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Introduccion

Evolucién molecular y residuos conservados en proteinas -

diferencia de reacciones Vdentlcas en dlS tintos: sustratos);pero con suflcxente

parecido para suponer que provxenen de un‘ ancestro comun.‘

N



Dada la naturaleza del codigo genético, las sustituciones més frecuentes en pro-

teinas son de txpo conservatlvo (qulmlcamente equwalentes) aquellas en Ias que
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funcién partxcular luego de ser cortados del fibrinégeno para producxr fibrina en

los codgulos. sangumeos En esa parte de la protema, cualquxer resxduo puede

é n21ma 1lvestre Sin

embargo, encuentran zonas de la protema donde solo unas cuantas secuencias al




azar son funcxonales Al ubxcar estas mutacxones en la estructura dela enzlma, :

observan que las reglones mas sen51bles a cambxos son en la vecmdad del smo

(ver también Herzberg y Moult, .1991)

Beta-lactamasas: base de datos de secuencia y stmétgré 5,

Las beta-lactamasas son enzimas que hidrolizan el anillo béra-’iéétérfdvcb de

penicilinas, cefalospormas y.otros' compuestosirelacionados. El uso mtenswo de

estos antibiéticos ha propm

{o) a estas enzxmas en cuatro .

las tres clases restahtes istintos estudios indican que las:serin-beta-lactamasas se




derivan evolutivamente de enzimas sintetizadoras de pared celular (‘penicilin-

bmdmg—protems 0 PBP s) Aunque la sxmlhtud de secuenc1a es muy_ pobre entre

licheniformis.

agrupan a est

mas recientemente la RTEM -1

<coli (Jelsch et al.; 1993). “Adicionalmente se ha
resuelto la estructura de la bet ‘Iactamasr de clase C de Cztrobacter freundii

(Oefner, et al. 1990) y la DD-pepﬁdasa R61 de Bac:llus Ilchemformzs (Kelly, et al.
1986). c ‘




Fig. 2. Comparacién de los e]ementos de estructura secundana en'la beta-lactamasa
de Bacillus licheniformis 749/c (izquierda) y la' DD-peptidasa de Streptomyces R61 -

(derecha). Los c11mdros representan a—hehces y las bandas B-plegadas (Kelly, et al.
1986). .
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Fig. 3. Reacciones catahzadas por las a) transpephdasas, b) carbompephdasas y 9} beta-.
lactamasas (tomado de VVaxman y Strommger, 1983) e .



Fig. 4. Plegamiento general.de la beta-lactamasa de S. aureus PC1 en el que se

remarcan los elementos de’estructura secundaria. Los cilindros representan a-

hélices y las bandas representan B-plegadas. -



Ambler et al. (1991) han propuesto un esquema de numeracién que es util para

comparar resxduos homologos de, esta clase El esquema se basa tanto,en el i

los que se cuenta c 1 de dist y a mformacxon facilita la

comprension de las caracteristicas neécesarias par la generacxén de mutantes con

nuevas especificidades a sustratos.. Diferentes esquemas de mutagénesis han sido




utilizados para este fin (ver aspectos metodolégicos en la ingenieria de proteinas,

mas adelante). .

Glu3?

Gly45

prmcxpél

con carbonos B chocanan con el
'COde Asn61 e
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Phe66

Ser70
Lys73
Leu81

Prol107

Ser130

Aspl31

Alal34

Asnl36

Gly144

; Sltxo acivo. Involucrad ':en catahsls
- Sitio ¢ actxvo“ i In

‘ ;En una‘ ellce enterrada del‘»_f

“Sitio activo

En el entrecruzamiento del Requerida para‘empacamiento.

dommlo B al dommxo a. : stmo ambxente que Gly45

Cerca del sitio activo

a-hélice en el dominio «

Cerca del sitio activo -

En la vuelta del C termmal de

una. helxce en el dommxo a

una regxon o comin. para

’ ,re51duos con carbonos B



Aspl57

Arglé4

Glulé66

Leul69

Aspl79

Leul99

Asp233

Gly236

Sitio activo "

. aCtlvo
Fm d asa Q :
Thri80 -

Vuelta Asx que lleva al Expuesta al solvente y no interac-
con asa € del sitio activo . taa otras cargas Puede ser

: reemplazable al menios por Asn,_‘

EnelasaQ

En el asa Q, 'cerca del smo -

Sitio activo ‘
o Cerca de la'Ser70-Un’ re51duo con S

carbono B chocarxa on, el resxduo def

serma

13



Contexto de secuencia y estructura del dcido glutimico 37 de la beta-lactamasa

clase A

Como se observa en el XI‘lClSO antenor" 105 ammoac1dos mvanantes pueden

S de ellos -

de esta clase, el E37 mantlene una co \f



H5“: @ ’ o &

HE L e

Fig. 6. Par estereoscopxco de las 5 o-hélices que rodean a la hehce H') El extremo
amino terminal de la H2 esta cerca de la B-plegada y su carboxilo terminal esta dentro -
de una agregacion hldrofoblca con 4 resxduos de leucma mvanantes (tomado de '

Knoxy Moews, 1991)

15



Fig. 5. Par estereoscopico de la estructura de.la beta-lactamasa RTEM de E. coli.
(carbonos «). Se muestran las cadenas laterales de'los residuos invariantes en las :
secuencias conocidas al inicio de este trabajo.:: - S

16



Ll

: ,,Flg 7 Par . stereoscopxco de amino termmal de la V31 al Imal de 1a hélice H2 ,
g | 1 ta'(linea gruesa) en los aminodcidos 59 al 64. Se forman
. tres puentes. de Iudrogeno entre las cadenas lalerales de los resxduos 37y6lyla
: cadena prmapal dela V44, ‘



Fig. 8. Par estereoscépmo dela cadena prmc:pal de la ﬁ-plegada Se muestra tambxen
el segmento polipeptidico que cruza la g-plegada en direccién perpendicular 'y que .-
conduce a la 570 (catalitica). Los puentes de hidrégeno entre las cadenas laterales de -
los residuos E37 b4 R61 y los dtomos de la ﬁ-plegada vecma se muestran en: hneas -
cortadas. : - B R e ,




los mencionados, a pesar de que las posxcxones 44y 61 no son conservadas En la

estructura de B lzchuuformxs, el E37 forma un puente de, hxdrogeno conlla cade— :

estructuras a parur de modelo conoc1dos, entre otr -5 objenvo a largo plazo

195 5 :



es la creacidn de algoritmos para la prediccién de estructuras. tridimensionales a

partir de la informacion de secuencia. Con el uso de metodos‘de mgemerla y

dlseno de. protemas el conoc1m1ento basico para resp n stas mterrogantes

a otras descritas: a) no esta hmltada aun c1erto espacxo de secuenma’ como en el

'201



Fig.9a. La reacc1on en cadena de la polimerasa (PCR) es una tecmca que consiste
en la amphflcacxon selectiva de un segmento de DNA de extremos ‘conocidos.:

Consta de.tres: pasos 1) desnaturahzacxon del DNA molde“a altas temperaturas
en presencxa de 1
reglon comple:
racién al DNA: i
para sér usado ‘como’ prlmeros 3) formacxon dellz aden ] compléméﬁtéi’ia' al
polimerizar con ayuda de una’'DNA polim table: Al'repetir varias
veces este c1clo se' logra la amphflcacxon exponencxal de un; segmento de DNA




Fig. 9b. Esquema del método de mutagene51s descrlto por Nelson y Long (1989) 1)
se amplifica un fragmento del gen con un oligo mutagemco :A'y un oligo combi-
‘nado’B. Este tltimo se compone de un segmento nq: complementarlo ‘al. DNA

esta fxgura solo se prese
reaccion. :



caso de la mutagénesis dirigida por oligonucledtidos y b) es‘capaz de reconstruir

Eragmentos mayores a 1Kb, lo cual no ha sido posxble con otros metodos de

23



4cidos a menudo altera las condiciones de purificacién usadas para la proteina

silvestre. Por otro lado, se requlere normalmente de mas de un paso ‘de punflca-

cién antes»de obtener la protema e f';\ma pura Se han descnto dlstmtas meto—




Objetivos:

General: .
Conocer el contemdo mformanvo de resxduos conservados en Ias beta-

lactamasas de clase A

Particular: :

A partlr d : iento y: aracterlzamon de"mut s.en p"isx :‘on 37 de la

beta-lactamas de funciones relacxonadas a su conservacnon

y que no sean e dentes con la 1nspecc1on del contexto estructural en el que se

encuentra

25



Estrategia experimental

Alineamiento de secuencias y arbol filogenético

Las secuencias de beta-lactamasas enlistadas se obtuweron de las bases de datos
Swissprot y GenBank’* con los sxguxentes nombres de

Se construyé un vect
el plasm1d pB

restriccién par
del gende la_ bet:




‘adaptadores’ de Bglll en la siguiente reaccion:

oligo bgll fosforllado, 50pM G CTAGATCTCCCGGG 3%

oligo bgl2 fosforilado, SOp\/I (5¢ CCCGGGAGAT 30 :

pBR322/Dral lineal, 1jg":

buffer lxgasa 10x (Tl'l
ida

b) clonacién del gen.
de 6 hxstldmas en el

Los oligos usados fueron sintetizados ‘en la: Unidad’ de‘Smte51s de
Macromoleculas del Inst uto.de. Blotecnologla/UNAM IR

oligo t72:

5 GGGTCTCGAC GAATTC AAATTAATACGACTCACTATAG 8
: EcoRI CES promotor de la RNA pol de 17"

GGAGACCACACGG 3
transla' e con:t7

oligo t71:

5 GGGAGACC
translap ‘cont72:

ACGG TITCCC TCTAGA ATTGAAAA
R XbaI e

AGGAGG AG ATG3 i
SD modlflcadp Met



oligo hco:

5" AGCCGATCG AGATCT TTA (ATG)s CCAATGCTTAATC
: BgIII term. 6xhis. :

oligo t20:

5 GGAATAGCCGATCG AGATCT 37
Fn Y"BglII

Condiciories de reacc1on'de':las PCR s, Los txempos y las temperaturas de reacoén.
fueron 1guales para‘todas las’PCR7s: e : S :

_ _Polinierizécién:_' ’

. 729C/3min.

En esta PCR se.
condiciones del PC

Subclonacxon :
37yé6ldela beta-lacta ’

promotor de T7. (s:txds de restriccion Dral-Xbal) en’ el blasrmdo ipBR-T?H (ver Flg.;v'
11). Se usaron las condxcxones de amphﬁcac:on de’ la PCR 1. B e

28



PCR1:
Xbal

\\ ¢ l—-——— gen beh hctaman ———[
h RN AT ‘\\v“

IIIl ]

< LTI

EcoRI LR \L 1y
J/ PCR2: R R R A éx his

i prod ucto de la PCR 1

Xbal B ‘

producto de'la PCR2 -—

pT7

; Uex hlS “Bglll -
i e o s SEaEy ;

,,anr-r‘_‘?’

Fig. 10. Susntucxén del promotor P3 de la beta lactamasa de pBR322 poreldela
RNA pohmemsn del fago T7(pT7) e insercion de’ region codificante de
poli-histidinas (6x his) enel carbo‘alo,te mmal de la enzima. Veren el texto la
secuencia de Ios ohcros t71 t72 hco y t20 ' :

29



EcoRI Hind!l!

Dral BamHi

Pvul
Pstl

Sall

Dral

Dral

Parcial Dral/
linkers Bylll

EcoRI HindHI

BamHI
Sall

EcoRI
pT7

Hindlll Clonacion fragmento beta-lactamasa con
BamHI promotor pT7 y Poli-his en EcoRI-Bglil

Xbal

Dral
Pstl Sall

A
Poli-his P

BglIl pBR-T7H

Fig. 11. Construccion de plismido pBR-T7H. Ver textd.
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Medicién de concentraciones minimas inhibitorias (modificacién a la técnica
descrita por Viadig, et al. 1995)

-Se dejo crecer durante toda lavnoche el cultlvo bactenano a~370C'en medxo LB.

x'103 células

31



la columna.
-Se lavé con 200ml de buffer de lisis y posteriormente con 100 y 20ml de este

buffer con imidazol 10mM y 20mM, respectivamente.
-Para elulr ala beta lactamasa con hxstxdmas, se l: lavo la- columna con ahcuotas de ‘

(Am1con) en buffer de fosfato de SOdl» :
obtuvo con’'una pureza de >95%.-

La actividad de la-beta-lactamasa a ampicilina
mente con un espectrofotémetro- Beck :
de ancho. La hldrohsxs de la ampici

Los antlcuerpos an
Nueva Zelanda d

de este stiero,




-En un aparato de filtracion Swinex® (Millipore) se puso: un membrana de:
nitrocelulosa de poro de 0.45uM (Schleicher and Schuell)'y 2.5¢m de didmetro.
-Se pasaron 3 mlde una solucién de- IOug/ml de beta- Iactamasa en'5ml de PBS
(en 800m! de agua bxdestllada dlsolver 8g de NaCl,.0. Zg de KCl,:1. 44g de NaZHPO4

na'DOAbs(,oo del péfa

élulas en todas las mutantes.




el BCIP (5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato). 0.5g de NBT se dxsuelven en 10ml de
dimetilformamida al 70% y 0.5g de BCIP en 10ml de dimetilformamida al'100%.
De estas solucxones, agregar 66u1 de NBT y 33ul de BCIP a 10m1 de solucxon de L
revelado. -

~Dejar la. reaccton durante IOh a temperatura ambxente en oscurxdad Una vez
que las bandas tengan la mtensxdad deseada lavar con agua bldestllada para

detener la reaccxon

34



Resultados

Alineamiento de secuenciasy drbol filovge'néti‘co :

Enel apendlce A se muestran 1 " secuencxas de 29 bet lactamasas de clase A.




beta-lactarnasa en pBR322 (promotor P1), con lo que es posxble la expresxon

consmutlva dela enzxma en ausencm de la pollmerasa vxral Admonalmente, se

mtrodu)o a este g

termmal para"f 2

con el cédig de
mico a glutamina

Medicién de concentraciones

Los DNAs mUténféS clonados:en -Bgl. fueron transformados en

la cepa }MIOI y se - midi6 la esistencia que onfleren asvprotemas mutantes a:

distintas concentracxones de. ampxcxlma (Tabla 1)A 'Los valores de resnstencxa

mostrados son el promedxo de tres expenmentos reahzados en las mxsmas

condmones

36



Tabla 1. Resxstenma de mutantes en la posxc1on 37 (acxdo glutamxco) de la beta-

lactamasa TEM de E con expresadas en la cepa JMIOI

Mutante‘l~~7”‘ MIC(ug/ml amp1c111na)
E37 (sxlvestre) f?‘f‘ GAG 2000;,_1
EA . . GCC .o o0
E37D f - GAC’ 10
E’H = CAC . EN S0
B  CIG 2
E37M CATG 400
E37Q caG- s
E37R S UCGG 200
E37S  TCG. 400
E37T - ACG - w
E37V oGrc 400
EyW  TGG 10
E37Yy . TAC 20
R61E . GAA 500
CepaMIOI =~~~ 10

resistencia, E37H y,un mutante en posicién vecina on‘la que se forma

interaccién 1mportante en

.enzima silvestre, R61E. -

37



Expresidn de la beta-lactamasa recombinante en la cepa E. coli BL21/pLysS y

purificacién en columnas de afinidad a niquel;

Concentracidn de: inductor en e1-51stema BL’)l/pBR-T7H La concentracxon usada

caraterxzacxon inicial de las mutantes.

38



Tabla 2. Rendimiento de punhcamon de mutantes en la posxcxon 37.de la beta-

lactamasa TEM de E colx

E ugb'dé proteina pura/ IVD:O}nI“de cultivo

silvestre . 5600
BrQ o521
EYH o 1150
ROE . 1660

Caracterizacién ci

Como sé obser

actmdad aprox1madamente 50 veces. menor.

39



Tabla 3. Constantes catalmcas de mutantes con'‘c ola de 1st1d1nas en la posxcxon

on'la’ en21ma sxlvestre '

37 dela beta—lactamasa RTEM 1 y comparacxo

wt 04x104 20000 . 400x107. 1
wt-his 15x104 23576 ©  1s7x107 . . 039
E7Q  77x105 148 . 191x105- . . 475x103

R6IE  11x104 1087 . 934x105. 235x102

analizadas'en ens

fracciones fueron’

‘en que la enzima silvestre

se procesa totalmente.
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En un estudlo de mutantes en la zona del smo activo.de.la beta lactamasa TEM ’

de E. colx, Palzk111 et al. (1994) demuestran ‘que la expresbn dlsnunuxda de

41



Fig. 13. Expresién proteinas totales de la cepa BL21/pLysS, crecida a 300C y
transformada:con el plasmido pBR-T7H, con la beta-lactamasa silvestre y las
mutantes E37H y E37Q. Se muestrala fraccién prec1p1tada (pellet) y la fraccién
soluble (sobrenadante) La ulnma banda corresponde a la enzuna 511vestre
purificada. ST . ERa




Discusién y Conclusiones

En este estudio se comprueba, que la permanencxa del E37 en las beta lactamasas

de clase A esta hgada 1

1 anterum ento‘de varlas caracterlstlca funmonales A
diferencia de la mayoria de losresiduos expu ”st s al solvente en- las protemas,




antes conocido de beta-lactamasas de esta clase. La mayor similitud de estas

secuencias con el resto de la clase A es de aproximadamente el 30%.

mmunodetecuon se observa que una fra cxon de Ia e m P duc1da se

i



acumula en forma de precursor. Las mutantes E37R y E375 a Ppesar tener una

e amplcxlma, resp ctlvamente) son:las

resistencia consxderable (700 Y. 400g/ m

mutantes senc:lllas q se producen en menor_,'antxdad (tanto en fraccxones

cuencias reportadas, se requxere de mas de una mutac1on para ograr ese cambxo

'44



En un estudio de mutantes dn delecién del gen de la beta-lactamasa, Pltickthun y

Knowles (1987) buscan conocer los determmantes de secrecxon codxﬁcados en‘el

extremo ammo termmal de la‘ n21ma' Con' ste Em nahzan la ci etx'

demuestra la ormacién de'cuerpos de inclusién ‘en esa zona (Georgiou et al., -

En conjunto, las: mutantes descrita: jan posi aminos de sustituciones

que pudierdﬁf}se probadas evolutivar

conformacién alternativa que reprodu]era a: acnvxdad la'estabxhdad de la

enzima 51Ivestre. ,Es 05



que los pasos intermedios observados son inestables o inactivos. Por otro lado, .

alguna d"'las mutantes la

desconocemos 51 la estabxhdad ola: re51stenc1a dada o

avariante natural La
un‘cambio’ drast;co en’su

e otras secuencias en’

éobre el tipoy

ndmero: minimo de camblos necesarios para ‘remodelar’ esa region in vitro.
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Ecoli
Kpneumonia
_'Pmlrabllls
i PaerugPSEl

RVALIPFFAA- FCLPVFA.HP ETLVKVKDA. ...EDQLGAR
/ RLCVISLLAT. LPLVVYA.GP QPLEQIKOS. .. ESOLZGR
- SVVITFLCLT LSLNANA' .TD' SVLEAVENA .~ . .. ETELGAR
; ‘IPSVVFA.SS SKFQOVEQDV' KAIEVSLSAR

Rcapsulata 'ARIEEQLGAR
: Sfradlae  'RALERTHDAR
- RALEQEHSAR
RALEKQYARR

SENPAAVRRL | RALEREHQAR
\ VGAGVGGAAP AFAAPIDDQL ' AELERRDNVL
»APPSSAKPA‘TSAéASLPRP' . .KPYTGDF KKLEREFDAR
DAAEPAGSA PSSSAMAHKP GEVEPYAAEL KALEDEFDVR

SlvO KHKNQATHK E........ F SOLEKKFDAR
KHKNQATHK E........ F SQLEKKFDiR
PAEKNEKTEM KDD...... F AKLEEQFDAK
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