ETOF 2
Modificacion de la especificidad .Z¢¢.

de la R-lactamasa por
mutagénesis combinatoria

Tesis de-Maestria en Biotecnologia . .

presentada por Héctor Viadiu llarraza

UACPyP del CCH, Instituto de
Biotecnologia, UNAM

Cuernavaca, Mor. Marzo de 1994.

TES1S CON
FALLA DE OREZIN..




pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA
SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta
protegido por la Ley Federal del Derecho de
Autor (LFDA) de los Estados Unidos
Mexicanos (México).

El uso de imégenes, fragmentos de videos, y
demas material que sea objeto de proteccion
de los derechos de autor, sera exclusivamente
para fines educativos e informativos y debera
citar la fuente donde la obtuvo mencionando el
autor o autores. Cualquier uso distinto como el
lucro, reproduccién, edicion o modificacion,
sera perseguido y sancionado por el respectivo
titular de los Derechos de Autor.



Indice

introduccion

Objetivos

Estrategia experi’mental
Metodologia
Resultados

Discusién

Referencias

23

23
24
30
41
49



Modificacion de la especificidad de la beta-lactamasa por
mutagénesis combinatoria.

INTRODUCCION

El espacio proteico.

En 1982, Wright creo, un poderoso concepto dentro de la Biologia Evolutiva,
la nocion de superficies adaptativas, con la cual describia un eépabio poblado de
genotipos, cada uno difiriendc; 'del otro por una sola mutacion, que implicaba una
adecuacion determinada. La distribucion de estos valores de adecuacién, a lo
largo del espacio de genotipos, constituye la superficie adaptativa (1).

Smith usd, en 1970, esta idea para concebir "un espacio proteico" y la
probabilidad de realizar recorridos adaptativos sobre éste. Cada proteina poseé
cierta adecuacién con respecto a una determinada funcion, por ejemplo: afinidad
por una molécula o capacidad de realizar una reaccién. Un recorrido adaptativo se
puede ver como un proceso que inicia con una proteina en el espacio que, por
medio de mutaciones sencillas, se mueve hacia puntos con diferente adecuacion.
De esta forma, concebimos una superficie con valies y crestas que, dependiendo
de la secuencia de la proteina, nos habla de su capacidad para llevar a cabo una

funcion (2).

A partir de este espacio de secuencias se puede concebir otro espacio,
ahora n-dimensional, en que cada mutacién hable de un cambio en Ja forma de Ia
proteina, su hidrofobicidad, su momento dipolar y, en general, toda aquella
propiedad que influya en la adecuacién de una proteina para realizar una funcion;
a éste sé le conoce como espacio conformacional (shape space) (3).

En la actualidad, no se conoce la estructura de este espacio, sea catalitico,
de afinidad o de cualquier otra funcién de interés, pero ya se han iniciado



esfuerzos tedricos y experimentales para describirlo.
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En un limitado esfuerzo por descirbir una superficie catalitica, alrededor de
un punto, el grupo de Knowles a mapeado cémo se modifica la actividad de una
mutante de la triosafosfato isomerasa. Inician con la mutante E165D, cuya kea/Km
para interconvertir dihidroxiacetona fosfato y el gliceraldehido fosfato es 150 veces
menor en comparacion con la enzima silvestre, y tratan de recuperar la actividad
con mutaciones distintas al glutamico original. Teniendo 6 mutantes sencillas que
mejoran la actividad, las combinan en 13 pares y encuentran que no siempre
estas combinaciones siguen reglas simples de aditividad de la recuperacién,
incluso en 7 de ellas la actividad de la doble mutante es menor que, al menos, una
de las mutantes sencillas originales. Ademds nunca recuperan mas alld del 20%
de la actividad de la triosa fosfato isomerasa con el glutdmico en 165 (4).

Kauffmann ha creado un modelo matematico tratando de contestar
preguntas interesantes como: ¢jcudntos puntos optimos locales existen en este
espacio partiendo de una proteina?, ¢cémo se distribuyen estos 6ptimos?, ;estan
cercanos entre si.o distribuidos azarosamente?, jqué tan altos son los optimos?,
,qué tan rugosa es la superficie de este espacio?, jcudntos Sptimos son
accesibles desde determinado punto de partida?. Se utiliza un enfoque estadistico
que estd mas interesado en conocer la estructura global de la superficie, que en
describir detalles de proteinas individuales. Si bien apenas estd en desarrollo,
tuvo cierto éxito cuando v'éomparé sus resultados con el conocimiento que se tiene
de la estructura de la superficie de afinidad de los anticuerpos y considera que se
puede aplicar a describir otras funciones proteicas (5).

Mapeo de la diversidad proteica.

El que Kaufimann seleccionara el sistema inmune para aplicar su modelo
no fue fortuito, se debe a que éste es el mejor ejemplo de un proceso natural para
crear diversidad molecular (6). En los ultimos afios se han desarrollado técnicas
que rivalizan, e incluso, superan la capacidad del sistema inmune para generar y
perfeccionar la diversidad, la cual buede utilizarse no sdlo para aumentar la
afinidad por una molécula, sino también para obtener moléculas cataliticas o



nuevos farmacos (7).
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Todas estas técnicas han recibido un nombre distinto dependiendo del
énfasis que quieran dar los autores (evolucién molecular dirigida, quimica
combinatoria, genética in vitro , evolucién sistemdtica de ligandos por
enriquecimiento exponencial, coleccién de epitopes, evolucién no-natural,
evolucion en un tubo de ensayo o disefio irracional de farmacos). Pero llamensele
como se les llame, todas ellas consisten en crear un conjunto, cuanto mds grande
mejor, de moléculas distintas de las cuales se seleccionarédn aquellas que mejor
realicen la funcién deseada. Este enfoque es una forma de darle la vuelta a la
incapacidad actual de predecir confiablemente la estructura molecular y su
relacion funcional, es decir, ahora se busca generar un gran nimero de moléculas
distintas y luego se rescata aquella de interés (8). '

Estos esquemas recuerdan el proceso de evolucién natural, ya que Ila
molécula final es aquella que mejor se adecud a las condiciones ambientales
impuestas por el experimentador. Si bien podemos aprender mucho de la forma
en que la evolucién, a través de miles de millones de afios, ha dado solucion a los
problemas a los que se ha enfrentado, también debemos estar concientes de que
la evolucion darwiniana estd prejuiciada o limitada por el punto del que parte y se
guia por las mutaciones que han ocurrido, sin haber explorado todas las
soluciones, asi que no necesariamente a llegado a la mejor, por lo que es
suceptible de mejora (7).

Para ejemplificar ésto, podemos tomar el trabajo de Tuerk y Gold, ellos
estudiaron la interaccion entre la DNA-polimerasa del bacteriofago T4 y las
secuencias lideres 5' de sus RNA mensajeros. La DNA-polimerasa T4 controla
traduccionalmente su propia sintesis al unirse a una secuencia de 36 nucledtidos
que sobrelapa el sitio de union al ribosoma en el RNA mensajero. En esta
secuencia se encuentra una estructura de RNA con un tallo de 5 pares de bases y
una asa de 8 nucledtidos. Para averiguar la flexibilidad de esta asa, sintetizaron
un conjunto de DNAs complementarios a este RNA, en los cuales los 8 nucledtidos
del asa fueron cambiados aleatoriamente. Esta coleccidon de 48 (66,536)



moléculas fue transcrita por la RNA-polimerasa T7 para iniciar el experimento.
Después de cuatro rondas de seleccién y amplificacién, dos secuencias con igual
afinidad por la DNA-polimerasa T4 predominaron en la poblacién. Una era la
secuencia silvestre y la otra diferia en 4 bases del asa. La secuencia variante no
habfa aparecido en ninguno de los fagos relacionados a T4 gue se han
secuenciado y, quizds, no haya podido evolucionar de la secuencia silvestre ya
que los intermediarios se unirfan con menor afinidad. Asi, este método SELEX
(Systematic Evolution of Ligands by Exponential Enrichment) produjo una
secuencia que pudo evolucionar, pero no lo hizo (9).

Existen otros ejemplos de cédmo estas técnicas permitieron obtener
moléculas con propiedades novedosas. Utilizando dos millones de péptidos
sintetizados aleatoriamente, se encontraron 6 por medio de un anticuerpo
monoclonal contra beta-endorfina, los cuales fueron secuenciados. Entre ellos se
aislé un péptido sintético (YGGFQ) con una afinidad ligeramente mayor que la
secuencia de! epitope real (YGGPL). Asimismo, el grupo de Szostak seleccioné
una molécula entre 1010 RNAs que es capaz de unirse a un colorante organico,
repitiendo la seleccién en una columna con el colorante unido, reverso-
transcribiendo las moléculas adheridas, amplificando el DNA por PCR y
transcribiéndolo, finalmente, con RNA-polimerasa T7 (10 y 11).

Beaudry y Joyce crearon un sistema que simula mejor que ningin otro la
evolucién darwiniana, ya que no sdlo implica seleccién y amplificacién, sino
también enriquecimiento por mutaciones. Iniciaron con una ribozima que
normalmente se autocorta de un precursor de RNA, dejando un RNA ribosomal
maduro; en condiciones normales esta ribozima nunca corta DNA, pero partieron
de una mutante que se sabe corta DNA a altas temperaturas, ademds introdujeron
mutaciones extras. Aquellas moléculas capaces de cortar DNA fueron
quimicamente atrapadas, copiadas a cDNAs y al ser amplificadas por PCR se
introdujeron mutaciones azarosas en algunas moléculas; de forma que con cada
ciclo hay un aumento de variabilidad. El resultado fue que después de 10
generaciones moleculares, la capacidad de la ribozima para cortar DNA aumenté
cerca de 100 veces y funciona a temperaturas fisioldgicas (12).



Aunque en general, los esquemas in vivo estdn mds limitados que los in
vitro, ya que la seleccion requiere que e! crecimiento del organismo este acoplado
a la propiedad funcional de éstas, ha habido desarrollos muy interesantes (13).

Gracias a la fusidn de epitopes proteicos con las proteinas de la cubierta de
fagos filamentosos como M13, f1 o fd, se ha podido seleccionar entre méas de 108
péptidos, aquellos de interés. La coleccién azarosa de péptidos se genera
sintetizando quimicamente oligonucledtidos degenerados que se clonan en el
vector elegido. Se transforma E. coli con el pldsmido y se crece para purificar las
particulas virales, las cuales representan la coleccién de péptidos ya que cada
fago expone en su superficie un tnico miembro de la coleccién fusionado a la
proteina g3p de la cdpsula. De esta forma pueden ser seleccionados usando una
columna de afinidad con el ligando apropiado. Asi los fagos purificados contienen
no solo el péptido de interés sino también la secuencia nucleotidica que codifica
para ese péptido en particular. Mds tarde, los fagos seleccionados pueden ser
propagados al infectar nuevas células huéspedes y producir mayores cantidades
del fago con el péptido, y asl realizar otro paso de seleccién més riguroso hasta
analizar el péptido, estudiar su afinidad y esclarecer su secuencia (14 y 15).

El grupo donde trabajo estudid la relevancia de tres residuos de la
endonucleasa EcoRl en el reconocimiento dél DNA, por medio de un esquema
que utiliza cadena sencilla, provenienté de M13, para incorporar los
oligonucledtidos mutantes, producto final que fue amplificado por PCR. Esta
estrategia permitid realizar mutaciones alejadas en secuencia primaria, ademds
que garantizaba la distribucion binomial de enzimas silvestres, mutantes sencillas,

dobles y triples (16).

En 1992, se propuso un esquema de mutagénesis combinatoria por PCR
que simplifica grandemente la tarea y permite la creacion de una coleccion mas
rica en secuencias mutantes, donde asimismo se tiene control acerca de la
distribucion de las mismas (17).

Utilizando este esquema nos propusimos mutar combinatoriamente



aquellos residuos de la beta-lactamasa que consideramos involucrados en su
especificidad para explorar su superficie de especificidad.

-

¢ Qué es una superficie de especificidad?.

Al igual que hablamos de superficies de afinidad o catalitica, podemos
hablar de superficie de especificidad hacia un determinando sustrato, es decir,
¢coémo las distintas mutaciones en una enzima afectan su especificidad hacia
cierto sustrato?. Pero, ;qué entendemos por especificidad?.

El significado méds importante que se le da al término especificidad
enzimatica es cuando una enzima discrimina entre diversos sustratos que
compiten por un sitio activo. La definicién que es importante desde un punto de
* vista biolégico es cuando dos sustratos uno apropiado y el otro no, compiten por
una enzima, y nos habla del problema de la velocidad relativa de reaccién del
apropiado y el inapropiado en una mezcla de ambos. En este sentido, la
especificidad es una funcion de la afinidad por el sustrato y la tasa catalitica: si el
sustrato indeseable y la enzima tienen una kea que es 1000 veces menor que
aquella para el sustrato deseable, pero el sustrato indeseable se une 1000 veces
mas fuertemente, entonces el pegado preferencial compensard la menor
velocidad. Por esto, ke.at/Km €s la constante cinética importante al determinar la

especificidad, ya que combina los términos de velocidad y pegado (18).

No es adecuado hablar de un sustrato pobre tan sdlo porque poseé una Ky
alta o una ko baja. En sistemas bioldgicos tanto Ky como kcar son importantes

(18).

i Cada enzima lleva a cabo una funcidén especifica, dependiendo de si actuia
sobre diversos sustratos, aunque sean bastante relacionados, o sobre un sustrato
en particular, se habla de especificidad grupal o absoluta, respectivamente.
Algunas veces esta discriminacion es exquisita permitiendo distinguir entre
sustratos que difieren en un solo grupo metilo. Sin embargo, las enzimas no
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necesitan tener requerimientos precisos para todos los sustituyentes en sus
sustratos; normalmente, discriminan a parir de sitios particulares. Asf, las enzimas
se caracterizan més por perfiles de especificidad amplia o estrecha. Ademads las
enzimas no sélo son sustrato especificas, sino también producto-especificas (19).

La region que contiene el sitio de unidén y los residuos cataliticos se le
demonima sitio activo de la enzima. Este comprende sélo una pequefia porcion
del volumen total de la enzima y estd en o cerca de la superficie, ya que debe
estar accesible a las moléculas del sustrato (19).

El sitio activo tiene una estructura tridimensional que consiste de porciones
de una cadena polipeptidica. Los sitios de unién y los cataliticos son residuos de
aminodcidos o cofactores, estos Uitimos unidos, a su vez, a cadenas laterales de
aminodcidos. El pegado del sustrato puede involucrar una variedad de
interacciones, pero los enlaces formados son relativamente débiles (19).

Aquellos aminodcidos en el sitio activo que no tienen una funcién de
pegado o catalitica pueden, no obstante, contribuir a la especificidad de la enzima.
Sus cadenas laterales pueden ser del tamafo, forma y propiedades adecuados
para no interferir con el pegado del sustrato, pero si pueden bloquear el pegado
de otra m_b!écula quimicamente similar (19).

El sitio activo frecuentemente incluye residuos polares y apolares, creando
un arreglo de microambientes hidrofilicos e hidrofébicos que no se encuentran en
ninguna otra parte- de la enzima. Por lo que la funcién de una enzima puede
depender no sélamente del arreglo especial de los sitios de pegado y catdlisis,
sino también.del ambiente en que estos sitios se encuentran (19).

El hacer una clara distincién entre grupos cataliticos y grupos de unién
dentro de una enzima implica cieta arbitrdriedad. Un buen ejemplo para ilustrar
esto es el experimento hecho por Canrter y Wells, quienes reemplazaron la triada
catalitica de la subtilisina por alaninas en las siete combinaciones posibles. Atn la
triple mutante, con ninguno de los residuos cataliticos, realizaba la reaccién 1000
veces mds rapido que la reaccién sin catalizador. Es decir, el resto de la molécula



todavia une al estado de transicién mucho més fuertemnente que al estado basal, lo
que promueve la reaccién. Esto mismo se observa con los anticuerpos cataliticos
que han sido seleccionados para unir el estado de transicién, sin tener ningtn
residuo cataliticamente competente (20).

¢ Cbémo se explica la especificidad?.

Ya desde 1890, Fisher sugirié que la especificidad enzimatica implicaba la
presencia de rasgos estructurales complementarios entre la enzima y el sustrato:
un sustrato puede acomodarse en su sitio complementario como 'una llave lo hace
en su cerradura. De acuerdo con este modelo todas las estructuras permanecen
fijas a lo largo del proceso de unién (19).

Koshland propuso en 1958 su hipétesis de la adecuacién inducida para
explicar la evidencia proveniente de diversas fuentes espectroscépicas en
relacién al cambio de la estructura de las proteinas cuando unen al sustrato. Esto
no es extrafo, ya que cabe esperar que los enlaces entre el sustrato y sus sitios de
unién pueden reemplazar enlaces previamente existentes en el sitio de unién
consigo mismo o entre éste y grupos aledafios. Asimismo, el sustrato puede
excluir moléculas de agua y hacer la regién menos polar. Estos factores' pueden
ser responsables del cambio en la estructura terciaria de la proteina que ocurre

con la unién del sustrato (19).

En la hipStesis de la adecuacién inducida se sugiere que el sustrato puede,
ser complementario al sitio activo en el complejo enzima-sustrato, pero no en la
enzima libre; ocurre un cambio conformacional en la enzima que resulta en la
complementaridad de ambos. Esta hipdtesis requiere que el sitio activo sea
flexible y el sustrato rigido, de forma que la enzima se pliegue alrededor del
sustrato, poniendo en contacto los residuos cataliticos con los grupos reactivos. De
cierta forma, la relacién entre el sustrato y el sitio activo es similar a aquella entre
una mano y un guante de lana: en cada interaccién la estructura de un
componente (sustrato 0 mano) permanece fija y la forma del segunoo (sitio activo
o guante) cambia hasta ser complementaria al primero (19).



Este mecanismo ayuda a explicar la alta especificidad mostrada por las
enzimas, ya que s6lo aquel sustrato adecuado permitira que los grupos reactivos
alcancen la posicién idénea. Por supuesto que puede ocurrir que un grupo de
unidn similar desate un cambio conformacional, pero, en general, esto no acercara
los grupos cataliticos a los reactivos, produciendo lo que se llama un pegado

no-productivo (19).

Aungue los modelos anteriores pueden explicar la especificidad enzimatica,
ninguno sugiere la forma en que la reaccion puede llevarse a cabo. La unidn del
sustrato normalmente requiere el gasto de una considerable cantidad de energia
y, aunque sirve para el Gtil propdsito de juntar grupos reactivos y cataliticos, se
requiere mds energfa antes de que la reaccién proceda. En 1230, Haldane sefald
que si la energia de unidn se usara para distorsionar el sustrato de tal forma que
se facilitara la reaccion subsiguiente, entonces se requeriria menos energia para
llevar a cabo la reaccién; tomando en cuenta la analogia de la llave y la cerradura
dijo: *la llave no entra perfectamente en la cerradura, sino que ejerce cierta tensicn
en ella®. Desde entonces se ha hablado de tensién o distorsién en enzimologia
(19).

Supongamos que la estructura del sitio activo es casi complementaria a la
del sustrato, pero no exactamente. Si la estructura del sitio activo es rigida, el
sustrato puede ser distorsionado levemente para unirse a la enzima. Esta
distorsién puede resultar en el estiramiento, y por lo tanto debilitamiento, de un
enlace que es subsecuentemente roto, ayudando a que se complete la reaccion
(19).

De hecho, existe poca evidencia clara de que ocurra un pegado
distorsionado. Un mecanismo alternativo para que se lleve a cabo la reaccioén, y
quizd mas probable, sea la estabilizacion del estado de transicion. Esto asume
que el sustrato se une de una forma no distorsionada, pero que el complejo
enzima-sustralo poseé varias inleracciones desfavorables. Estas tienden a
distorsionar el sustrato de tal forma que se favorece la siguiente secuencia de



reacciones: complejo enzima-sustrato -> estado de transicién -> productos. Segun
procede la reaccion, las interacciones desfavorables disminuyen y desaparecen

del estado de transicion (19).

En 1946, Pauling fue el primero en sugerir que la capacidad catalitica de las
enzimas era el resultado de su alta afinidad especifica por el estado de transicidn.
Eyring desarrollé las teorias contempordneas acerca del complejo activado del
estado de transicion. Su enfoque considera al complejo del estado de transicion
en equilibrio con los reactantes. Con este concepto, la nocién de tensién del
sustrato se convierte en obsoleta, aunque se podria argumentar, segin la
interpretacion, cierta equivalencia. Esta hipétesis ha sido confirmada utilizando
andlogos del estado de transicién, que son compuestos que simulan el estado de
transicion y se unen muy fuertemente a los sitios activos de las respectivas
enzimas, de hecho mas fuertemente que el sustrato o productos correspondientes
(19 Y 20).

¢ Qué interacciones determinan la especificidad?.

Nuestra meta Ultima es ser capaces de remodelar los patrones de
especificidad racionalmente. Para lograr esto, se debe tratar de entender los
origenes energéticos del perfii de especificidad de la enzima original.

La catélisis es el resultado de la habilidad de la enzima de unir el estado de
transicion de la reaccién mas fuertemente que al sustrato. Se deduce que la
especificidad es producto de la union preferente de aquellos estados de transicién
de sustratos 1avorab'les en comparacion con los que no lo son. Por lo tanto, para
modificar el perfil de especificidad, debemos concentrarnos en las interacciones
energéticas que ocurren durante el estado de transicion en el complejo
enzima-sustrato. El proceso selectivo de sustratos debe resultar del balance entre
interacciones intermoleculares energéticamente favorables y aquellas
desfavorables. También debemos conocer si el patrén particular de especificidad,
reside sdlamente en aquellos grupos de la enzima que estdn en Intimo contacto
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con el sustrato, o si la especificidad es una propiedad més distribuida a través de
la estructura de la enzima. Aunque es claro que las interacciones locales
desempefian un papel en determinar la especificidad de sustrato, no son las
Unicas determinantes, residuos mas distantes pueden desarrollar un rol en
posicionar precisamente los residuos claves de la especificidad y afectar
propiedades de la enzima que pueden influenciar la especificidad (21).

En la actualidad, la capacidad de manipular estas interacciones
intermoleculares para moldear la especificidad enzimadtica es bastante limitada.
Ademds de la complejidad del problema, existe una falta de datos, sobre todo una
detallada caracterizacion estructural de enzimas mutantes y enzimas mutantes en
complejo con sustratos o andlogos del estado de transicion (21).

El pegado es un balance entre las interacciones intermoleculares
favorables y las consecuencias desfavorables de acomodar y restringir el sustrato
al sitio activo. Entender estas interacciones se complica al tomar en cuenta por la
solvatacion de la enzima y el sustrato, ademds de los cambios en solvatacién que
ocurren en la formacion del complejo enzima-sustrato. Entre las interacciones
intermoleculares que fomentan el pegado se incluyen puentes de hidrégeno,
efectos hidrofdbicos, fuerzas dispersoras y electrostaticas. Dentro de las
desfavorables estds las interacciones esiéricas erréneas, puentes de hidrégeno
distorsionados, cavidades, cambios conformacionales inducidos al unir el sustra.io,
pérdida de entropia por restringir el nimero de conformaciones de la enzima y el
sustrato, pérdida de entropia por la reduccion de libertad rotacional y translacional
del sustrato. En el complejo michaeliano, que es relativamente débil, las
interacciones moleculares proveen un poco mas de energia que el costo de
restringir el sustrato al sitio activo (alrededor de 4-9 kcal/mol). Conforme la
reaccién avanza hacia el estado de transicién, las interacciones moleculares
aumentan b‘astante (alrededor de 16-20 kcal/mol) supuestamente debido a la

mejora de unas pocas interacciones en el sitio de la reaccion (21).

La especificidad enzimatica es tanto el resultado de la seleccién contra los
estados de transicién de los sustratos desfavorables como de la seleccién a favor
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de los estados de transicion de los sustratos preferidos por la enzima. Por lo que,
cuando se trata de modificar un perfil de espedificidad particular es importante
estimar qué tan efectiva seréd la estralegia de mutacidén en seleccionar en contra de
los sustratos no deseados. Es més, si la meta es desplazar la especificidad hacia
un sustrato desfavorable, uno debe saber qué tanto se gana eliminando
interacciones desfavorables. Quiza el factor mas poderoso para la selectividad del
sustrato es a través de modificar las interacciones estéricas (21).

En general, la enzima y el susirato interaccionan a lo largo de una
superficie muy larga que involucra contactos con un gran nimero de residuos de
aminodcidos, cada uno de los cuales es suceptible de ser mutado para disefiar el
cambio funcional que uno deseé (21).

Actualmente existe un gran ntmero de datos de los cambios de energia
libre resultantes de la combinacion de mutantes sencillas. Analizando estos datos
se observa que los efectos de la estabilizacidn del estado de transicién, unién de
ligandos y el plegado de proteinas se comportan aditivamente en la mayoria de
las circunstancias. Esta observacion debe simplificar la tares de modificar la
especificidad enzimatica, permitiendo seleccionar de una base de datos de
experimentos de mutagénesis todas aquellas mutaciones que desplazan la
especificidad hacia el sustrato deseado. Sin embargo, existen ocasiones en que
esta aditividad no se cumple y se complica la prediccién del comportamiento de la
doble mutante, por ejemplo. cuando ambos residuos interactian y no se
comportan independientemente o cuando la mutacién causa un cambio en el
mecanismo o el paso limitante de la reaccién (22).

¢ Cémo podemos remodelar la especificidad?.

La manipulaciéon de la especificidad de una enzima ejemplifica el
entendimiento de la relacidn entre estructura y funcién de una proteina.

Si bien la presién evolutiva a la due han estado expuestas las enzimas las
" ha empujado hacia la optimizacidn de cierto patrén de especificidad, se sabe que
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es posible que determinado andamio proteico es compatible con una
especificidad alternativa, de forma que ya existen trabajos en que se altera la
especificidad de una enzima vy, de esta forma, se imita el proceso que, sin duda, ha
llevado a cabo la evolucién para proveer a los organismos con infinidad de
enzimas cada una con una determinada especificidad (23).

Para lograr esto se han utilizado, principalmente, tres enfoques: uno
genético, en el que se produce un gran nimero de variantes y, posteriormente, se
selecciona la que presenta las caracteristicas deseadas, este punto ya lo tocamos
extensamente al principio de este trabajo; otro que basa el disefio en las
conjeturas hechas a partir de estudiar la estructura y el dltimo trata de predecir, a
través de programas computacionales los efectos de las mutaciones (21).

. En el enfoque genético que nosotros utilizamos para seleccionar aquellas
posiciones en que se iban a probar cambios miiltiples, nos basamos en los datos
de mutantes clinicas con cambio de especificidad reportadas y en la observacion
de los residuos que contactan el sustrato en la estructura cristalogréfica.

Dentro del renglén de disefio de cambios de especificidad ex profeso,
todavia no esté dicha la dltima palabra. Se han probado diversos enfoques, pero
se pueden enumerar algunas técnicas que sén comunes a todos ellos. Para traer
alguna esperanza de ser predictivo se debg'a partir de la estructura tridimensional
en la cual se identifican los residuos que contactan el sustrato y se prueban
distintas sustituciones en busca de efectividad potencial. Se consideran factores
que pueden influir en el efecto de mutaciones particulares, tales como la pérdida o
ganancia energéticas que puedan resultar de la sustitucién. Se deben evitar las
mutaciones que pudieran ser desestabilizantes. Los factores de temperatura
provenientes de la cristalografia, asi como los valores de accesibilidad deben
tomarse en cuenta como guia de posibles sitios sustituibles. Si la proteina de
interés es parte de una familia de proteinas con diferente especificidad, se puede
obtener informacién de la comparacién. Como resultado de todo este proceso de
sentido comun, muchas veces se obtienen resultados completamente inesperados
al exhibir la proteina propiedades inesperadas o responder a una mutacién en
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particular de una forma impredecible (21 Y 24).

Quizéds el cambio mas radical que se haya reportado de cambio de
especificidad sea en la glutatién reductasa. Esta enzima protege a la célula de
danos por reduccion, manteniendo al glutation en la forma reducida.
Tripanosomas y leishmanias contienen una enzima similar, pero distinta, la
tripanotion reductasa, que mantiene e! equilibrio redox de la célula reduciendo al
tripanotién disulfuro. Ambos sustratos tienen una estructura similar, pero ambos
excluyen casi totalmente al otro sustrato. Comparando los residuos que difieren en
ambas enzimas, fue posible localizar los aminoécidos determinanies de esta
especificidad y construir una mutante multiple de la glutation reductasa de E. coli,
que se comporta casi igual que la tripanotién reductasa, teniendo una Ky 10 veces

mayor y una keat casi idéntica (25).

Aparte del enfoque comparativo de estructuras homdélogas, presentado en
el ejemplo anterior fambién se ha intentado la insercién de elementos completos
de estructura secundaria como mddulos intercambiables que controlan la
especificidad. Esto se ha logrado entre la ribonucleasa bovina A y la angiogenina,
donde la sustitucién de un asa entre ambas ha intercambiado sus actividades

cataliticas (25).

Una de las primeras estrategias utilizada para modificar la especificidad fue
la permutacién entre grupos funcionales que interactuaban entre una proteasa y
sus sustratos. Por ejemplo: la subtilisina tiene preferencia por sustratos con
residuos terminales con cadenas laterales largas, como la fenilaianina, estio se
debe a la presencia de una glicina en el fondo del hueco de especificidad, La
conversién de esta glicina por fenilalanina cambia la especificidad hacia sustratos
con alanina o glicina en esta posicién (21).

Es claro que, el problema de redisefar la especificidad de sustrato de una
enzima es una labor complicada. Hasta la fecha, la mayoria de las modificaciones
se han basado mds en la intuicidn quimica producto de estudiar la imagen
cristalogrdfica de la enzima, que en el analisis cuantitativo de las consecuencias
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estructurales y energéticas de la mutacion propuesta. Predecir qué mutaciones
tendran e! efecto deseado es un reto llamativé que requiere del célculo de las
energias de interaccion entre la enzima y el sustrato, asi como de modelar
correctamente las estructuras de las enzimas mutantes y los complejos enzima-
sustrato (21).

El grupo de Wilson predijo que la mutante M192V de la proteasa alfa-litica
hidrolizaria un péptido con leucina en la posicidon P1, que originalmente era un
mal sustratc para la enzima silvestre. El resultado experimental coincidid,
admirablemente, en gran medida con la prediccion. El programa consistia en
evaluar la energia libre de interaccién entre el sustrato y cada uno de los
rotdmeros de los 20 aminodcidos que se fueron sustituyendo en la posicidén a
mutar. Este resultado hace pensar que este tipo de enfoque es promisorio (26).

B-lactamasa como modelo para efectuar un cambio de
especificidad.

La B-lactamasa es la enzima responsable de la resistencia que presentan
muchas bacterias a la accion, normalmente letal, de los antibidticos B-lactéamicos,
cuyo representante mas famoso es la penicilina G (27).

“'La B-lactamasa es un buen modelo para efectuar una modificacién de su
especificidad a través de crear una coleccién de mutantes por mutagénesis
combinatoria. Entre sus ventajas se encuentran: la B-lactamasa de E. coli (R-
TEM1) que utilizamos en este proyecto es parte de una familia de méas de 20
proteinas homodlogas, de las que se ha resuelto la estructura cristalografica de 3
de ellas, incluida la R-TEM1; se conoce con cierto detalle su mecanismo catalitico
gracias a gran numero de observaciones cinéticas de la enzima silvestre y de
algunas mutaciones de los residuos claves; existen cientos de sustratos que
comparten el mismo nucleo basico, pero que sus distintas cadenas laterales
ocasionan que estos se distribuyan en una gama muy amplia de especificidades,
los hay que son excelentes sustratos hasta otros muy pobres; asimismo gracias a
datos clinicos como algunas mutantes experimentales se han mapeado los
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residuos involucrados en especificidad, la existencias de estas mutantes asegura
que es factible el modificar la especificidad de esta enzima.

Familia de B-lactamasas.

La principal divisién entre las B-lactamasas es en enzimas con serina o
zinc; las primeras tienen una serina en el sitio activo y funcionan por un
mecanismo con un intermediario acil-enzima, mientras que las otras son
metaloenzimas e involucran un intermediario no covalente. La comparacion de las
secuencias de aminodcidos ha separado las serin enzimas'en tres clases,
llamadas A, C y D. Tadas las enzimas con zinc se han agrupado en la clase B,
aunque sdlo algunas de ellas presentan similitud de secuencia. La clase A es
bastante diversa, cuyas propiedades y secuencias primarias, si bien son
+ homélogas, difieren considerablemente. Por otra parte, los miembros de la clase C
son muy parecidas entre si. Las B-lactamasas de tipo OXA estén agrupadas en la
clase D; sus secuencias difieren mucho de las demas clases (27 y 28).

En un alineamiento de 26 secuencias de la clase A, en la cual nos vamos a
enfocar, se observaron 24 residuos 100% conservados dentro de la familia (28).

Estructura.

Se conocen las estructuras cristalograficas de tres B-lactamasas de clase A
a una resolucion de, por lo menos, 2A (PC1 de Staphylococcus aureus, 749/C de
Bacillus licheniformis y R-TEM de Escherichia coli), ademds del complejo de!
azireonam con la B-lactamasa de clase C de Citrobacter freundii y la D-alanil-D-
alanina peptidasa de Streptomyces R61 (29-34).

Los ésqueletos de las B-lactamasas de clase A son muy parecidos, tienen
una estructura alfa méas B con 11 hélices y § B plegadas separadas en dos
dominios. En una visagra entre ambos dominios se encuentra el sitio activo, donde
la serina 70, residuo principal en la catdlisis, esta en el amino terminal de una alfa-
hélice y forma un puente de hidrégeno con la K73. Interactuando con K73 estdn
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S130, N132 y E1686, este gltimo se encuentra en un asa con alfa hélice que puede
ser flexible. La ‘estructura sugiere que el pegado de sustratos B-lactdmicos puede
facilitarse por interacciones con K234, T235 y A237 los que son residuos de una 3
plegada que delimita un;'rextrer'no del sitio activo. E166 y N170 forman puestes de
hidréogeno con una molécula de agua probablemente importante para el
mecanismo caialitico. Los grupos amido del esqueleto de S70 y A237 pueden
estar ayudando a estabilizar la carga del oxigeno carbonilo durante la catalisis
(30).

Sitio activo de la B-lactamasa.

Mecanismo.

i
Las B-lactamasas destruyen los antibidticos B-lactdmicos catalizando la

ruptura del anillo B-lactamico (27).
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Reaccion llevada a cabo por la B-lactamasa.
Se supo que &l residuo mas importante para la catélisis era la S70 por
medio del marcaje con &cido 6-B-bromopenicitdnico, esto se confirmdé con
exparimentos de mutagénesis dirigida (27).

A través de mediciones con especiroscopia de infrarrojo de la hidrdlisis del
maz! sustrato cefoxitina se dedujo que la reaccidn se llevaba a cabo por medio de
un éster como intermediario. El mecanismo acil-enzima consiste de tres pasos. En
gl primero, la enzima y el sustrato se combinan reversiblemente para dar un
cemplzio enzima-sustrato no-covalente, en el segundo' se forma el intermediario
covalente acil-enzima y en el tercero se hidroliza (27 y 35).

Debido a que las té'sas de acilacion y desacilacién son comparables y a sus
allos valores se han cons'iderado a las B-laclamasas como enzimas
completamente eficientes. Esto se comprueba con la observacién de que para
sustratos buenos, el paso limitante de la reaccion es la difusién del sustrato, ya
que s2 vio una dependencia de kea/K con la viscosidad del medio (36).

Por medi de estudios cristalogréficos y de mutagénesis se han posllulado

varias hipdtesis acerca del papel especilico que desempefia cada residuo en la
catélisis, sin embargo aun no se liega a un consenso.
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Sustratos.

Desda que Fleming descubrié el efecto antibidtico de la penicilina hace mas
de 60 afios, se han ensayado miles de B-lactdmicos distintos, la gran mayoria

siniéticos o semnsmiehcos (27).

En la actualidad, los B-lactdmicos se pueden clasificar en varios grupos
acorde con  su ‘estructura: penicilinas (penamos), cefalosporinas (cefemos),
cefamicinas, oxacefemos, penemos, oxapenamos, carbapenemeos, nocardicinas y

monobactamos (27).
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Férmula de las penicilinas y cefalosporinas més comunes.

En todos ellos es caracteristico el anillo B-lactamico de cuatro miembros. En
la mayoria, el anillo B-lactamico esta fusionado a través del nitrégeno y el carbono
tetrahédrico adyacente a un segundo anillo. En las penicilinas es un anillo
tiazolidin y en las cefalosporinas uno dihidrotiazin. Ahora ya hay otras muchas
estructuras como las mencionadas anteriormente (27).

'

Se han sintetizado miles de B-lactdmicos con todo tipo de sustituyentes
imaginables con el propésito de que presenten una mayor actividad biolégica (27).

Modo de accion.

Se sabe que los B-lactdmices Inhiben las enzimas transpeptidasas

encargadas de sintetizar la pared celular bacteriana (27).

Sin embargo, para saber si un antibiético va a ser bioldgicamente activo
hay que tomar en cuenta varios factores. Conocer la via por la cual el fdrmaco
alcanza su blanco; la identidad y estructura del blanco y el mecanismo de
inhibicién; la respuesta fisioldgica de la célula a la inhibicidn y cémo y por qué la
inhibicién de esta reaccién interfiere en el ciclo de la vida de la célula (27).

Existen tablas que correlacionan la inhibicién del crecimiento celular con la
concentracién de los antibidticos, con esta informacién se puede conocer la
suceptibilidad de una cepa a determinado antibidtico (27).

La 1o}ma mds comin de respuesta a la inhibicién del crecimiento por 3-
lactdmicos, es la desactivacién del antibidtico por medio de la B-lactamasa. De
forma que se han creado antibiéticos que son resistentes a la hidrdlisis de esta
enzima, péro contindan inhibiendo al mismo blanco. En general, las B-lactamasas
de clase A degradan mds fdcilmente penicilinas que cefalosporinas (37).
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Surgimiento de resistencia.

Desde 1987, se empezaren a reportar aislados clfnicos que eran resistentes
a cefalosporinas de tercera generacion, antibiéticos que no son hidrolizados por 1a
B-lactamasa silvestre. Se encontrén que estos aislados presentaban una B3
lactamasa con mutaciones en residuos alrededor del sitio activo, aminodcidos qug
parecen ser los encargados de discriminar entre los distintos sustratos (38).

A partir de ese momento ha aumentado el interés por enténder qué pape
desempefan estos residuos, alrededor del sitio activo, en la discriminacion entrg
penicilinas y cetfalosporinas, caracterizando las mutantes clinicas o realizandﬂ
experimentos de mutagénesis dirigida para estudiar estas regiones. E| presente
trabajo se une a este esfuerzo (39-42).
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Objetivos.

-Establecer un método que permita la modificacion combinada de residuos
alejados dentro de la secuencia primaria de una proteina.

-Utilizando este método, contribuir al esclarecimiento de los determinantes de

especificidad de las B-lactamasas, a través del aislamiento y caracterizacion de

mutantes de especificidad.

Estrategia experimental.

. -Crear una coleccion de mutantes de la B3-lactamasa de E. coli (R-TEM), a través
de mutagénesis combinatoria de nueve residuos alrededor del sitio activo.

-Rastrear este banco en busca de mutantes que presenten resistencia a
cefalosporinas de tercera generacion.

-Caracterizar las mutantes obtenidas.
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Metodologia.

Seleccién de residuos.

Se seleccionaron 9 residuos alrededor del sitio activo de la beta-lactamasa
sobre los cuales se efectuo la mutagénesis, estos fueron 104, 105, 167, 168, 170,
216, 237, 238 y 240 (numeracion de Ambler). Los criterios considerados fueron
elegir: las posiciones aledanas al sitio activo en las cuales se han observado, en
reportes clinicos, mutaciones que confieren resistencia a cefalospofinés de tercera
generacién y los residuos que, potencialmente, contactan los grupos radicales R1
y R2 de las cefalosporinas, segin s& modeld a la cefotaxima en el sitio activo de la
beta-lactamasa de Bacillus licheniformis.

Sintesis de oligonucledtidos.

Por la técnica de fosforamiditos se sintetizaron 7 oligonucledtidos, gracias a
la colaboracién de los quimicos Pall Gaytdn y Eugenio Lépez. Dos de los
oligonucledtidos eran complementarios a regiones en los extremos del gen de la
beta-lactamasa R-TEM en el pldsmido pBR322, de estos uno contaba con 20
nucledtidos afiadidos, que no eran complementarios a ninguna ré‘gién del
pldsmido pBR322, y tenia un sitio de corte para BGLI! (estas bases extras son muy
importantes para el esquema de mutagénesis). Un tercer oligonucledtido era, tan
sélo, las 20 bases extras del oligonucledtido descrito anteriormente. Los otros -
cuatro oligonucledtidos fueron los mutagénicos. Estos Gltimos eran totalmente
complementarios a la secuencia silvestre en las 15-17 bases que flanqueaban el
coddn a mutar; pero, en la posicion deseada, se sintetizaba una coleccién de
oligonucledtidos mutagénicos, la mitad coditicaba para el codén silvestre y 12 otra
mitad tenia una mezcla de NNG/C. De esta forma, tedricamente, de las 329
mutanies, se obtenia una distribucion binomial de complejidad, resultando un
0.2% del banco la secuencia silvestre, un 1.76% sencillas, un 7.03% dobles, un
16.41% ftriples, un 24.61% cuadruples, un 24.61% quintuples, un 16.41%
séxtuples y asi sucesivamente. Con lo cual se buscé rastrear el mayor nimero
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posible de mutantes sencillas, dobles y triples; ya que el nimero de estas es
mucho menor que el de, por ejemplo, las nénuples. Todos los oligonucledtidos
fueron purificados por elucién de una banda cortada de un gel de acrilamida.

Mutagénesis por PCR.

La mutagénesis combinatoria se realizé sobre el gen de la beta-lactamasa
R-TEM que se encuentra en pBR322. Se hicieron PCRs sucesivas, en cada ronda
se iba afadiendo el siguiente oligonucledtido y, después de puriticar este

producto, se continuaba con la siguiente ronda.

El oligonucledtido no complementario a pBR322 es el ardid mas importante
para permitir la incorporacion de nuevas mutantes a aquellos segmentcs que ya
llevan algunas, evitando la amplificacion de la secuencia silvestre.

Las temperaturas de los ciclos de PCR fueron: 1°30" a 92°C, 1'30" a 55°C y
3' a 70°C por 20 ciclos y 1 ciclo de 15' a 70°C. La reaccién se llevé a cabo en
100ul con 5-Bng de vecter o templado con mutaciones, 30pmolas de los
oligonucledtidos y 2.5mM de NTPs, en un buffer final de 50mM KCl, 10mM TRIS-
HCIJ, pH 9.0 y 0.1% de Tritén X-100 y con una gota de aceite mineral en el tubo de
reaccion para evitar la evaporacion.

Se probaron tres distintas DNA-polimerasas termoestables: Vent, Taq y Pfu.

Ademés de un producto que inclufa las 9 mutaciones, se hicieron 3
subconjuntos de 6 (1: 104, 105, 167, 168, 170 y 216; 2: 104, 105, 216, 237, 238 y
240y 3: 167, 168, 170, 237, 238 y 240).

La purificacién de los fragmentos deseados se realizé cortando la banda de
un gel de agarosa, triturandola y extrayendo el DNA con fenol.

Digestiones y ligaciones.

E! producto final de la PCR se prepard para la clonacién limpidndolo con
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Gene-Clean y digiriéndolo con BLGIl y HINDIII. El vector de clonacién fue pKGS,
que se corté con BGLII y HINDIII,| para insertar el gen de la beta-lactamasa,
incluido el promotor y demés sefales, dentro del gen de la endonucleasa EcoRl.
El plasmido se desfosforild. Se ligaran con la ligasa T4, 100 ng de inserto con 100
ng de vector en 10 ul totales a 16°C.

Electroporacion.

Las células para electroporar se prepararon creciendo, toda la noche, E.
coli (cepa CMK) a 372C agitando a 200 rmp. Se pusieron en hielo hasta enfriar y
se cosecharon por centrifugacion. Sé lavaron con agua y se concentraron en una
solucién final de glicerol al 10%. La concentracion de las células fue alrededor de
1010cfu/ml. Esta suspensién se congeld en hielo seco y se guardé a -70°C.

Para transformar se descongelaron las células a temperatura ambiente y se
colocaron en hielo. Se agregd 1ul de la muestra de ligacién, previarnente
precipitada con etanol para desalificar, a 40ul de células, se mezcld y se incubd
por 1 min. Se colocé esta suspension en una cubeta para electroporar de 0.2 ¢cm y
se le dié un pulso de 12.5 kV/em con una constante de tiempo de 3.8 msec.
Inmediatamente se agregé 1 ml de_‘a‘ medio SOC a temperatura ambiente a la

cubeta y se resuspendieron rapidamente las células con una pipeta pasteur. Se
incubaron en un tubo a 37°C en agitacién constante.

Scleccién.

Las células, después de la electroporacién y recuperacion, se platearon en
cajas de petri con medio Luria sélido, kanamicina 25ug/ml y la concentracién
especifica del antibiético selector, euj)/ml para cefotaxima, 25ug/ml de cefuroxima
o 2ug/ml de céftriaxona. Anteriormente, se habian hecho experimenlos para
conocer a qu.é concentracién de cada antibidtico no crecian las bacterias con la
beta-lactamasa silvestre. Las cajas|se incubaron toda la noche a 37°C y se
observé el surgimiento de mutantes.
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Ensayos de concentraciones minimas inhibitorias.

La concentracion minima inhibitoria (MIC) es aquella en que es notorio un
cambio en la densidad bacteriana de un cultivo. Inicialmente usamos un método
de determinacién en liquido. Se pusieron 50ul de medio Muller-Hinton con la
concentracién de antibidlico a probar, en diluciones sucesivas, en los pozos de
una placa de ELISA estéril con 50ul de un cultivo con 107uic/ml. Se crecfan toda la

noche a 372C y se determina el MIC.

Los ensayos en sélido se realizaron en cajas de Petri con medio Muller-
Hinton y las distintas concentraciones de antibidticos, siempre en diluciones de la
mitad. Se hicieron determinaciones a dos densidades celulares 107¢fu/ml y
104cfu/ml. Se depositaron 5ul de estas soluciones en las cajas respectivas, se
incubaron toda la noche a 37°C vy, al otro dia, se observd en que concentracién se

inhibfa el crecimiento.

Secuencia.

Se realizé la secuencia del gen de la beta-lactamasa, del aminodcido 100
en adelante, en aquellas colonias que mas crecian en cefotaxima, por medio del
método de Sequenasa (USB) con S35, Se corrid un gel de acrilamida 7% con 8M
de urea, se expuso ante una pelicula sensible a las particulas beta y se reveld
para leer |a secuencia. Para estos experimentos se contd con la colaboracién de
la Mtra. Ma. Elena Mungufa y el Dr. Joel Osuna.

Mutagénesis adicionales.
Con el mismo esquema de PCR se construyeron las mutantes: G238S y
E104K/G2388S. Para la E104M se subclond el f'ragmento correspondiente a esta

mutacion, tomado de la E104M/G238S.

Purificacion.
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Durante el proceso de purificacion, la actividad de la beta-lactamasa se
midio, cualitativamente, agregando una gota de nitrocefina a 10ul de la fraccion a
ensayar, si la enzima estd presente, el sustrato vira claramente de color de
amarillo a rojo intenso. El grado de purificacién se fue checando por medio de
geles del sistema Phast (Pharmacia), tanto de SDS como de isoelectroenfoque
(IEF), considerandose pura cuando la beta-lactamasa era la dnica banda
presente. La actividad de esa banda se midié cubriendo el gel nativo con un papel
de nitrocelulosa empapado en nitrocefina, de forma que se observaba un cambio
en el color del papel de amarillo a rojo en donde se encontraba la banda.

Para iniciar la purificacion, se crecieron, toda la noche, cada célula con el
pldsmido codificando para la proteina de interés en 6 litros de medio Luria con
25ng/ml de kanamicina y 100pug/mi de ampicilina. El resto del protocolo se realizo
a. 4°C. Se cosecharon las células centrifugando 10 minutos a 6,000 rpm, Se lavé el
precipitado con un buffer (10 mM TRIS-HCI, 30 mM NaCl, pH 8), se volvieron a
centrifugar, se agregé una solucion hiperosmética (20% de sacarosa, 30 mM TRIS-
HCiy 1 mM EDTA) y se resuspendieron suavemente, después de centrifugar, se
dié un choque osmdtico con agua para romper la pared celular y liberar las
proteinas del periplasma. Se precipitaron las células y se tomé el sobrenadante al
cual se le agregd un 10% de acetato de sodio 0.2M pH 4.8, y se dejd, toda la
noche, en agitacién suave a 4°C. Después de desechar las proteinas precipitadas
ﬁor centrifugacion, se cargd la solucién en una columna de CM-Sefarosa,
ﬁreviamenle equilibrada con un buffer de acetato de sodio 0.02M pH 4.8, Una vez
cargada la proteina, se lavd la columna con el mismo buffer para eluir {odas
aquellas proteinas no retenidas. Posteriormente, se corrié un gradiente de NaCl,
desde OM hasta 0.4M, y se probaron las fracciones colectadas en blusqueda de
actividad. Se juntaron todas las fracciones con alta actividad y menos bandas
contaminantes para cargar a una columna de cromatoenfoque. Esta estaba
equilibrada con un butfer de imidazol 0.025M pH 7. El buffer de corrida fue PBE pH
4. Se probd, de igual forma, la actividad de las fracciones colectadas. En los
casos en que estos pasos no fueron suficientes, se corridé una columna de
Sephadex G-100 para obtener una sola banda. El p! fue determinado por el
desplazamiento en un gel de |EF (4-6.5) con respecto a proteinas con pl conocido.
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Ensayos cinéticos de la beta-lactamasa.

La actividad de beta-lactamasa hacia varios sustratos se midié con un
espectrofotémetro Perkin-Elmer 320, usando cubetas de 1, 0.4 y 0.1 cm de
longitud. La hidrdlisis fue monitoreada a 30°C en un buffer 0.5M de KC! y 0.05M de
K2HPO4 pH 7. Los coeficientes de extincién molar usados fueron: écido 6-
aminopenicildnico (240 nm) Aépsilon=-455 M-icm-1, bencilpenicilina (240 nm)
Aépsilon=-570 M-1cm-1, ampicilina (240 nm) Aépsilon=-538 M-1cm-f, cefaloridina
(800 nm) Aépsilon=-518M-1cm-1, cefuroxima (262 nm) Aépsilon=6360 M-1cm-1 y
cefotaxima (282 nm) Aépsilon=-2000M-1cm-1. Los Aépsilon fueron calculados
midiendo la diferencia de absorbancia de determinada concentracion de
antibidtico antes y después de hidrdlisis enzimatica total. Se usdé un épsilon de
29400 M-1cm-1 para medir [a concentracion de la beta-lactamasa a 280 nm.

Los valores de Ku vy keat se obtuvieron por dos métodos distintos: curvas
progresivas completas, usando una concentracién de sustrato 5 veces mayor que
la Ky y velocidades iniciales, para cefuroxima y cefotaxima, tomando, por lo
menos, 15 concentraciones distintas entre 0.5 veces Ky y 5 veces Ky. Para la
enzima silvestre, no fue posible obtener el valor de Ky de cefotaxima, debido a

que se llegd al limite de sensibilidad del aparato.

Estos datos se analizaron con el paquete KaleidaGraph para Macintosh,
ajusténdolos a la ecuacion de Michaelis-Menten. :
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Resultados.

PCRs y clonacion.

Hubo varios factores que se observé fueron criticos para obtener las
bandas deseadas en las PCRs. E! purificar los oligonucledtidos a utilizar de los
productos abortivos generados durante la sintesis, probablemente, dismunuye la
probabilidad de encontrar bandas no deseadas. Asimismo, el limitar el ndmero de
ciclos a 20, evitd la formacion de un barrido continuo de productos, sobretodo en
las Ultimas PCRs, cuando la complejidad de la muestra aumenta; aunque la
aparicion de bandas no deseadas en las Ultimas PCRs parece un fenémeno casi
inevitable en este esquema. En algunos casos fue necesario disminuir la
temperatura de complementacién hasta 482C para obtener la banda deseada.
Utilizar un templado lineal o circular fue indistinto.

Sabiendo que la clonacién eficiente era el paso limitante de la riqueza de
nuestro banco se intentaron varias estrategias. En primera, todos los sitios de
restricién fueron de enzimas con una alta eficiencia de corte y poco sensibles a la
pureza del DNA; no obstante, se purificé el DNA con Gene-Clean {Bio-101) lo que
aumenté la eficiencia de corte. Para evitar que el vector se ligara sobre si mismo
se desfosforild, ademds se cloné dentro del gen de la Eco-Rl en el pKGS, de forma
que aquellas colonias sin inserto morirfan, dado que se expresaria la
endonucleasa y la cepa CMK es sensible a ella. A pesar de esto, nuestra
eficiencia de clonacién fue muy baja, alrededor de 5x105ufc/ug de DNA. Las
digestiones vy ligaciones fueron nuestro factor Iimitanté, ya que la eficiencia de -
electrotransformacion fue muy alta, alrededor de 10%ufc/ug de plasmido
superenrollado.

Mutagénesis.
Siendo los MICs de la CMK con la beta-lactamasa silvestre para cefolaxima,
cefuroxima y ceftriaxona de 0.0625ug/ml, 4ug/mly 0.125ug/mi respectivamente, se

decidié utilizar las siguientes concentraciones, en las cuales nunca crecian las
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células silvestres: 2ug/ml para cefotaxima, 25pg/ml para cefuroxima y 2pg/ml para

¥

ceftriaxona. :

Los resultados de seleccidn obtenidos se presentan en la tabla siguiente:

Tasa de frecuencia de aparicién de resistencia.

Colonias Antibiéticos
Ampic. Cefotax. Cefurox. Ceftriax.,
56,796 . 4,985 21 1 0

(8.8%) (0.04%)  (0.002%) (0%)

La tasa tedrica de ocurrencia de la secuencia silvestre es 0.2%, la
observada pareceria ser mayor, aungue otros experimentos en el mismo
laboratorio indican que es menor al 1%. Un 8.8% del banco de mutantes mantuvo
la capacidad de crecer en ampicilina, aunque no sabemos qué ofro tanto por
ciento de ellas son mutantes y qué tanto sélo es contaminacion de la secuencia
silvestre, excedente al OZ?% esperado.

Los porcentajes de aparicién de mutantes a cefalosporinas letales para las
células con la beta-lactamasa silvestre, muestra que hacia la cefotaxima fue a la
que con mayor facilidad surgieron mutantes (0.04%), después hacia la cefuroxima
(0.002%) y no se aislaron mutantes resistentes a la ceftriaxona.

De las 21 mutanltes resistentes a cefotaxima, 18 (tres no volvieron a crecer)
se transfirieron a placas con ampicilina, cefotaxima, ceftriaxona y cefuroxima,
donde presentaron diversas niveles de resistencia. En general, el comportamiento
en cefotaxima y ceftriaxona fue similar y todas las mutantes mantuvieron la
resistencia a ampicilina.
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De estas mutantes 3 salieron de la mutagénesis con todos los residuos
incluidos, 1 cuando se excluyd la regién 237, 238 y 240, otra cuando se
excluyeron 104, 105 y 216 y 13 excluyendo 167, 168 y 170.

MICs y secuencia.

Se realizaron los MICs en liquido de estas colonias hacia cefotaxima. Y los
datos se encuentran en la siguiente tabla, dondes se tiene como control positivo a
la mutante clinica E104K/G238S, que se sabe hidrolizaba a la cefotaxima.

De aquellas mutantes que muestran un MIC mayor a 512ug/ml, una es
producto de excluir el oligo 237, 238 y 240 y las demas de separar el oligo 167,

168 y 170. El control de E104K/G238S muestra un crecimiento ligeramente menor.

Secuenciando las colonias 9, 11 y 17 se encontré que todas ellas
presentaban los cambios E104M/G2388S.

Se realizaron MICs méds detallados con la cepa sin beta-lactamasa, con la
silvestre y las mutantes E104M/G238S, E104M y G2388S.
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MICs de colonias seleccionadas en cefotaxima (2pg/ml).

Colonia MIC

E. coli (CMK) 0.5

E. coli + beta-lactamasa 0.5

Mutantes

1 (124) 128

2 (124) 512

3 (124) 128 e
4 (1234) 512

5 (1234) 84

6 (1234) 128

7 (124) 128

8 (124) 512

9 (124) >512

11 (234) >512

12 (124) 256

13 (124) 512

14 (124) 512

15 (124) 512

16 (124) 512

17 (124) >512 -
18 (124) >512 ‘
19 (124) >512

Control (E104K/G2388S) 512
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MIiCs de las bacterias con las enzimas estudiadas.

Alta densidad (107)

CiMK Silv. E104M G2383 E104M/G2385

6-apa 32 >2048 >2048 2048 2048

bpén 64 >8192 >8192 2048 4096 '
ampi 8 >8192 8192 4088 4086

cefalor 8 >1024 >1024 1024 >1024
cefurox 4 4 16 4 16

cefotax 0.0625 0.0825 0.125 0.5 16

Baja densidad (104}

CMK  siv. E104M. G238S  E104M/G238S

6-apa 16 2048 2048 1024 1024
bpen 32 8192 8192 .' 1024 - 2048
ampi 8 8192 | 8192 4096 4096
cefalor 8 128 512 64 256
cefurox 4 4 8 4 8
cefotax 0.0625 0.0625 0.125 0.25 2
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En general, los MICs con una densidad celular de 104 resultaron mejores

para poder distinguir diferencias de comportamiento.

Se encontré que, para penicilinas, aquellas’ mutaciones llevando la
mutacion, G238S presentaban una menor resistencia. Hacia cefaloridina y
cefuroxima las enzimas con el cambio E104M tuvieron un valor més alto. Y para
cefotaxima, sdlo la doble mutante muestra una resistencia claramente méas alta

que la silvestre.
Purificacién.

Se purificaron cuatro proteinas: 1a silvestre, la E104M/G238S, la E104M y la
G2388S. La concentracion de proteina oblenida fue 10 veces menor para aquellas
mutantes que llevaban el cambio G238S. Asimismo, estas protefnas eran més
sensibles a mantenerlas a 42C. Segln se observé en un gel de la fraceidn
peripldsmica, la beta-lactamasa siempre representaba menos del 5% de proteina
peripldsmica. El pl de la beta-lactamasa silvestre y la mutante G238S fue 5.4, las
mutantes E104M y E104M/G238S presentaron un pl de 5.6. '

Cinética.

Las constantes cinéticas obtenidas para la enzima silvestre y las mutantes
para tres penicilinas y tres cefalosporinas, de primera {cefaloridina), segunda
(cefuroxima) y tercera generacién (cefotaxima) se presentan en las tablas

siguientes.
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Parametros de pegado.

Knm (LM)
Bencilpen.

Ampicilina

Acido 6-amino
penicildnico

Cefaloridina
Cefuroxima
Cefotaxima

Kpm relativa
Bencilpen.
Ampicilina

;’é-apa

.' ':Cefaloridina
Cefuroxima

Cefotaxima

TEM-1

33.4

148

350
600
242

700

1.0
1.0
1.0
1.0
1.0

1.0

ENZIMA
E104M G2388
31.9 4.8
122 11.8
287 66.6
432 49.0
272 274
678 577
0.95 0.14
0.8 0.08
0.8 0.2
0.7 0.08
1.1 1.1
1.0 0.8
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E104M/G238S

20.8

8.3

28.7
160
270

146

0.62
0.06
0.08
0.3
1.1

0.2



i
Parametros de hidré‘lisis.

| ENZIMA
TEM-1 %104M G2388 E104M/G238S
Keat(s+1) }
Bencilpen. 781.9 1‘ 198.3 9.7 40.7
Ampicilina 1089 2610 5.13 14
Acido 6-amino _ ‘I .
penicilanico 659.4 1060 8.3 10.9
Cefaloridina 570.4 969.2 10.5 70.3
Cefuroxima 10 2‘2.7 0.52 25.9
Cefotaxima 0.25 3\25 763 17029
kca‘ relativa
Bencilpen. 1.0 1.5 0.01 - 0.05
Ampicilina 1.0 2.4 0.005 0.01
6-apa 1.0 1.L 0.01 0.016
Cefaloridina 1.0 1, | 0.02 0.1
Cefuroxima 1.0 2. 0.05 2.6
Cefotaxima 1.0 33 30.1 281.2

Segun se aprecia en la tabla, no hay cambios muy drésticos en Ky, ni

n cefalosperinas!

tampoco se puede decir que haya luna diferencia notable en los cambios de Ky
hacia penicilinas en comparacion cﬂ

y similares de Ky para todos los sustratos con
s G238S y E104M/G238S disminuyen la Ky
cefaloridina, siendo los cambios menores en

La E104M muestra valores m
respecto a la silvestre. Las mutant
entre 5 y 20 veces, para penicilinas
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la doble mutante.

Si bien, nosotros no obtuvimos el valor de Ky de la silvestre para
cefotaxima, con respecto a algunos valores reportados (0.45-3uM), la Km de

ninguna de las mutantes parece haber cambiado drasticamente para explicar los

cambios en kea/Ku.

Parametros de eficiencia catalitica.

ENZIMA
TEM-1 E104M G2388 E104M/G2388

Keat/ Km(s-1mM-1)

Bencilpen. 23400 37600 2020 1960

Ampicilina 7330 21300 435 1680

Acido 6-amino

penicildnico 1890 3690 125 380

Cefaloridina 952 2240 216 i 434

Cefuroxima 41.3 83.4 1.9 96

Cefotaxima 1.1 12.2 13 481
Keat/Km 'relativa

Bencilpen. 1.0 1.61 0.09 0.08

Ampicilina 1.0 2.9 0.06 0.23

6-apa 1.0 1.95 0.07 0.2

Cefaloridina 1.0 2.4 0.23 0.46

Cefuroxima 1.0 2.0 0.05 2.3

Cefotaxima 1.0 11.2 11.9 441.3
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keat S€ afecté en mayor medida que Ky La E104M muestra un aumento en
kcat contra aquellos sustrato que son hidrolizades, ya de por si, bien por la enzima
silvestre. También aumentd con las cefalosporinas de segunda y tercera
generacion. La kea de la G238S disminuye, incluso fuertemente (200 veces contra
ampicilina), para todos los sutratos, excepto cefotaxima donde debe explicar
buena parte del cambio en el cociente k.a/Ky. La doble mutante sigue un perfil
similar a la G238S, pero las disminuciones hacia los buenos sustratos no son tan
graves y aumenta para cefuroxima y cefotaxima; hacia este ultimo sufre un cambio
espectacular de forma que se puedan explicar los drasticos cambigs en kea/Ku.

Con respecto a Keat/Kn, 12 E104M produjo una subida contra todos los
sustratos, en especial hacia cefotaxima, para el cual coincidié el aumento con el
_Oe la G2388 (alrededor de 11 veces). Sin embargo, para la G238S la eficiencia
contra todos los demas sustratos disminuyé entre 12 y 50 veces. Con la doble
mutante es donde se observa el cambio de especificidad méds importante, ya que
la eficiencia disminuyé para penicilinas y cefaloridina y aumenté dos veces para
cefuroxima y 441 veces para cefotaxima. Para la enzima silvestre el cociente entre
keat/Km para bencilpenicilina y cefotaxima era de 21,468 y para la doble mutante

es de 4.
Correlacion de jVIICs Y KeaKm.

Si se comparan los MICs vy la kea/Kpm de las diferentes enzimas y se ordenan
del 1 al 4 segtin su mayor o menor eficiencia para cada antibiético, se obtienen las
siguientes matrices que muestran un buen grado de similitud.

ESTA TERIS BO DEBL
s SALR BE LA BIRLIBTECK



6-apa
bpen
ampi
cefalor
cefurox

cefotax

1-2

1-2

MICs
1-2

1-2

1-2

1-2
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Keat/Km

1
1

1

4

3
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Discusion.

El sistema de mutagénesis quedd bien establecido, si bien hace falta un
trabajo en que se demuestre cuantitativamente la diversidad que produce. La
contaminacidn con enzima silvestre puede ser eliminada usando un templado con '
los codones a mutar deletados, de forma que sdlo el oligonucledtido mutagénico

incluya ese codon.

Para aumentar la eficiencia de ligacion podrian intentarse reacciones con
mayores concentraciones, por ejemplo: 1ug de inserto y 1pug de vector.

Este banco de mutantes fue Util para conocer la frecuencia de aparicién de
mutantes hacia antibiéticos normaimente letales para la beta-lactamasa silvestre.
Se encontré que hacia cefotaxima es mas facil el surgimiento de mutantes, en
comparacion con cefuroxima y aldn mds que para ceftriaxona. Este tipo de
informacién es de gran utilidad médica ya que permite recomendar el uso de un
antibidtico sobre otro. _

Ei alto nimero de mutantes que conservan la actividad hacia ampicilina nos
dice que las regiones mutageniadas permiten muchos cambios conservativos, lo
cual era de esperarse ya que el alineamiento de |la familia de beta-lactamasas
muestra que todas las posiciones mutadas, excepto la N170, son posiciones
variables,

Estos resultados también sugieren que las regiones 104-108 y 237-240 son
las mds importantes en la especificidad y que, especialmente, la regién 167, 168y
170 no parece desempefiar un rol destacado en el surgimiento de mutantes de
especificidad. Debe hacerse notar que todas aquellas mutante con una
especificidad cambiada, ' mds bien presentaron una ampliacién de ella ya que
mantienen su capacidad de degradar ampicilina.

y

El método produjo mutantes con una amplia gama de capacidad hidrolitica

hacia cefotaxima, la amblitud de este rango es indirectamente proporcional a 1a
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concentracién de antibidtico utilizada para seleccionar. Se obtuvieron algunas
mutantes, por lo menos, con la misma especificidad hacia cefotaxima que la més
activa de los reportes clinicos.

Se encontré que los MICs fueron capaces de predecir diferencias
cualitativas entre las eficiencias cataliticas de las enzimas.

El nivel de expresién de la beta-lactamasa en el pKGS fue bajo. La
mutacién G2388S parece afectar la estabilidad de la enzima.

Las mutaciones E104M y G238S tienen un efecto sinergistico en la
hidrélisis de cefotaxima. Ambas mutaciones afectan mds la establlizacion del
estado de transicion, mas que el reconocimiento del estado basal. La M104
- estabiliza el estado de transicién de penicilinas y cefalosporinas, mientras que la
S238 estabiliza tan sélo el estado de transicién de la cefotaxima. Ninguno de
estos residuos parece establecer contactos directos con el sustrato. Se ha
propuesto que la S238 al estar enterrada en el sitio activo distorsiona la beta-
plegada con efectos, dificiles de predecir, que estabilizan el estado de transicion
de la cefotaxima. El efecto mds general de la M104, tampoco se explica por un
contacto directo con el sustrato ya que estd muy alejado; mas bien puediera
afectar la distribucion de cargas alrededor del sitio activo evitando la
desestabilizacién del estado de transiciér'i que produciria el E104.

Es dificil explicar porque estas mutaciones, que no interactian entre si, no
siguen la regla de la aditividad, de alguna manera estdn conjuntdndose para
acelerar la tasa de acilacién o desacilacion de la enzima cuando se usa
cefotaxima como sustrato.

Si bien este trabajo aporta algunos datos mr:isl a la caracterizacién de la
interaccién de la beta-lactamasa con sus sustratos, estamos convencidos que
hacen falta mas estudios mecanisticos y estructurales antes de ser capaces de
"disefiar un inhibidor irreversible para las beta-lactamasas. Habrd que entender
qué factores estabilizan el intermediario tetrahédrico e 'impiden su desacilacién, es
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decir, cémo el inhibidor puede contrarrestar la maquinaria de desacilacién del sitio
activo, quizds uniéndose covalentemente a algun grupo de la enzima. Muy
probablemente entender que evita la desacilacién de los beta-lactamicos en las D-

D-peptidasas dé alguna luz a este punto.

Tan sbélo un grupo (Palzkill and Botstein, 1992), ha intentado una
mutagénesis generalizada sobre distintas regiones del sitio activo de la B-
lactamasa. En este articulo se reportan diversas mutantes que confieren
resistencia a cefotaxima y ceftazidima, esto se deduce del limitado aumento en los
MICs. Varios factores limitan las posibles conclusiones que se pueden obtener de
el, por ejemplo: por el esquema de mutagénesis utilizado las mutaciones en
posiciones que contactan el sitio activo se encuentran presentes con mutaciones
en otras posiciones, algunas de estas mutantes presentan resistencia ain cuando
esta deletada toda una regién que se ha demostrado esencial para la catélisis (lo
cual resulta muy poco factible), ademas que el banco de mutantes se selecciond
con una concentracion tan sélo 20% mayor que el MIC de la enzima silvestre, lo
que muy probablemente entra en el nivel de ruido, nosotros seleccionamos con
una concentracién 4 veces mayor,

Como ya mencionamos en la introduccién la seleccidén de residuos a
mutagenizar fue basada en los diversos reportes clinicos y en las estructuras
tridimensionales a disposicion.

Siguiendo el ejemplo de Carter et al. (1984), decidimos analizar nuestros
resultados usando e! ciclo de mutantes que se muestra en la siguiente figura.

delta G2
E104G238----c-mocmmcccmmme e > M104G238
| \ |
| \ delta |
deltal \G1,2 Idelta
G11 \ 1G1'
| _ A
E1045238m-cmnemmomconmancmaann > M1045238

delta G2'



i) ampicilina

E1045238--~---

-0.33 (-0.27)

E104G238----~---mmommmomomeeas

| \ .
0.871 \0.45(1.3)
(1.6)} \

| )

| -0.4(-0.3)- . \
E104S238-==c-mmmmcmmmmccica o
ii) cefuroxima

-0.21 (-0.25)
E104G238--mcemmmmmcmccmceeceeen
| \
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| : \
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0.821 AN
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E1048238«--remmccmacmmmocaaan.
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|
|
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|
|
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v) bencilpenicilina

r

-0.15(-0.13)
E104G238----~=rmecmocinccincnn- > M104G238
! \ Lo : |
| \0.76(0.9) ]
0.751 \ 10.9(1.0)
(1.3)1 \ i
| 0.0(-0.4) \ |
E104S238------rmemmmcmrecees > M104S238
vi) cefotaxima '
-0.73(-1.1)
E104G238-------rmcccmumnancaan > M104G238
| \ |
I \-1.86(-1.7) |
<0.75 | \ -1.1(-0.65)
-1) i \ |
I -1.1(-0.7) \ ]
E1048238------remoommmmcoenn > M104S238

La cinética de las enzimas puras, con ampicilina como sustrato, sugiere que las
mutaciones individuales son independientes. Por lo que tanto, 1a pérdida en
energla de interaccién de la doble mutante con el estado de transicié’n €s similar a
la suma algebraica de las energfas de una mutante sencilla. Este efecto se
observa usando los valores de Kkqat 0 keat/K para el andlisis. Es interesante hacer
notar que el valor de Ky para la doble mutante proviene principaimente de la
mutacion G238S. Este resultado quizds sugiera que la segunda alteracién E104M
no altera sustancialmente la conformacion del sitio activo, al menos para la
interaccidn con este sustrato.

Con cefuroxima como sustrato, la capacidad hidrolitica de las mutantes esta
dada por la modificacién E104M. Cuando el cambio G238S es adicionado, en el
contexto de la mutante sencilla E104M, no se observa ningun efecto.
Inesperadamente, el efecto favorable mostrado por la mutante sencilla E104M en
el contexto de la enzima silvestre es alin mayor cuando esta alteracion se realiza
en el contexto de la G238S. Este tipo de comportamiento se observa cuando Kea ©
kcat/Km S@ usan para el andlisis. La ganancia en energia de interaccion observada



para la doble mutante contrasta con la disminucién del valor esperado de las
mutantes sencillas por separado. El analisis de los valores de Ky de las mutantes
sencillas y doble con este sustrato revela que la unidn de este con el sitio activo es
muy simifar con la enzima silvestre. Este resultado contrasta con el efecto
estructural propuesto para la mutacién G238S (Huletsky et al., 1993) y observado
en este trabajo con las penicilinas probadas y la cefaloridina. Este hecho y otros,
mencionados posteriormente, sefialan las dificuitades en predecir el efecto de
algunas mutaciones al interactuar con diferentes sustratos.

Con otros sustratos, el andlisis de las contribuciones individuales de las
mutaciones sencillas es méas complicado. Con algunos sustratos (6-apa,
cefaloridina y bencilpenicilina), se observa un comportamiento relativamente
independiente de las mutaciones sencillas. La pérdida en energia de interaccion
de la doble mutante con el estado de transicion se desvia ligeramente del valor
esperado para las mutantes independientes. Con 6-apa como sustrato y usando
los valores de keat en el andlisis, los resultados sugieren que las mutaciones
sencillas son independientes. Con cefaloridina como sustrato y usando los valores
de keatK, €l andlisis sugiere que las mutantes sencillas son independientes, pero
usando los valores de k¢at la pérdida en energla de interaccién mostrada por la
doble mutante se desvia poco de los valores esperados de las mutantes
independientes. Con bencilpenicilina como sustrato, los resultados muestran que
no hay efecto al afadir la modificacién E104M en el contexto G238S. Este
resultado puede sugerir severas alteraciones (desde el punto de vista de la
bencilpenicilina) del sitioc activo en respuesta de la modificacion G238S. En
contraste con los resuitados obtenidos cuando se usan los valores de kca/Kw, hay
una mejora substancial del parametro kcap cuando el cambio E104M se afiade en
el contexto de la mutacién G238S segiin se compara con el efecto de la variante
sencilla en el contexto de la enzima silvestre. Con todos los sustratos arriba
mencionados en los que la independencia de las mutaciones sencillas no es
clara, hay variaciones adicionales en los valores de Ky mostrado por las
mutaciones sencillas segun se compara con la doble mutante. El otro caso
mostrado se discute mas abajo.

Con cefotaxima como sustrato ninguna mutante sencilla altera



significativamente el valor de Ky cuando se compara con el valor reportado para la
enzima silvestre. Sin embargo, existe una mejore-; en &l valor de Ky en la doble
mutante. El analisis de las contribuciones individuales usando los valores de
keat/Km muestran que la ganancia en la energia de interaccién de la doble
mutantes es un poco mas que et valor esperado de las mutantes independientes.
Es claro, de la figura vi, que al afiadir cualquier mutacién en el contexto de las
otras produce una mejora idéntica y mas favorable mejora en el parametro Keai/Km
seglin se compara con el efecto de ambas mutaciones sencillas en el contexto
silvestre. Esto parece indicar algin tipo de interdependencia de ambas
mutaciones que puede explicar la poca mayor energia de interaccidon mostrado
por la doble mutante.

Nuestros datos sugieren que la mutacién sencilla G238S tiene un papel
" estructual como proponen Huletsky et al. (1993). Para la mayoria de B-lactdmicos
se ha sugerido una menor Ky Yy, en algunos casos, un menor valor de Vmax como
resultado de la mutacion G238S. Nuestros resultados van acordes con esta idea.
Sin embargo, presentamos informacién significativamente nueva: la G238S no
mejora la Ky contra las cefalosporinas de segunda y tercera generacion como se
muestra por los resultados obtenido con los antibiticos cefuroxima y cefotaxima.
Nuestra doble mutante muestra una mejora en la Ky para cefotaxima a pesar que
las variantes sencillas no modifican ese parametro. Con cefuroxima, el parametro
Km mostrado por la doble mutante es el mismo que el observado por las variantes
sencillas. La variante G238S muestra valores de kcq drasticamente reducidos
contra todos los sustratos probados excéptuando cefotaxima donde se observa un
aumento. Con este Ultimo sustrato es claro que la capacidad de la mutante sencilla
para hidrolizar se debe a la mejora en los parametros cataliticos pero la
combinacion de los resultados de ambas mutantes sencillas también resulta en
una mejora del parametro de pegado. La capacidad de hidrélisis hacia la
cefuroxima se debe enteramente a la modificacién E104M. En contraste, el cambio
G238S dafa la enzima silvestre disminuyendo los parametros de Kcat Y Keat®Bm
hacia este mismo sustrato. La variante sencilla E{04M y la doble mutante
muestran la misma mejora en la capacidad de hidrolizar cefuroxima.

Los datos obtenidos para las variantes con la mutacion E104M son mas dificiles



de interpretar en términos estructurales. Sowek et al. (1991), sugieren que la
hidrélisis de la ceftazidima en la variante E104K puede explicarse por una
interaccion entre a nueva carga positiva de la K104 y el carboxitato de la cadena
lateral aminotiazol-oxima del sustrato. Sin embargo, debido a que la ‘isma
variante muestra una mayor actividad contra sustratos sin grupo carboxilo ;en la
cadena lateral, tales como cefotaxima, los autores porponen la formacié;n de
nuevos puentes de hidrégeno favorables entre la cadena lateral de la K104 y el
sustrato. Con |
nuestra variante, debido a la larga cadena hidrofébica de la M104, necesitamos
basarnos en distintas suposiciones, que las citadas anteriormente, parad explicar el
aumento en la capacidad hidrolitica de esta mutante con todos los sustrados

probados.

*  En resumen, nuestros resultados sugieren la importancia de diferentes partes
del sitio activo en la mejora de la discriminacién de los diferentes sustratos
incluyendo las cefalosporinas de segunda y tercera generacién. Parece |que
cualquier cambio de un conjunto complejo de interacciones entre los diferentes
residuos y el sustrato, probablemente junto con sutiles cambios conformacionales
puede resultar en alteraciones en la especificidad. Nuestros resultados se suman
a una base de datos que debe resultar de utilidad una vez que se obtengan datos
estructurales. Esto, junto con simulaciones detalladas puede ayudar a clarificar la
base molecular de la interaccién de la B-lactamasa con sus sustratos.
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