES)
10mM, MnCl, SSmM CnCl, lSmM y KCl 250mM. Mezclar todos los comp

el MnCl, y ajustar el pH hasta 6.7 con KOH 5M. Disolver posteriormente ¢l Mz,Cl, y
esterilizar por filtracién. Guardar a 4°C.

Amoniguador TBE

Se usa como amortiguador de corrida en geles de acrilamida o agarosa. Para preparar el stock
10x se mezclan 108g de tris base, 55g de 4cido bérico y 40mi de EDTA 0.5M (pH 8.0) en
un litro de agua bidestilada.

2) Extracci6n de pldsmidos en E. coli (Segin Bimboin y Doly, citado en Rodriguez y Tait,
(53)

1) Inocular una colonia bacteriana wunsformada en 1.5m! de medio LB en un tubo de vidrio

de 15ml. Incubar toda Ia noche a 37°C con agitacién de 200rpm.

2) Pasar el cultivo a4 un tubo de polipropileno de 1.5ml y centrifugar Smin. a 12,000xg.

3) Tirar el sobrenadante y resuspender a pastilla celular en 1ml de amortiguador TES (tris

HCl 50mM, pH 7.6, sacarosa al 20% y EDTA S0mM) con ayuda de un agitador magnético

{vértex).

4) Centrifugar durante Smin. a 12,000xg, tirar ¢l sobrenadanie y resuspender en 150ul de

amortiguador TES.

5) Agregar Sul de RNasa (ribonucleasa pancredtica A, 10mg/ml en acetato de sodio 0.1M,

EDTA 0.3mM, pH 4.8 y precaleatwdo a 80°C durante 10min.) y 350ul de mezcla lftica

(solucion 1:1 de SDS al 2% y NaOH 0.4M). Agitar levemente ¢ incubar en hiclo durante

20min.

6) Agregar 250ul de acetato de sodio 3M pH 4.8, [nvertir ¢l wbo varias veces. Incubar en

hielo durante 30min.

7) Centrifugar 15min. a 12,000xg a 4°C. Pasar ¢l sobrenadanie 2 un twbo limpio.

8) Agregar un volumr.n de |sopr0p.|nol Inventir el wbo varias veces y centrifugar 15min. a
a Tirar el sot

9) leplar con un papel higiénico las paredes del tbo con cuidado de no tocar la pastilla de

DNA. Secar el tubo en Savant (desccador de vacio y calor).

10) Resuspender en 300ul de agua bidestilada y agregar un volumen de fenol. Agitar con

virtex y agregar otro de cloroformio. Agitir nuevamente.

11} Centrifugar 4min. a 12,000xg. Pasar ¢l sobrenadante a otro tubo y agregarle 300ul de

cloroformo. Agitar y centrifugar nuevamente.

12) Tomar ¢! sobrenadante y agregar 12ul de NaCl SM. Agitar y posteriormente poner 300ul

de isopropanol. Dejar 15min. a temperaura ambiente.

13) Centrifugar 15min. a 12,000xg. Tirar ¢! sobrenadante y agregar 500ul de etanol al 70%.

Centrifugar Smin. a 12,000xg y tirar el sobrenadante. Secar en Savant.

14) Resuspender en 20ul de agua bidestiluda,
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Sc obtienen de 1 a 2ug de DNA por ml de cultivo.

3) Electroforesis en gel.

La técnica para preparacién de geles de agarosa es la descrita por Sambrook et al. (9). Para
el andlisis y aislamiento de DNA de pldsmido wiilizar agarosa al 08% en amortiguador
TBEIx, Los fragmentos de DNA de menor tamaiio (2000-100pb) sc observan en concentracio-
nes variables de agarosa (de 1 a 1.5%), segtin ¢l caso. A cada muesira (desde 50 hasta 500ng
de DNA si es un gel analftico) agregar 2ul de amortiguador de carga (azul de bromofenol
0.25%, xilencianol 0.25% y glicerol al 30% en agua bidestilada) por cada 10ul de DNA. Los
geles se corren a un voltaje de 1-5V/em (el nimero de cm es igual al de la distancia entre
electrodos) en amortiguador TBE 1x. Es importante que el amontiguador con el que s¢ prepara
el gel sea del mismo stock con el cual se hace la corrida. Despues de ésta, sumergir el gel
en una solucién de bromuro de etidio (lug/ml de agua bidestilada) durante 1min. Enjuagar e!
gel en agua para remover el exceso de bromuro de etidio. Observar en transiluminador de luz
ultravioleta.

Extraccién de bandas de DNA a partir de agarosa.

En esta téenica es importanie que ¢l DNA por aistar no sea sumergido en bromuro de etidio
ni expuesto a la luz uhravioleta:

1) Uiilizar una alicuota minima del DNA a extraer como control de migracién (la cual puede
correr en uno de los extremos del gel). Asi, en base a su posicién observada en Juz UV se
cortan las bandas de DNA restante no tedido.

2) Pasar la agarosa por una jeringa de | o 3ml (con aguja) y devolver el machacado @ un tubo
de polipropileno de 1.5ml.

3) Agregar tres voltimenes de fenol, agitar fueriemente con vértex y congelar en hiclo seco
durante 15min.

4) Centrifugar durante 15min. a 12,000xg y tomar el sobrenadante.

A éste, agregarle un volumen de fenol, agitar con vériex y agregar otro de cloroformo. Agitar
nuevamente y centrifugar a 12,000xg durante dmin.

5) Tomar el sobrenadante y precipitar con 4ul de NaCI5M por cada 100ul de muestra y un
volumen de isopropanol. Dejar a temperatura ambicnte durante 15min.

6) Centrifugar 15min. a 12,000xg. Tirar ¢! sobrenadante y agregar 500ul de etanol al 70%,
invertir el wbo y centrifugar Smin. a 12,000xg. Tirar el sobrenadante con cuidudo para
conservar fa pastilla (dos veces).

7) Secar el tobo con Savant. Resuspender la pastilla en amortiguador TE o agua bidestilada,
Verificar la cantidad de DNA recuperado en un gel apropiado.

Caracterizacion y aislamiento de oligonucledtidos (oligos).
Se utilizan geles desnaturalizantes de poliacrilamida al 20% como se describe en (9). El stock

al 20% de acrilamida se prepary de la siguienic manera: a S0m! de agua bidestilada agregar
19g de acrilamida, lg de bis-acrilamida, 48.04g de urea (8M final) y 10ml de amortiguador
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TBE 10x. Agitar hasta disolver y aforar a 100ml de agua. Filtrar con membrana Millipore de
0.45 micras. Guardar en frasco color dmbar. Para la preparacion de estos geles existen varios
modelos de cdmuras verticales con diferentes volimenes. En nuestro caso, se requiere de 6ml
de stock de acrilamida, 28ul de persulfato de amonio y 5ul de N,N,N*,N"-tetrametiletilendiami-
na (TEMED) para un gel. A cada 10ul de muestra, agregar 2ul de amortiguador de carga (para
prepararjo, mezclar: 10ml de formamida, 10mg de xilencianol, 10mg de azul de bromofenol
y 200ul de EDTA 0.5M (pH 8.0). Correr las muestras a 300V. Sacar el gel del molde e
iluminar con limpara de luz ultravioleta de onda corta. Los geles preparativos se hacen en
cdmaras de mayor capacidad (27ml de stock de acrilamida, 200ul de persulfato de amonio y
25ul de TEMED) y se corren a 200V.

Elucion de oligos a pantir de bandas de poliscrilamida al 20%.

1) Cortar con navaja Ja banda deseada y ponerla en un wbo de polipropilenc de 1.5ml (nunca
mis de 0.2g de gel por wbo).

2) Agregar Iml de agua bidestilada a cada twbo e incubar durante 12h a 37°C.

3) Guardar los sobrenadantes en tubos de polipropileno de 1.5ml.

4) Tomar una columna Scpak (columna comercial de fase reversu C18) y pasar por ella 10ml
de acctonitrilo con ayuda de una jeringa.

5) Del mismo modo, lavarla con 10m! de agun bidestilada.

6) Tomar la muestra de oligos y pasarla por la columna.

7) Lavar nuevamente la columna con 3ml de agua bidestilada (para remover urca).

8) Para sacar al oligo de la columna, pasar por ella 3ml de una mezcla 1:1 de acetonitrilo y
agua bidestilada. Recoger en tubos de polipropileno de 1.5ml.

9) Secar los tubos en Savant. Resuspender en amortiguador TE o en agua bidestilada.

10) Verificar la concentracién del oligo en un gel apropiado.

4) Transformacién bacteriana.

El método utilizado es una modificacion de Inoue, H. e1 al (54), al descrito por Hanahan
(55).

u) Preparacién de células competentes:

1) Descongelar stock de células (en medio LB con dimetil sulfoxido (DMSO) al 7%) y estriar
en medio LB-agar. Cultivar toda la noche a 37°C.

2) Tomar de 10 a 12 colonias ¢ inocular en 250ml de medio SOB en matraz de 21.. Cultivar
a 18°C en agitacién rdpida (200 A 250rpm)

hasta 0.6 A, de densidad dptica

3) Poner en matraz en hielo duranie 10min,

4) Transferir el cultivo a wbos de 250ml y centrifugar 10min. a 4,000xg a 4°C.

5) f;csuspcndcr la pastilla celular en 80mt de TB e incubar 10min. a 4°C. Centrifugar como
arriba,

6) Resuspender suuavemente la pastilla en 20m! de TB y posteriormente agregar DMSO hasta
una concentracién de 7%,
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7) Despues de incubar durante 10min. en un bafio de hielo, alicuotar en twbos de cultivo
celular y congelar inmediatamente por inmersién en nirégeno lquido.

b)Transformacién

1) Descongelar una alfcuota de células competentes a temperatura ambiente y agregar 200ul
a un tubo de polipropileno de 0.5ml. Poner en hielo.

2) Agregar de 1 a 5ul de solucién del DNA a las células competentes e incubar en hiclo
durante 30min,

3) Dar choque térmico (sin agitar) durante 30seg. a 42°C y regresar al hiclo.

4) Agregar 800ul de medio SOC y poner en incubadora con agitacién  (200rpm) a 37°C
durante 1h.

5) Platear en medio sclectivo y dejar crecer toda la noche.

5) Digestién de DNA con cenzimas de restriccidn.

A continuicién se describen las enzimas utilizadas y los amortiguadores de ensuayo descritos
por los fabricantes (a concentracién 10x):

BamH! (Boehringer Mannheim, BM): tris HCl 10mM, MgCl, SmM, NaCl 100mM y 2-
mercaptoctanol lmM a pH &.0.

Bgill (New England Biolabs, NEB): wris HCl 50mM, MgCl; 10mM, NaCl 100mM y DTT
ImM a pH 7.9.

Dral (Promega, P): tris HCl 6mM (pH 7.6), NaCl S0mM, MgCl, 6mM, 2-mercaptoetanol
6mM y albimina sérica de bovino (BSA) O.Img/mi.

EcoR1 (P): tris HCl 90mM (pH 7.5), NaCl 50mM, MgCl, 10mM y BSA 0.lmg/ml.
Hincll (P): tris HCI 10mM (pH 7.5). NaCl 100mM, MgCl, 7mM y BSA C.1mg/ml.
Hindill (NEB): tris HCl 10mM, NaCl SOmM, MgCl, 10mM y DTT ImM a pH 7.9.

Hinfl (NEB): tis HCl 10mM, NaCl 50mM, MgCl, 10mM y DTT 1mM a pH 7.9.

Pstl (NEB): tris HC! 50mM, NaCl 100mM, MgCl, 10mM y DTT ImM a pH 7.9.

Smal (P): tris HCI 15mM (pHf 8.0), KCI 15mM, MgCl, 6mM, 2-mercaptoetanol 6mM y BSA
0.1mg/ml.

La temperatura de reaccién para todas las enzimas es de 37°C, con excepcién de Smal
(26°C). Las unidades de actividad definidas por los fabricantes no fucron reproducibles en
nuestros experimentos, por lo cual se usaron cantidades variables de enzima. En una
reaccion estindar, se necesita de 10ul de mezcla de reaccién por cada ug de DNA a digerir.
Los tiempos de digestion son de 2 a 12h segiin la enzima utilizada. Los productos de digestién
se analizan en geles de agarosa de 0.8, 1.2 o 1.5% dependiendo de los tamaiios de las bandas
esperadas.

Doble digestion. En muchos cusos es necesario digerir una muestra de DNA con dos
endonucleasas distintas, Estas pueden usarse de manera simultdnca en la misina mezcla sicmpre
y cuando las condiciones de reaccién sean similares para ambas. Generalmente, el \nico
pardmetro que puede diferir es el umortiguador empleado. En este caso, se utiliza en la mezcla
el amortiguador que contenga menos sal (NaCl, KCl). Para cc la doble digestién, es
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necesario agregar un pequeiio exceso de la enzima que no se encuentra en su condicién
6ptima.

6) Mutagénesis dirigida por reaccién en cadena de la polimerasa (PCR).

Se construyeron cuatro oligos para su uso como prfm ros en la PCR (Unidad de Sintesis de
Macromoléculas, CEINGEBI/UNAM). Sus < se describen en la Tabla 2 (Ver
también Fig. 2). Para la produccién de la B-lactamasa mutante se requiere de dos reacciones
de amplificacién y mutagénesis. La primera consta de:

76.5ul de agua bidestilada

10ul de amortiguador de reaccién

10ul de ANTP's 25mM

ul de oligo E37 (20pM. 230ng)

1ul de oligo B35 (20pM, 230ng)

ul de pldsmido pBR322 linearizado con BamHI (1ng)
0.5ul de enzima Taq polimerasa (2.5 unidades)

Tabla 2. Oligonucledtidos empleados en ia PCR.

Nombre Longitud  Secuencia 5°-37 Caracteristicas

HE26 26amero  GCAATITAAACTGTGA  Idéntico a la regién 64-39 de pBR322 en
TAAACTACCGC direccion 5°-3°

E37111 35umero GGTGAAAGTAAAAGA  Oligo mulante para el aminodcido Glu37
TGCTNNG/CGATCAGT  (con la mezcla NNG/C). Flanqueada por
TGGGTG diecinueve y trece nucledtidos con la

secuencia silvestre. Hibrida en la regién
4061-4040 de la secuencia codificane

de la B-lactamasa de pBR322,

B35 3Samero  GGAATAGCCGATCGAG Oligo compuesto de un segmento
ATCTAGGATCTTCACC  idéntico a la regién 3212-3226 de
TAG pBR322 (direccion 37-57) y otra

secuencia contigua 4 su extremo 5°que
no hibrida con region alguna de este
mismo mido. Este oligo crea un sitia
de restriceion para la enzima Byl 11

B20 20amero  GGAATAGCCGATCGAG  Idéntico a la region no homéloga a
ATCT pBR322 en B35,




Mezclar y poner 75ul de aceite mineral. Cada ciclo consta de las siguientes temperaturas:
Imin. a 92°C (desnawralizacién del DNA de doble cadena), 1min. a 55°C (reasociacién de
DNA molde y oligos) y de 3min. a 70°C (polimerizacién) cada uno. Se incuba la reaccién 30
ciclos. De ésta se obtiene un producto de 880pb (E880), ¢l cual necesita aislarse de gel
(agarosa al 0.8%) para usarse como uno de los dos moldes en la siguiente PCR:

75.5ul de agua bidestilada
10u! de amortiguador de reaccién
10ul de dNTP's 25mM
1ul de oligo HE26 (20pM, 170ng)
lul de oligo B20 (20pM, 130ng)
tul de E880 (1ng)
1ul de pBR322/BamHtl (Ing)
0.5ul de enzima Tag polimerasa (2.5 unidades)

Mezclar y poner 75ul de aceite mineral. Los ciclos son idénticos a los de {a reaccién anterior.
Se obtiene un producto de 1227pb (E1200). Estos DNAs se analizan cn geles de acrilamida
al 8%. En éstos se pucde observar con bastante nitidez las bandas de tamaiios esperados y
descartar otros productos inespecificos.

7) Clonacién de los fragmentos mutantes.

a) Preparucién de los vectores de clonacion.

Se digiere ¢} plismido pBR322 con lus enzimas Hindlll y Pstl, Se obtienen dos fragmentos
(de 3583 y 778pb) y se aislan de gel. Pary comprobar que no exista contaminacién de

pldsmido superenrollado o digerido parcial (lo cual reg ala B-1 il
tomar 50ng del fragmento mayor (el de 3583pb) e incubar en una reaccién de ligacién:

9ul de agua bidestilada

tul de pldsmido digerido (50ng)

3ul de amortiguador de ligasa 5x (tris HCI S0mM (pH 7.8), MgCl, 10mM y 2-mercaptoetanol
10mM).

1.5u] de ATP 10mM

0.5ul de ligasa (2 unidades).

Se utiliza el toml de esta reaccion para transformar una alicuota de E. coli JIM101 competentes
como se describe arribu. No deben observarse colonias resistentes al seleccionar en LB y
ampicilina a 200ug/ml. Esto indica que no existe la contaminacién mencionada. En caso
contrario, el fragmento debe ser digerido y aislado nuevamente.

Del mismo modo, se hace la doble digestion del pldsmido pKGS con las enzimas Hindlll y
Bglll. La digestién total produce dos fragmentos de 230 y 3212pb, Este dltimo es el vecior
digerido que se utiliza para lu clomicién del fragmenio mutante. Se afsla de gel y se
comprueba que no este contaminado con otros DNAs, como se menciona arriba. En esie caso,
la contaminacién se muestra como colonias parcialmente lisadas {ver Plismidos).
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Preparacién de los fragmentos mutantes.

El segundo fragmento obtenido de la PCR (8-lactamasa mutante, 1227pb) se digiere con las
enzimas Hindlll y Bgill como se describe arriba. Se obticne una banda de DNA de 1050pb.
Aislar de gel de agarosa al 1% y cuantificar el DNA recuperado.

Ligacién y clonacién del vector con el fragmento mutante.

Para facilitar que el fragmento mutante se ligue al vector de clonacién, se prepara una mezcla
de ligacién en que la proporcién molar de fragmento y vector sea aproximadamente de 5:1:

8ul de agua bidestilada

1.5ul de dATP 10mM

3u! de amortiguador de ligasa

lul de DNA de vector de clonacién (100ng)
lul de fragmento de PCR digerido (100ng)
0.5ul de ligasa

Agitar ¢ incubar duranie 8h a 14°C. Transformar con 7.5ul de esta reaccién y selecciomur en
cajas de kanamicing a 25ug/ml (al utilizar ¢l pldsmido pKGS) o en cajas de wnpiciling o
50ug/ml (al utilizar el pkismido pBR322).

8) Caracterizacidn in vivo de fenotipos mutantes

Las colomas _rccombinantes obtenidas de la rransformaci6n con el DNA mutamc se
aciones de ampicilina, sub 1

tomando como conuol la enzima silvestre codificada en ¢l pldsmldo pBR322. S: afslan los

DNAs de cada una de ellas y se retransforman. De cada una de las transformantes st toma

una colonia y se "pica” en cajus de LB a distintas concentraciones de ampicilina (50, 100,

200, 500, 1000, 2000 y 5000ug/ml.). Como conirol de actividad se pican colonias de la cepa

silvestre (DH5a) y de ésta con los plismidos pKGS y pBR322.

9) Secuenciacién (método de Sanger para DNA en doble cadena (56).

1) A un tubo de polipropiteno de 1.5ml, poner 2ug de DNA del pldsmido a secuenciar. Llevar
a 8ul y ponerle 2ul de NaOH 2N fresco. Dejar Smin. a temperatura ambiente.

2) Agregar 3ul de acetato de amonio 3M pH 1.5 y 2ul de agua desionizada.

3) Poner Sul del oligo utilizado como primero (aprox. 25ng) y 75ul de etanol absoluto.

4) Dejar 15min. en hiclo seco y posteriormente centrifugar 15min. a 12,000xg en la microfuga.
5) Aspirar el sobrenadante y lavar con 500ul de etanol al 70%. Centrifugar Smin. a 12,000xg
(dos veces).

6) Secar la pastilla y resuspender en 8ul de agua bidestilada y 2ul de amortiguador de
secuencia (concentrado 5x: tris HCI 200mM pH 7.5 MgCl, 100mM y NaCl 200mM).

7) Calentar 2min. u 65°C.

8) Agregar 0.4ul de mezcla de marcaje (concentrado Sx: dGTP 7.5uM, dCTP 7.5uM, dTTP
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8) Agregar 0.4ul de mezcla de marcaje (concentrado 5x: dGTP 7.5uM, dCTP 7.5uM, dTTP
7.5uM), 1.6ul de agua bidestilada, lul de DTT 0.1M y 0.5ul de dATP »S (5uCi).

9) Tomar 0.25ul de cnzima usa (nombre ial de una DNA polimerasa modificada
del bacteribfago T7) y diluir con 1.75ul de agua desionizada y bidestilada.

10) Mezclar y dejar 10min. a temperatura ambiente,

11) Marcar cuatro tubos de polipropileno de (.5ml con las letras G, A, T y C. Poner a cada
uno 2.5ul de la mezcla de terminacién respectiva (ésta contiene a tres dNTP's distintos a
concentracion 80uM y a uno de los didesoxinucledtidos a concentracién 8uM. Asf, para cl wbo
marcado con A, sc requiercn 2.5ul de una mezcla de dGTP, dTTP y dCTP 80uM y JddATP
8uM). Poner estos tubos a 37°C 2min. antes de que concluyan los 10min. del paso anterior.
12) Poner 3.5ul de la reaccién del paso 10) a cada terminador.

13) Dejar 1Smin. a 37°C.

14) Poner 4ul de mezcla de paro y calentar 2min. a 75°C.

15) Cargar el gel con 3 o 4dul de la reaccion. Correr las muestras a 35-40wats y 2000volts.
16) Desmontar el gel de la cdmara de electroforesis y transferirlo a filtro de papel Whatman.
17) Secarlo durante 1h a 80°C en un desecador de geles.

18) Exponer ante un film X-OMAT (Kodak) durante 16h en un cassette oscuro de exposicién.
19) Revelar la placa expuesta con los reactivos convencionales (revelador, fijador, agua).
20) Analizar la sccuencia obtenida.

Si el DNA a secuenciar es un producto de PCR:

1) Poner 1pM de este y otro pM del oligo en un tubo de polipropileno de 1.5ml.
2) Calentar fa muestra 3min. a 95°C.

3) Dejar en hiclo 5min,

4) Scguir e} protocolo anterior a partir del paso 6).
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Resultados.

Mutagénesis por PCR. Se obtuvieron de esta reaccién los productos esperados de 880 (E800)
y 1227pb (E1200). Corresponden al fragmento que va de! Glu37 al carboxilo terminal y la 8-
] [4 ! pectivamente (Fig. 11). Ambos contienen un sitio imtemo de Psil

presente en el DNA malde (pBR322). De I digestién de cada uno de cllos se obtuvieron las
bandus caracteristicas (Fig 9). En las condiciones de PCR descritas, ¢! rendimicnio de DNA
mutante fue de 10ug por incubacién, en promedio. Como control de amplificacidn, se incub6
al oligo B20 (que no tiene secuencia complementariz en pBR322) con el oligo HE26 y el
DNA molde. No se observiron productos en esta reaceién. Como se indica arriba, s¢ introdujo
un nuevo sitio de restriceidn para la enzima Bglll en el fragmento mutante que contiene a la
B-lactamasa completa (de 1227pb.). Asimismo, se regenerd el sitio de Hind(ll presente cn Ia
sccuencia original. Para validar la presencia de estos dos sitios, €} producto final fue digerido
por separado con cada una de las dos endonucleasas v los fragmentos resultantes e incubiron
independientemente en una mezcla de ligacién, Puesto que los extremos de fragimenios de FCR

carccen del grupo fosfuto en ¢l extremo 5°, solumente los productos digeridos pueden formar
dimeros al ser incubados en unat reaccion de ligacion. Como resultado de la digestién con
Hindlll y Bgiil se observé Lt formacion de las bundus esperadas de 2378 y 2340pb.,
respectivamente (datos no mostrados).

Inicialmente se utilizaron otros dos oligos con lu mezely mutante NNG/C pura la posicién 37
de la B-lactamasi. Con estos ta produccién de DNA mutante fue muy pobre. En el caso del
2lamero E371 (5° AAAGATGCANNG/CGATCAGTTG 3°), el rendimiento fue de 500ng en
promedio. Con el 20amero E3711 (8 GATGCTNNG/CGATCAGTTGGG 3°), a pesar de ser
mds corto, ta cuntidad de DNA resultante fue mayor. Su temperatura de reasociacion (T,,: valor
que representa fn temperatura o la cual el 50% del oligo en solucién hibrida con el DNA
molde) es ligeramente mayor 4 la del E371 Sin embargo, al clonur este DNA en ¢l plismido
no se observaron colonias mutantes. Lit secucnciacion directa de este fragmento mosiré que
fas mutaciones tijudas ¢n el oligo no se incorporaron en ¢l producto final. En la regidn
correspondiente il coddn mutido, se observé a fn secuencia silvestre sin cambios. En la
discusién se mencionardn algunas de lus posibles explicaciones de este fenémeno. Con el fin

de resolver esta dificuliad, se sintenizé ¢l 33amero E3711. Su contenido de G y C es similar
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a la del E37II pero su temperatura de reasociacién es mucho mayor (Tabla 2). Con el uso de

este oligo se obtuvieron las colonias que se mis

el

Cl i6n de frag de DNA En los primeros intentos de clonacién se utilizé
al plismido pBR322 como vector, sustituyendo fa regién Psil-Hindlll silvestre por la producida
cn la PCR, El fragmento que se intenté insertar es prdcticamente idéntico al anterior, menos
en el codén correspondiente al Glu37, Para utilizar este vector (ver "plismidos”), es necesario
digerirlo totalmente con Hindlll y Psit para separarlo del fragmento que se trata sustituir (asf,
la ligacién de éste con ¢l fragmento mutante no se conlamina con el fenotipo silvestre). Sin
embargo, al ligar sobre si mismo y trunsformur este vector se observé invarablemente la
generacién de colonias silvestres resistentes a ampiciling. Para aliviar los efectos de este
prablema, se buscé otro plismido que no portarit & la B-lactamasa. Se cligié al pKGS, vector
que codifica a la endonucleasa EcoRl como murcador de seleccion positiva, Dentro de este
gen existen los sitios de restriccion apropiados (de Hindill y Bgltl) para la clonacién del
fragmento que contiene al gen completo de la B-luctamasa. Con dicho pldsmido se obiuvieron
106 colonias transformantes. Como se ha mencionado, ¢l méiodo de seleccién empleado
garantiza que todas clias sean recombinantes,

Seleccién de (i ipos. Las colonias transformadis con la mezcla de ligacién vector-fragmento

fueron seleccion: en kanamicini. En teoria, todas Jas células que surjan de esta

ransformacidn deben contener, en ¢l gen inroducido, un codén distinto al original (GAA),
porque éste no puede regenerarse con la mezela NNG/C. Si la mutacién diseiiada produce
algdn cambio en la actividad de la enzima, éste puede reflejarse en la sensibilidad de la
bacteria que fa porta al crecerla & distintus concentraciones de ampicilina. Fue asf como se
seleccionaron las colonias obtenidas para identificar a los fenotipos mutantes. De 106
transformantes  obtenidas, 34 fueron incupaces de crecer a 5000ug/m) de ampicilina
(concentracidn mixima a lu que ¢recen las colontas con Ja B-lactamasa silvestre).

Posteriormente, se aislaron los plismidos correspondientes de cada una de las 34 colonias, més
10 de las que no muestran diferencias de crecimiento en comparacién con la B-lactamasa
normal. Para comprobar en éstos la presencia del gen de la B-lactamasa, se realizé una

digestién con Psil, enzima de restriceién para la cual existen dos sitios de corte en el pldsmido
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EcoRl HindIII

pBR322

BamH! HindIIl  EcoRI Psq
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E3? Bglll
HindIII  EcoRI Psu
pYd » } *  B1200
E37 Belil
Fig. 11. F; bteni de la PCR. Diagrama de los productos amplificados
a partir de Ios oligos E37I1 y B35 que da lugar al fragmento E800 y de los oligos 1126

y B20 que da lugar al fragmento E1200. Se muestran en la foto al fragmento E1200 (carril
A, 1227pb.), E1200 digerido con Pstl {carril B, 812 y 415pb.), E800 (carrl C, 880pb.) y
E800 digerido con Pst! (carri] D, 459 y 421pb.).
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r i (en el pldsmido original sélo existe uno; el segundo lo porta el gen bla). Esta

doble digestién produjo el fragmento esperado de 628pb.

Previo a la secuenciacién, se eligicron colonias con distintas susceptibilidades a ampicilina,
principalmente de aquellas que no crecen a la concentracion estindar (de! grupo de las 34 que
s¢ menciona arriba). Como se menciona arriby, se pensé que estas variaciones podrian reflejar,
sean cambios drdsticos o cambios conservativos en comparacién con el residuo original.

También se eligieron colonias que crecen de manera similar a la enzima silvestre,

Secuenciacién, De 24 colonias secuenciadas se observd la substitucidn del dcido gl >
(GAA) en el residuo 37 por los siguientes codones: alunina (GCC), una por valina (GTG), dos

por leucing (CTG), una por triptofuno (I'GG), una por metionina (ATG), una por glicina
(GGQ), dos por serina (TCG y TCC), dos por treonina (ACG), cuatro por arginina (3 CGG
y 1 AGG), dos por histidina (CAC) y un coddn de término (dmbar, TAG). Esta dliima
mutante presenta una actividad minima debido « que los genes se cxpresaron en una ccpa
supresora (DH5a), en lu que los codones dmbar son sustituidos por dcido glutdmico. Seis
colonias secuenciadas no mostruron cambios en i posicidn 37; la actividad ante ¢l antibidtico
de dos de ellas es indistinguible al de las colonius con la B-lactamasa silvestre; las cuatro

restantes tienen una actividad menor debido  probubl a i no

identificadas, En la Tabla 3 se muestra la sensibilidad de estas colonias al crecerlus a distintas

de icifi Al analizar las regiones secuenciadas se han encontrado otras

mutaciones p incorporudas por la Tag polimerasa a lo largo de estos genes

(Tabla 3).



Tabla 3. Actividad in vivo de mutanies de B-lactamasa en el residuo Glu37*

Ampicilina Mutaciones ndicionales
Colonia Sustitucién 50 100 200 500 1000 2000 SO00 encontradas
10-10 Ala(GCO)® + + + + o+ + - 1e56-Thr (ATC-ACC)
10-16 Val (GTC) + o+ + + + + -
10-9a Leu (CTG)® + + - - - - - Leud0-Phe (TTG-TTC)
10-15a Leu(CTG)®* + + + + + - - Alal7-Val (GCG-GTG)
10-24a Met (ATG)Y  +  + + + + + - Gin206-Gln (CAA-CAG)
10-7 Trp (TGG) - - - - - . -
10-13a Gly(GGey* - - - - - - - Leu30-Pro (CTG-CCG)
102 Ser(TCC + - - - = - -
10-11a Ser(TCG) + + + 4 '+ + +
10-17a Thr (ACG) + + + + + + -
10-18a Thr (ACG) + + R S + -
10-6a Glu (GAAY®  + . + e T -
10-10a Glu(GAA)* + + - - - -
10-19 Glu(GAAY +  + 4+ 40 4 - -
10-9 Glu (GAA)® + + + + 4+ - - Asp50-Glu (GAT-GAA)
10-12 Glu(GAA) + + + “+ 4 o4 +
10-14 Glu(GAA) + + + 4.+ % o+
10-11 Arg (CGG)* - - - e - -
10-8a Arg (CGG)™¢  + + - - - - - Leu30-Gin (CTG-CAG),
Asp38-Asn (GAT-AAT),
GIn39-Lys (CAG-AAG).
10-12a Arg (CGG)* + + - - - - .
10-13 Arg(AGG) + + + + 4+ - -
10-la His (CAC)® - - - - - - - Val74-Ala (GTT-GCT)
10-14a His (CAC) - - - - - - .
Codones de término
10-52 Amb(TAG) + - - - - - Glu28-Glu(GAA-GAG)
Controles
Cepa DHS5a . - - - - -
DH5a/pBR322 + 4 o+ + +
DH5/pKGS S . -

* Sc han encontrado mutaciones adicionales (incorporadas por 1a Taq polimerasa) con distintos efectos
sabre los fenotipos producidos por ef cambio en el cod6n mutado. Estas mutaciones sc agrupan en
cinco clascs a) Genes cuyo fenotipo suponc fap ia de i espontd; (no identificadas)

P

que disminuyen la actividad de la enzima ( ixdos hasta los pnmuo: 200 nucle6tidos despues
dcl Glu37), b) Genes con mutaciones lejanas al sitio mutado o al sitio activo de la enzima y/o que
pueden considerarse conservativas, ) Genes con mutaciones que pueden afectar al fenotipo
producido por ¢! cambio en la posicién 37, d)Genes con mutaciones en el péptido lider que pueden
afectar su expresion o secrecién y €)Genes con mutaciones en el péptido lider que no ticnen efecto
snbre 11 funcionalidad de 1a enzima




Discusién y Conclusiones.

Uno de los objetivos de estc trabajo es presentar algunas alternutivas para mejorar el

dimi de la is a saturacidn en comparacién con otros métodos en base a la
técnica descrita por Nelson y Long (22). Segin lo observado, el disefio de los oligonucle6tidos
es uno de los elementos mds importantes para fa fijacién de mutaciones. Los oligos cortos y
con un contenido alto de adeninas y timinas (p. ej. el E37I) fueron incapaces de generar
productos mutantes de mancra confisble. Si para evitar lo anterior se disminuye la temperatura
de reasociacién, se favorece la unién a regiones inespecificas, lo cual baja la cantidad del

p y la produccién de fragmentos espurios o falsos positivos (que

pueden no amplificarse de manera observable). El segundo oligo mutagénico (E3711), tienc
varias caracterfsticas que sc utilizan cominmente en ¢l diseiio de oligos para PCR (57): tiene
un o idode Gy C al 50% (el valor recomendado es del 50 al 60%) y su
temperatura de reasociacién es de aprox. 60°C. No es palindrémico (lo cual evita la formacién

de subproducios indeseables) y carcce de “corridas” de G's o C's (que pueden producir
inespecificidades al unirse a regiones ricas en dichos nucleétidos). Al utilizarlo en la PCR, la
amplificacién del fragmento esperado comprueba que fue usado como primero, pero la
secuenciacién directa del segundo producto (1227pb.) muestra que ne incorporé mutaciones.
Esto indica que los cambios no fueron editados in vivo sino al gencrar la B-lactamasa completa a
partir del fragmento E800 en Ia PCR. Es improbable que estos cambios hayan sido deletados
por la Taq polimerasa usada (Tag poll, Promega) porque esta enzima carece de actividad comectora
5°'-3" detectable (57). Para explicar este efecto, una hipétesis razonable es que = distintos ciclos
de la PCR pueden generarse productos incompletos o de degradacién que no portan la
mutacién (fragmentos surgidos a partir del oligo HE26 que no se polimerizan hasta la zona
mutanie). Al ser de menor tamaiio que cualquicra de los productos que acarrean Ja mutacién,

hibridan mis ripid: y se amplifican con mayor eficiencia que el producto mutante.

El tercer oligo empleado (E37111) tiene todas las virtudes del anterior, pero su temperatura de
reusociucién es mayor en cerca de 30 grados centigrados. Al la ia 4 wnbos
lados del codén se pudo drdsti la p a de reasociacién. Como

resultado se observé una banda dinica que corresponde al tamajio esperado y en gran cantidad.
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Los fi son fdcil e di iables de s i ficos de la

reaccién, ya sea por su tamaiio o por la presencia de sitios de restriccién que dan las bandas
caracteristicas.

Seguin las prefi ias de aminodcidos para posiciones especificas de a-hélices (58), el Glu37
no parece tener influencia sobre la formacién de dicha estructura (primera o-hélice de la
enzima), pero tampoco afecta su estabilidad. Algunas de las sustituciones con las que se
predice la mayor distorsién son las que muestran la menor actividad (Gly, His y Trp). En

as qQ que manti la actividad poseen también la capacidad de formar a-hélices

(Ala, Ser, Val, Met). Como lo propone Herzberg (43), la carga negativa del Glu puede ser
impostante para estabilizar a una B-plegada adyacente: uno de los ox{genos carbox(licos forma
un puente de hidrégeno con ¢l nitrégeno de cadena principal de la posicién 44 (lle en S.
aureus PCl y Leu en B. licheniformis), Sin embargo, como se ha visto, otros cembios
mantienen Ia actividad de la enzima ain cuando no regeneran esta interaccion, Pastor, et al,
{59), encuentran que muchos de los residuos altamente conservados en las B-lactmmisas de

clase A forman nicleos donde 1a homologfa de s in es evid Asimismo, observan

cumbios comelativos alrededor del aminoidcido conservado. No se observa por este método
que ¢l Glu37 forme alguna regi6n conservada con los aminodcidos mds cercanos, lo cual apoya
la idex de que no se conserva por interacciones especfficas con cadenas laterales vecinas.
Podrfa pensarse que las diferencias de secuencia en dicha regién son menos notorias al
comparar la disposicidn espacial de estos residuos. Sin embargo, al observar la conformacién
que éstas adoptan en dos estructuras distintas (las B-lactamasas de S. awreus PC/ y la de B.
licheniformis) se observan algunas diferencias, principalmente en los contactos que forma el
Glu37 con el residuo 61 (Asn en S. awreus y Arg en B. licheniformis): en el primer caso sc
forma un puente de hidrégeno con lu cadena lateral de la Asn y en el segundo caso, un
puente salino con la cadena lateral de la Arg (Fig. 12).

Por lo expuesto, no existen razones convincentes que expliquen por que esta posicidn se
encuentra conservada a tal extremo. Con la identificacién de otros residuos, cn especial cl
dcido aspdrtico (similar al Glu pero con una cadena lateral mds corta) y la glutamina (cadena
lateral similar pero sin carga) y su caracterizacion in vitro (ensayos de actividad, secrecion,
etc.), se podrdn conocer las limiticiones que lo han mantenido invariante. Es probable que, a

dife

de los arg estrucluriles prop s, dicho residuo participe en alguna otra

funcién como plegamiento, secrecion, etc. En muchos casos, las mutaciones producen cambios

conservalivos O caen en regi estructural Icjadas del Glu37, por lo que no interfieren

4¢€



u 44 U 44
o1 - L]
7, ar,

b)

Fig. 12. Par esiercoscpico de los residuos cercanos al Glu3d7 en la B8-lactamasa de a)
Staphylococcus aureus PCl y b) Bacillus licheniformis 749/C. Nétense las diferencias estructu-
rales de dicha regidn en las dos estructuras homélogas (ver texto).

con ¢! cambio producido en este codén. En otros, la perturbacion es obviu y se refuerza al
compararla con la misma mutacion en el Glu37 en un contexto silvestre.

Al carecer la Tag polimerasa de uctividud de exonucleasy 3'-5°, s¢ espera una tasa de
mutaciones de una base modificada por cada 50K a 100,000 nucleétidos incorporados (57).
En las rcgiones secuenciadis de estos genes mutantes hemos encontrado una proporcién
significativumente mayor (de un cumbio por cada X nucledtidos incorporados, aproximada-
mente). Una opcion para validar el efecto de Lis mutaciones diseiladias es dislar {os fragmentos
minimos que las contengan (como el fragmento EcoRi-Dral en este caso) y subclonarlos en

un vector que porte ul resto de la secuencia sin otros cambios, Asimismo, por el problema que
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presenta la Tag polimerasa, no parece conveniente umplificar todo el gen al tratar de mutar
una regién, sino solo aquella que contengy sitios necesarios para clonarla en el vector usado
como molde. Sin embargo, la mejor alternativi e el uso de otras Tag polimerasas (ya
existentes en el mercado) que si presentan dicha actividad. Con éstas se disminuye
drdsticamente la produccién de mutaciones espontineas y por lo tanto mejora ¢l rendimiento
de DNA mutante.

Como en cualquier otro tipo de PCR, lu ventaja de ésta mutagénesis es que se puede insenar

cualquier sitio de restriccién en el fragmento mutado, ya sea para clonarlo en un vector o para

facilitar su manipulacién posterior. En contriste, lu mutagénesis a saturacién en "cassete”

puede ser itil sélo en casos en donde la secuencii nativa tiene los os de restriccién
apropiados (sitios unicos alrededor de la zona a mutagenizar), o es necesario introducirlos.

Aungque la obtencidn de mutantes por este método tiene algunas dificultades asociadas,
pensamos que sigue siendo la manera mis ventajosa para lograr este fin. La modificacién de

algunas vuriables (uso de polime

con

ctividad de exonucleasa, disciio de oligos,
condiciones de reaccidn, ete.) seguramente Favorecerd la produccién de DNA mutante.

Entre las sustituciones obtenidits 1o se observi preferencia por mutar hacia algdn residuo en

particular. Asi, a pesar de no haber obienido las 1Y sustituciones posibles para ese aminodcido,
se encontrd un banco muy heterogéneo a partir de un namero de transformantes relativamente
bajo.

El esquema descrito puede ser utilizado tumbién para la produccién de mutaciones

yrias (sustituciones sin s en cualguier regién de un gen), con lo cual es posible

estudiar ¢l contenido informativo de residuos dlejados en secuencia pero cercanos a nivel de
estructura tridimensional, como en ¢l caso de nicleos hidrofdbicos, sitios activos o alguna

otra regién funcional de interés en cunlquicr enzimin
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