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RESUMEN 

Actualmente existe un arsenal de estrategias mutagénicas para generar diversidad 

genética in vitro e in vivo con el fin de optimizar proteínas naturales a nuevos escenarios de 

acción. Las modificaciones se pueden realizar a lo largo de todo el gen en forma aleatoria, o bien 

en regiones específicas que pudieran tener alguna implicación funcional. Las mutaciones pueden 

ser puntuales o basadas en la sustitución de codones completos. En el caso de sustitución por 

codones, éstos son introducidos a través de oligonucleótidos sintéticos en dos posibles esquemas: 

saturación y contaminación. En términos generales, los esquemas de mutagénesis a saturación 

sólo permiten explorar un espacio de secuencia máximo de 5 aminoácidos por oligonucleótido, 

favoreciendo las sustituciones múltiples y dificultando en consecuencia el análisis de la relación 

entre la estructura y función de la proteína de interés. En cambio, en los métodos por 

contaminación el tipo de mutantes favorecidas es directamente proporcional a: Ja tasa de 

mutagénesis empleada en el experimento, generando una distribución binomial d~ vari~ntes 
predecible. Es decir, una tasa de mutagénesis baja generará preferencialmente mutantes con 

pocos reemplazos, facilitando el análisis de la relación entre la secuencia de aminoácidos y la 

proteína modificada. 

Sin embargo, a pesar de los avances en los esquemas de mutagénesis basados en codones, 

hasta antes de este proyecto todavía era obligatorio contender con toda la mezcla de mutantes en 

los experimentos de clonación, obligando a generar bancos grandes de mutantes con el fin de 

incluir en la biblioteca biológica todas las variantes. Dado el gran número de clonas modificadas, 

la aplicación de métodos de monitoreo -screening- elaborados prácticamente estaba limitado. 

Por tanto, en el trabajo que aquí referimos, se desarrolló la tecnología necesaria para conjuntar 

por primera vez en el campo de la mutagénesis, a nivel de oligonucleótidos, dos variables pilares 

de la evolución, variación y selección. Este concepto permitirá generar bibliotecas depuradas 

más fáciles de analizar. Basados en esta tecnología, se desarrollaron dos métodos de mutagénesis 

combinatoria, donde los oligonucleótidos sintéticos fueron aleatorizados a través de trimeros o 

dímeros y ambos fueron evaluados en distintas proteínas modelo. 

El resultado del primer método, basado en el uso de un Fmoc-trinucleótido amidito, fue 

un mayor enriquecimiento de las mutantes dobles con respecto a las esperadas en la distribución 

binomial de variantes del banco crudo. Sin embargo, una vez que este método sea optimizado, 

permitirá generar bancos exclusivos y completos de mutantes sencillas, dobles o triples en 



ventanas de hasta 15 aminoácidos. Por ejemplo, si se requiriera hacer un barrido de alaninas de 

15 residuos silvestres y se contara con un banco exclusivo de mut~ntes:se~cÜJasen esta región, 

bastaría.analizar sólo 43 clonas para tener una certeza de 95% de encion~r~r;ót6d~s las variantes. 
'.', ;·:,,.~. ,·? e;;,;,·.-,·» ·1,, :., ·,' 

Al contrario, por el método convencional, habría que sintetizar 15 oÚgÓnÚ~i~Ótidos y realizar 15 
- ., :~<--~:-··;_t./¡;;: :iit~~~:·--~,~\-

experimentos de clonación, representando una ardua labor. '. ,, ·; , , . 

El segundo método, basado en el uso de 5 Fmoc-dinucl~ótÍdd ~~ldÍtos, permitió generar 
'e' ,. ¡~- ~~< ,e·, . .-.• 

cocteles de 20 trinucleótidos al combinarse durante el ensamble'aet¡oügei~ori una mezcla de los 

4 DMTr-nucleósido amiditos convencionales (A, G, C y T): ~~t~ ~~J~¡~ codifica a 18 de los 20 

posibles aminoácidos, un codón de paro y sólo una redundancia para serina. El proceso de 

separación de variantes sólo se demostró para oligos de 15 nucleótidos, aunque la frecuencia de 

cada una de ellas fue plenamente estudiada a través de 5 bibliotecas. Dos de estas bibliotecas se 

utilizaron para mutagenizar 6 aminoácidos de la enzima f3-lactamasa TEM-1, seleccionando 

mutantes resistentes al antibiótico ceftazidima, una cefalosporina de tercera generación utilizada 

en el tratamiento de enfermedades infecciosas. Algunas de las mejores mutantes obtenidas en los 

dos experimentos coincidieron con mutantes clínicas y con mutantes de laboratorio previamente 

descritas. Por tanto, este método de mutagénesis podría aplicarse para evaluar el riesgo de 

surgimiento de mutantes contra nuevos antibióticos, inclusive antes de las pruebas clínicas. 
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INTRODUCCION 

Sin duda alguna, el siglo XX fue el período de las grandes transformaciones químicas que 

cambiaron el mundo para siempre -bajo la premisa de desarrollar insumos para una mejor calidad 

de vida- pero también cambiaron el medio ambiente a través de la contaminación del aire, agua y 

tierra en forma cada vez mas alarmante. Una importante contribución a la solución de este 

problema de contaminación está en manos de la Biotecnología, para cambiar del uso de grandes 

volúmenes de disolventes orgánicos y sustratos tóxicos a grandes volúmenes de agua como 

medio de reacción y sustratos biodegradables, usando enzimas como motores de las 

transformaciones químicas. Sin embargo, la mayoría de enzimas naturales que podrían ser usadas 

en Biotecnología han evolucionado a través de millones de años para funcionar óptimamente en 

un organismo localizado en un hábitat, bajo condiciones específicas depr~siÓ~ d¿ ~~lección. De 

esta manera, si se pretende extrapolar una reacción química intracelulai~ 26ri~Í~i6rie~ in vitro Ó ], 
será necesario modificar la enzima responsable de tal transforma~ión. pa~~ ·lograr la mejor 

eficiencia en el proceso químico requerido en sus nuevas condic.iones de trabajo. Esto representa 

generar enzimas mutantes con propiedades mejoradas ~()ri respeeto a las enzimas silvestres, por 

ejemplo, enzimas con resistencia térmica [2], estabilidad a pHs extremos [3] o bien disolventes 

orgánicos [4]. Tal tarea se puede abordar a través de ingeniería de proteínas si se cuenta con 

antecedentes de proteínas homólogas a la de interés, estructuras tridimensionales determinadas 

por rayos-X y mecanismos finos de reacción propuestos por mutaciones sistemáticas. De otra 

manera, la mejor opción es a través de Evolución dirigida, la cual se basa en los conceptos claves 

de la evolución natural, variación al azar, recombinación y selección. 

INGENIERIA Y EVOLUCION DIRIGIDA DE PROTEINAS 

Uno de los problemas mas importantes y de mayores implicaciones en Biología Molecular, .es la 

comprensión de la relación que existe entre la función de las proteínas, su estructura 

tridimensional y su secuencia de aminoácidos. Las proteínas son un elemento de estudio de suma 

importancia, debido a que juegan un papel central en los procesos biológicos, consecuencia 

directa de su carácter polifuncional. Pueden presentar una actividad meramente estructural, como 

en el caso de las partículas virales o la queratina del pelo, una actividad catalítica como en el caso 

de las enzimas, una actividad protectora como en el caso de los anticuerpos o bien una actividad 
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reguladora como en el caso de muchas hormonas y elementos de control genético como los 

reguladores transcripcíonales [5]. 

En la literatura existe una vasta información en cuanto.a las propiedades físicas, químicas 

y biológicas de las proteínas en general y de muchas proteínas específicas. Sin embargo, aún es 

limitada la capacidad de formular nociones suficientemente generales, con capacidad predictiva, 

sobre las relaciones entre la estructura y función de estas moléculas. En forma simplificada, las 

preguntas por resolver son: 

• Dada su secuencia de aminoácidos, ¿cuál es la estructura tridimensional de la proteína? 

• Dada la estructura tridimensional de la proteína, ¿cuál es su función? 

• Para una función requerida, ¿qué secuencia generaría una proteína que la cumpliera? 

Es paradójico, pero en plena era genómica, cuando ya se descifraron los genomas de un 

gran número de organismos, incluyendo el nuestro, la solución a las preguntas recién formuladas 

aún se encuentra distante y requiere la acumulación de más trabajo. De hecho, los avances 

ocurridos en la tecnología del DNA recombinante han generado una acumulación exponencial de 

datos en los bancos de secuencias de proteínas, pero al parecer no es suficiente 

En el terreno químico, todos sabemos que las enzimas son catalizadores maravillosos 

caracterizados por presentar especificidades y actividades elevadas. Sin embargo, la evolución 

sólo ha seleccionado enzimas útiles para sostener el desarrollo de células que viven en su 

ambiente natural. 

Gracias a la tecnología del DNA recombinante se originó la Ingeniería de Proteínas, esto 

es, la modificación racional del gen que codifica a una proteína, permitiendo generar variantes 

que presenten uno o más residuos modificados [6]. En este enfoque se estudia primero las 

propiedades de una proteína de estructura conocid.a, y posteriormente se proponen alteraciones 

específicas para probar hipótesis concretas. Las modificaciones se ejecutan a través de una 

reconstrucción del gen, utilizando oligonucleótidos específicos en los cuales se ha sustituido el 

codón silvestre por el mutante, denominando a esta metodología mutagénesis sitio-dirigida. Una 

segunda alternativa, denominada Ingeniería Evolutiva de Proteínas o mutagénesis regional [7], 

consiste en generar colecciones de variantes que incorporen diversidad con gran eficiencia en 

zonas preseleccionadas de la proteína, sin necesidad de hipótesis precisas respecto a las 

implicaciones de cada cambio particular, pero sí con una idea de la importancia de la región. Una 

tercera opción, radicalmente opuesta a la Ingeniería de proteínas y en consecuencia la más 

aleatoria de todas, se denomina Evolución Dirigida de Proteínas. Esta metodología consiste en 
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modificar al azar, a través de mutaciones puntuales todo el gen, buscando seleccionar la mejor 

variante en forma similar a como ocurre en la naturaleza [8]. 

En vista del todavía pobre entendimiento en la re!a~~_ó_1L~structura~función en las 

proteínas, los mejores resultados en la adecuación de proteínas';rÍatur~les a nuevas o mejores 

actividades, se han conseguido precisamente a través de ingeniería evolutiva y evolución dirigida. 

En este contexto, los buenos resultados dependen de la calidad de las bibliotecas de mutantes, 

combinadas con buenos métodos de selección o bien métodos de monitoreo rápidos y confiables. 

PROPIEDADES PROTEICAS ALTERABLES 

Las enzimas pueden ejecutar intrincadas reacciones quimioselectivas, regioselectivas y 

enanticíselectjvas; a velocidades de reacción sumamente elevadas, todo bajo condiciones de 

reacción IBÜY:suaves [l]. Aunque son muy atractivas para síntesis química, las enzimas casi 

siempre ipt~s~ntan problemas para su uso industrial. Entre las principales limitantes se 

ericuentrah;~J'~tálisis atenuadas sobre sustratos no naturales, baja estabilidad o poca tolerancia a 

cambios 'operacionales, baja actividad en medios no acuosos y el requerimiento de cofactores 

costosos. 

En este contexto, un ejemplo muy interesante está representado por la enzima a.-amilasa 

de Bacillus /icheniformis, la cual es utilizada a nivel industrial, en combinación con la enzima 

glucoamilasa para producir glucosa a partir de almidón [ l ]. El papel de la a.-amilasa consiste en 

fragmentar las cadenas de almidón a oligosacáridos de glucosa, que a su vez son hidrolizados 

hasta glucosa por la enzima glucoamilasa. Sin embargo, las a.-amilasas usadas en los procesos, 

están restringidas a funcionar a temperaturas elevadas y pH 6 o superior, siendo inestables a pHs 

bajos [l]. En cambio, el funcionamiento óptimo de las glucoamilasas se da a temperaturas y pHs 

más bajos, por lo que las condiciones de operación deben modificarse continuamente. A fin de 

simplificar el proceso, se están haciendo reiterados intentos para generar enzimas mutantes que 

funcionen óptimamente en las mismas condiciones de reacción. Por ejemplo, a través de 

repetidos ciclos de mutagénesis al azar, Declerk y colaboradores encontraron que la mutante 

cuadruple Ml5T:Hl33Y:Nl88S:A209V, a pH 5.0 y 83ºC, presentó una estabilidad 23 veces 

mayor con respecto a la proteína silvestre, es decir, se hizo más estable a menor pH [9] y en 

consecuencia más compatible con las condiciones de funcionamiento de la glucoamilasa. 

Desde un punto de vista químico, resulta interesante citar también el trabajo de Amold y 

colaboradores, los cuales han evolucionado artificialmente proteínas naturales para funcionar en 
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disolventes orgánicos, en razón de que muchos sustratos son insolubles en condiciones acuosas. 

Por ejemplo, modificaron la subtilisina E -una proteasa- a través de varios ciclos de PCR 

(reacción en cadena de la polimerasa y PCR por sus siglas en inglés) mutagénica, para generar 

una enzima mutante que presentó una eficiencia catalítica 4 71 veces mayor que la enzima 

silvestre en 60% de dimetilfonnamida contra el sustrato peptídico succinyl-Ala-Ala-Pro-Phe-p­

nitroanilide [4] 

En la literatura están apareciendo de manera continua una vasta cantidad de ejemplos, 

donde se cambian las propiedades de proteínas naturales de manera artificial, dependiendo 

muchas veces el éxito de la calidad de las bibliotecas de mutantes contruidas y de la posibilidad 

de muestrear un gran número de variantes. 

CONSTRUCCION DE BIBLIOTECAS 

Actualmente existe una variedad amplia de técnicas para construir bibliotecas de proteínas 

mutantes, a través de la diversificación del gen silvestre que las codifica. Dicho tema será 

revisado en la sección de antecedentes. Sin embargo, el primer factor a considerar antes de 

aventurarse en tal labor, es el tamaño de las bibliotecas, tanto química como biológica. La 

biblioteca química representa el número de genes modificados que se pueden crear in vitro, 

mientras que la biblioteca biológica representa el número de variantes que realmente se pueden 

expresar en células, a fin de unir fenotipo y genotipo [10]. Generalmente se pretende que toda la 

biblioteca química sea incorporada en la biblioteca biológica, a fin de completar el análisis con 

respecto a la mutante menos representada en la población. Si la técnica utilizada para crear la 

biblioteca biológica es la electroporación de células con DNA plasmídico [11 ], la eficiencia 

práctica es de 107 variantes [ 1 O], y por tanto es inútil que la biblioteca química contenga más de 

4.3 x 106 variantes, si se desea completar el análisis con un 90% de certeza de encontrar la 

mutante menos representada. 

Otra opción que permite analizar un gran número de variantes químicas es el despliegue 

en fagos [12]. Los bacteriófagos filamentosos de E. coli, tal como Ml3, son ideales como 

vehículos de selección in vitro, debido principalmente a las siguientes características: 

• contienen genomas pequeños en los que fácilmente se pueden construir bibliotecas grandes; 

• las partículas virales son estables a condiciones potenciales de elución, tal como pHs bajos; 

• se acumulan con altos títulos ( 10 12/ml), de tal modo que cada clona de una biblioteca puede 

estar bien representada y 
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• las clonas extremadamente raras pueden ser enriquecidas a través de .cielos repetidos de 

selección por afinidad y crecimiento en cultivo. 

El método original de despliegue en fagos, consiste eninsertª~!l-~ª s~cuencia exógena de 

DNA entre los dos dominios del gen pIII de M 13~-sl~º d~s;r:i'r~J tt~~ióri0~1~en pIII codifica una 
. .. :,..,'· ., .. ,.... . 

proteína menor de superficie, la cual se localiza en uno de J~s ~ttr~rnos del fago. El dominio 

amino-terminal de pIII se une al pilus F de E. coli durante la infé~ciÓn, mientras que el dominio 

carboxilo está unido al virion y participa en la morfogénesis.--De esta manera, la secuencia 

exógena es expresada en la superficie de la partícula viral, en forma inmunológicamente 

accesible y la mejor variante de una biblioteca puede ser seleccionada por cromatografia de 

afinidad contra un antígeno específico [ 12]. 

Una tercer.a opción, altamente prometedora para el análisis de un gran número de 

variantes químicas es el despliegue en ribosomas [ 13], capaz de unir genotipo y fenotipo en 

condiciones estrictamente in vitro. Este método permite seleccionar proteínas con propiedades 

mejoradas y su correspondiente RNA mensajero, a través del anclaje a un ribosoma. El método 

consiste en amplificar por PCR una genoteca de variantes -las cuales incluyen una región 

promotora y un sitio de unión a ribosoma-, transcribirlas a RNA y traducir estos materiales in 

vitro en un sistema libre de células, en presencia de diferentes factores que favorecen la 

estabilidad de los complejos ribosomales y mejoran el plegado de las proteínas nacientes. A 

continuación Ja traducción es detenida por enfriamiento y los complejos ribosomales son 

seleccionados por cromatografía de afinidad. En el siguiente paso, los complejos ribosomales con 

propiedades mejoradas son disociados, el mRNA es aislado y se sujeta a transcripción inversa -a 

través de una transcriptasa reversa- para generar cDNA. Este material es nuevamente amplificado 

por PCR y es usado para el siguiente ciclo de enriquecimiento. De acuerdo al reporte original de 

Josef Hanes [ 13], este método permite analizar bibliotecas de hasta 1013 variantes. 

MONITOREO Y SELECCION DE MUTANTES 

Los métodos de monitoreo de alto rendimiento -robotizados- están siendo cada vez más 

usados para rastrear proteínas con propiedades mejoradas, ya sea en bibliotecas naturales o 

artificiales. Sin embargo, el diseño del método de análisis para seguir una actividad particular 

puede ser un verdadero reto. Se requiere una alta sensibilidad, especificidad para Ja actividad 

buscada y una fácil detección de sustratos o productos. El mejoramiento del equipo y el diseño 

del ensayo son metas constantes en este campo. Generalmente se requiere usar equipo 
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automatizado o robótico costoso. Muchos reportes recientes ilustran el uso eficiente e ingenioso 

de técnicas sofisticadas. Por ejemplo, Manfred Reetz reportó el uso de una cámara de infrarrojo, 

altamente sensible para la detección de microreacciones exotérmicas, a fin de monitorear la 

acilación enantioselectiva de 1-feniletanol con acetato de vinilo. Esta biotransformación ocurre 

con un 99% de especificidad hacia el isómero R usando la lipasa de Candida antarctica como 

catalizador [ 14]. 

Otras técnicas de nanoanálisis, basadas por ejemplo en espectrometría de masas o 

electroforesis capilar han sido adaptadas para monitorear hasta l 000 ó 7000 muestras por día, 

respectivamente. Al montar un método de monitoreo, se prefieren los métodos fisicoquímicos 

que permitan correlacionar la actividad buscada con la absorción de luz o emisión de 

fluorescencia (15]. En caso de que el "screening" deba realizarce por métodos químicos, se 

prefieren las reacciones colorimétricas para una detección rápida. 

Si bien en las estrategias de monitoreo o "screening" cada clona de una biblioteca tiene 

que ser analizada de manera individual, en los métodosde selección sólo las mejores mutantes 

que son capaces de pasar una prueba son consideradas. ¡>or tanto, los métodos de selección 

representan la herramienta más poderosa para aislar. rápidamente variantes mejoradas. Los 

métodos de selección in vivo dan fácil acceso a mUtaÜte{qJ;b'producen enzimas nuevas, más 

activas o bien que producen mayores proporciones de ellas. Sin embargo, estos métodos de 

selección in vivo requieren que la enzima expresada confiera una ventaja biológica significativa 

sobre la ya existente. En vista de esta limitante se han desarrollado estrategias alternas de 

. selección in vitro, todas basadas en la unión de fenotipo y genotipo, siendo el despliegue en fagos 

el sistema más conocido. Los métodos de selección i11 vitro prácticamente siempre recurren a 

técnicas de cromatografía de afinidad, inmobilizando análogos de estado de transición, 

anticuerpos, metales, inhibidores suicidas o cualquier molécula que permita separar físicamente 

las mejores mutantes. 

Con respecto a la forma de generar mutantes, un método muy recurrente en biología 

molecular es a través de oligonucleótidos sintéticos que son incorporados al gen de interés por 

PCR. Los oligos pueden poseer secuencias especificas mutantes o bien pueden corresponder a 

mezclas de oligonucleótidos aleatorizados en ciertas bases con el fin de crear bibliotecas 

combinatorias. Por esta razón y sobretodo porque la tecnología que se desarrolló en el presente 

trabajo de tesis está basada en la síntesis química de estos materiales, se consideró necesaria la 

descripción del proceso para su preparación. 
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SINTESIS QUIMICA DE OLIGONUCLEOTIDOS 

El ácido desoxirribonucleico o DNA por sus siglas en inglés, es un polímero biológico 

cuyos monómeros son los desoxirribonucleótidos de adenina, guanina, citosina y timina. Está 

compuesto por dos cadenas poliméricas antiparalelas, arregladas en forma de doble hélice, unidas 

a través de puentes de hidrógeno específicos entre las bases adenina-timina y guanina-citosina, 

haciéndolas complementarias. Cualquier modificación química en alguna de estas bases puede 

generar un cambio en el patrón de apareamiento y en consecuencia una mutación puntual durante 

el proceso de replicación. 

El DNA es un material muy soluble en agua, consecuencia directa de Ja presencia de 

fosfatos ionizables en la cadena y grupos amino primarios en las bases de citosina, guanina y 

adenina. Sin embargo, su síntesis química requiere condiciones anhidras totales y la protección 

parcial o permanente de estos centros potencfalmente reactivos, incluyendo los hidroxilos 

terminales 3' y 5' que permitan el acoplamiento intemucleotídico específico de cualquier 

combinación de nucleótidos [ 16, 17]. En este punto es importante subrayar que el DNA 

preparado por síntesis química, realmente es DNA de cadena sencilla, representando una sola de 

las cadenas poliméricas y su preparación no requiere de una cadena templado como ocurre en la 

síntesis enzimática. El DNA compuesto desde unos cuantos nucleótidos hasta decenas es 

conocido como oligonucleótido, término que será reiteradamente usado a lo largo de este trabajo. 

Aunque la síntesis de oligonucleótidos (oligos) se inició en fase líquida, a finales de la 

década de los 70 cayó en desuso debido principalmente a la complejidad que representa la 

purificación de cada producto intermedio por cromatografía en columna y al surgimiento de una 

poderosa tecnología basada en el ensamble en fase sólida [16]. 

La mayoría de las aplicaciones biológicas de oligonucleótidos requieren cantidades en el 

orden de picomolas, por lo que los métodos en fase sólida proporcionan material suficiente para 

estos ensayos. 

SINTESIS DE DNA EN FASE SOLIDA 

El ensamble de DNA está fundado en cuatro conceptos básicos [ 17]: 

-El oligonucleótido es ensamblado uniéndose covalentemente a un soporte sólido, donde la 

síntesis procede en la dirección 3 '~5 ', esto es, en dirección contraria a la síntesis enzimática. 

-Los reactivos en solución son adicionados en exceso, dando lugar a reacciones casi cuantitativas. 
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-Todas las reacciones son realizadas en un solo dispositivo para evitar pérdidas mecánicas de 

material. 

-Los procedimientos sonfácilinente automatizados debido a~que la elongación de la cadena se 
- '_: ___ :_~_ ~;~ .> ~_,,_:'·-----~~~:;;~~~,- - _'_. ___ -=._:__,_~ ___ ;_,__-......' ·..:_:..:_:;--co.~-'= -

logra por mediode'cfofos de reacciones repetitivos hasta completar la secuencia planeada . 
• ,, j ' ' .·, ; • 

' ,_-¡ 

- --;_-_-.-_:.:··,:_ ' 

GRUPOS PROTECTORES USADOS EN SINTESIS DE DNA EN FASE SOLIDA 

Los grupos ¡:>rotectore~ utilizados en síntesis de DNA, pueden ser clasificados en dos tipos [ 17]: 

• Grupos permanentes: aquellos que se mantienen intactos durante el crecimiento del aligo y 

son removidos solo hasta el final de la síntesis. En esta categoría caen los grupos protectores 

convencionales de las nucleobases -benzoilo para citosina y adenina e isobutirilo para 

guanina-, los grupos protectores de los fosfatos internucleotidicos -13cianoetilo- e inclusive el 

grupo succinilo que se encarga de unir el nucleósido 3 '-terminal a través de su hidroxilo 3' 

con el soporte. Estos grupos son eliminados por hidrólisis básica con NH40H concentrado. 

• Grupos temporales: son introducidos para asegurar la ·especificidad de reacción entre los 

hidroxilos 3 · y 5', siendo eliminados en cada ciclo de síntesis. En esta clase cae el grupo 

dimetoxitritilo (DMTr), el cual se ha convertido en el grupo convencional utilizado para la 

protecciórt el~! hidroxilo 5' de los monómeros. DMTr presenta dos ventajas claras sobre otros - . . .. -,,:.,. ; ' ;.. . --~ ' 

posibfos''~rllpos: l) es muy voluminoso y por tanto protege selectivamente al hidroxilo 

primarió de.los nucleósidos, dejando libre al hidroxilo 3' para su posterior fosforilación; 2) su 

remoción en condiciones ácidas genera una solución anaranjada brillante que permite 

cuantificar la eficiencia de acoplamiento de cada uno de los nucleótidos que se van 

adicionando a la cadena oligomérica. 

En la figura 1 se muestra un oligonucleótido comP.letamente protegido, aún unido al soporte de 

síntesis y se indican los grupos protectores convencionales. 

METODO DE ENSAMBLE 

El método actual para la síntesis de oligonucleótidos se denomina "método de fosfito­

triéster". La razón para llamarlo así, se debe a que uno de los intermediarios formados durante el 

acoplamiento internucleotídico corresponde a un átomo de fósforo trivalente enlazado a tres 

alcoholes, formando un fosfito-triéster. 
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Figura l. Oligonucleótido convencional, completamente protegido y ensamblado a base de 

DMTr-13-cianoeti!-amiditos en la dirección 3'--75'. CPG representa el vidrio de poro controlado, 

utilizado como soporte sólido. 

A diferencia de la .síntesis enzimática de DNA, donde los sustratos son nucleósido­

tri fosfatos (dNTPs), los sustratos para ensamblar oligos son fosforamiditos, nucleósidos 

protegidos en el hidroxilo S' con el grupo DMTr y derivatizados en el hidroxilo 3' con un átomo 

de fósforo trivalente, que a su vez tiene unido un radical alcohoxilo -nomalmente 13-

cianoetanoetilo- y un grupo dialquilamino como grupo saliente. 

Específicamente, la síntesis procede adicionando monómero por monómero, a través de 

los pasos que se indican en la figura 2 y que se detallan enseguida: 

1) El grupo DMTr que se encuentra protegiendo al nucleósido inicial, unido al soporte, es 

removido por hidrólisis ácida. 

2) El hidroxilo S' del nucleósido recién desprotegido, se hace reaccionar con un fosforamidito 

específico (A, G, C o T) y tetrazol como catalizador de la reacción. Esta reacción genera un 
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dinucleótido enlazado por un grupo fosfito-triéster, procediendo con ren~imientos promedio 

de98%; 

3) .E:l. ~%~ele nucleósidos que no reaccionaron, se bloquean por ac~etila'ci6rLp~ra~e~itar que 

-co~ti~u~~acoplándose con los monómeros que se adicionarán eri!1b~ ~i~ldi pisteriores y 

evitar secuencias inespecíficas. 

4) El grupo fosfito-triéster del dinucleótido es inestable a condi~iones.áci'd,:~s~!portanto, antes de 
f,:; 

verse expuesto a dicho tratamiento en el siguiente ciclo de· síntesis es ·oxidado a·fosfato-

5) ~o~1: :::::~:;oces se cep;ten hasta co~plet•; la secuenda de::~1~!' F;nalmente el 

oligonucleótido es liberado del soporte de sínt~sis y
1

de l~s grupos p~ot~bi6ie~'por un simple 
,. ·- '··. ,._-._, . ·, .-.- .. "• ··'.¡,;·· --;_-.···:. ' 

tratamiento alcalino, quedando biológicamente,aétiyo.y. ft.iricional:sin rríayc)i: Pl!i:ifü::ación. 

El método se ha convertido en el protocolo cot1vencionaLdri ~ínt~si~dé'61ig6s, desde 1984 

[ 18), debido a las siguientes características: 

-Los DMTr-nucleósido fosforamiditos, sobre todo aquellos cuyo fósforo trivaiente se encuentra 

funcionalizado con el grupo diisopropilamino y el grupo 13-cianoetilo, son estables en acetonitrilo 

anhidro hasta por varias semanas. 

-El rendimiento promedio por acoplamiento es muy alto. 

-El tiempo total de síntesis por monómero es de 4 a 7 min dependiendo de la cantidad de soporte 

inicial (escala). 

-La aparición de equipos completamente automatizados para síntesis de DNA. 

-Los productos ensamblados, aun en su forma cruda, poseen una alta calidad para ser usados 

directamente en la mayoría de aplicaciones biológicas. Por ejemplo, pueden ser usados como 

"primers" en reacciones de secuenciación y amplificación de DNA, o bien en experimentos de 

mutagénesis sitio dirigida o regional. 

RECAPITULACION 

Las enzimas, proteínas que catalizan una gran cantidad de reacciones in vivo e in vitro, 

cada vez tienen mayor aplicación industrial debido a su conocida especificidad y acción 

catalítica, mismas que dependen de una estructura tridimensional bien definida, originada por su 

secuencia primaria de aminoácidos. Actualmente, el mejoramiento en la función de una proteína 

puede lograrse en forma ocasional a través de diseño racional, siempre y cuando exista una 

12 



estructura cristalográfica resuelta, suficientes datos de secuencias homólogas y se conozca un 

posible mecanismo de reacción. 

Figura 2. Ciclo de síntesis para el ensamble de oligonucleótidos en fase sólida, a través del 

método de fosfitotriéster. TCA: ácido tricloroacético, Ac20: anhídrido acético, I2 : Yodo, NH3 : 

amoniaco en agua. En el texto se describe el proceso. 

De no ser el caso, los métodos de evolución in vitro basados principalmente en la 

generación de mutaciones puntuales al azar, a lo largo de todo el gen, generan buenos resultados 

en períodos de tiempo cortos. Desafortunadamente, las mutaciones puntuales solo pueden 

explorar un espacio muy reducido de secuencia, ya que los aminoácidos codificados por los 
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codones silvestres, sólo podrán cambiar hacia aquellos aminoácidos localizados a un nucleótido 

de distancia y siempre se .favorecerán las mutaciones de transición sobre las de transversión, A 

fin de explorar todo ,eLespacio de secuencia en pequeñas regiones de aminoácidos, se ha utilizado 
' ' ' 

de manera reciú:renfo i'neiclas de oligonucleótidos degenerados que representan a los 20 

aminoácidos,' aunqti~:,con frecuencias heterogéneas, dando lugar preferentemente a mutaciones 
.--------, - " 

múltiples. Estos tipos de mutagénesis se denominan "estrategias a saturación" o 

"estequiométricas·~. En nuestra línea de trabajo, hemos desarrollado un método de mutagénesis 

basado en el empleo de trinucleótido-fosforamiditos como unidades mutagénicas, usados durante 

el ensamble convencional de oligonucleótidos a fin de generar bibliotecas de variantes 

enriquecidas con mutantes de baja multiplicidad, esto significa, variantes con pocos reemplazos 

de aminoácidos por proteína. . ' ' 

Por tanto, en previos trabajos hemos logrado eliminar la redundancia del código genético 

a través del uso de trinucleótidos y también reducir la proporción de mutantes múltiples. En el 

presente proyecto pretendemos refinar aún mas el método de mutagénesis, incluyendo 

"selección" in vitro a nivel de oligonucleótidos a fin de crear bibliotec~s pequeñas y completas 

con respecto a cierto tipo de mutantes, con el objetivo de facilitar la aplicación de estrategias de 

monitoreo elaboradas. 

Por tanto, antes de contar con métodos teóricos altamente predictivos en cuanto a la 

función de las proteínas, tendrá que acumularse una mayor cantidad de datos experimentales. Por 

el momento (y quizá por un buen tiempo todavía) el uso de colecciones combinatorias de 

variantes será una avenida importante para la investigación y la biotecnología de proteínas. 
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ANTECEDENTES 
Muchos métodos han sido desarrollados para acelerar la evolución artificial de las 

proteínas, ya sea por mutagénesis enzimática de los genes que las codifican o por amplificación 

de oligonucleótidos mutantes. Los métodos enzimáticos están basados principalmente en técnicas 

de PCR, como por ejemplo, la PCR mutagénica [19], el DNA-shuffling [20] y el StEP [21], las 

cuales se basan en la pobre fidelidad de algunas DNA-polimerasas termoestables bajo 

condiciones específicas de reacción. Estas condiciones pueden ser la adición de sales de 
' . - ¡ ~ - --·· .. - ' ~ ;. ~ .- - ~ . '-

mangan e so [22], proporciones distintas de los dNTPs [22], el uso de análogos de nucleósidos en 
- , .... :··· .. <:.·,·!,·'. -'' ,_ .. -. 

su forma tiifosfa'tád~, [23S24];;'o /bien el . e.nsamble de fragmentos provenientes de genes 

homólogos •pa~¡ ·¿;~~i:;.ii*a:'i~d&mbinación ifl vitro [20]. Sin embargo, estos métodos están '·- ·>· ,; ... ' ;.-.·: --. <·,·~'-~ -· .. ·!:_,.·.. ·- 'f"' - ';; -;~· . ' '. ' 

limitados.a g(!r\er~r~~p.C:j~ª!mente mutáciones puntuales y cada aminoácido (aa) silvestre podrá 
. - ..... ·'·. ·-· --··-· .. - ' 

cambiar a solo u~i'fraC:<:l6i{ de los otros 19 aa, como se ilustra en la tabla 1 diseñada por Karl 

Sirotkin [25], donde las celdas vacías representan reemplazos de aa inaccesibles a través de 

sustituciones de l nucleótido en cualquiera de las posiciones del codón silvestre. 

Tabla l. Reemplazos posibles de aminoácidos a través de mutaciones puntuales, ejemplificado para 5 residuos. Los 
aminoácidos silvestres y sus respectivos trinucleótidos codificantes se localizan en la primera columna. Una 
intersección marcada con "x" significa un reemplazo posible. 

GGGG CCCCAA GG AA TT GG ce GGGG ce AAA TTCCCC AA A TT cccc TTTTAA TTT AAAA 
CCCC GGGGGG AA AA GG AA AA GGGG AA TTT TTTTTT AA T TT CCCC CCCCGG AAG CCCC 

CODONS I TCAG TCAGAG TC TC TC AG AG TCAG TC TCA AGTCAG AG G TC TCAG TCAGTC AGA TCAG 

~~~~ A A A A C G G G H I L L M P P S T T 

T TT GGGG 
G AA TTTT 
G TC TCAG 
T T V 

l r s s y l l l i l e ye h r e eh r y a 
a g onsun v se u ste o r r r o r l 

GCT XXX X X X X X X 
X GCC Ala X XX X X X X X 

GCA XXX X X X X X 
GCG XX X X X X X 

X 
X 

CGT 
CGC 
CGA 
CGG 
AGA 
AGG 

GAA 
GAG 
GGT 
GGC 
GGA 
GGG 

TCT 
TCC 
TCA 
TCG 
AGT 
AGC 

Arg 

Glu 

Gly 

Ser 

X 

X 

X 

X 
X 

X 
X 

X 
X 

X 

XXX 
X XX 
XX XX 
XXX X 

X X 
XX 

X 
X 

X X 
X X 

X XX 
X XX 

XX 
XX 
X 

X 

X 
X 

X 
X 

X 
X 

X 
X 

X 
X 

X X 
X X 

X X 
X X 

X X 
X X 

X 
X 

X 
X 

X 
X 

XXX 
X XX 
XX X 
XXX 

X 
X 

X 

·x 
· .. --' X 
X 

X 
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X 
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X 
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X 

X 
X 

X 
X 

X 
X 

X 
X 

XX 
XX 

X 
X 

X X 
.... X l(' 

X 

X 

X 
X 

X 

X 

\ XX X~;> ~· •• ;. - ~fZ:'; ~X 
x - xX ·x:\' x:·~x x 

X XXX -x X X 
X X 

X X 
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Peor aún, en estos sistemas muchos de los reemplazos posibles de nucleótidos tienden a 

generar aminoácidos de características fisicoquímicas similares al aminoácido silvestre debido al 

efecto protector del código genético. Por ejemplo, cambios sencillos de bases_ell c~a!quiera de los 

codones de alanina -considerado un residuo hidrofóbico pequeño- generarán resi.duos pequeños, 
- > • • - 1 -~ ·' ' : • ' 

tales como glicina, treonina, valina, glutámico, aspártico y serina. A es.fo"tárribi.én. debemos 
• . •' •• . ., ' .·.L ·.:'·:::•····.,·., ,'<• '' 

agregar Ia,pl'eferencia hacia las transiciones de' bases sobre las tra,nsv~rs{~n~~· Es decir, las 

polirneJ:asas ti~11~n.1!1ayor: capacidad de sustituir purinas por,~urinas.y'pirirrH#i:~a~ por pirimidinas 

que a .la ,in\1#ti~-Ú6J. Este último efecto se. elimina c~n~1bibj~o·~~~a~.· cf~~ ~ligonucleótidos 
"punteados;; (spikeo en inglés), donde cada nucleótido silvestrees'~.oritarriin~do con las otras tres 

bases [27:is)~d~f~nte el proceso de ensamble. · >.~;e · •···• 
A tiri de cubrir el espacio de secuencia -todas J~s,;60,~bi~aciones posibles de 

aminoácidos~ en una región pequeña de aa, muchos esquemas: de mlitagénesis a saturación han 

sido descAt<>s. Los más comunes son los métodos "NNN"y "~016; q~econsisten en sustituir 

cada uno de los nucleótidos del codón silvestre con una ITiezcla equlmolaí.'cfe fas cuatro bases (N) 

o bien una mezcla equimolar de las bases G/C en la tercera posl6ión cl~l: c~dón. Estas estrategias -· ___ ._, ___ ,. . 

generan mezclas de 61 y 31 trímeros codificantes respectivarne11te,.~u,eéngloban a los 20 aa 

naturales (29] y solo permiten la exploración completa de J~ ~á~i!TI() de 4 aa debido a la . ~ .. ' .. 

restricción impuesta por la eficiencia de transformación práctica dé· 107 variantes. Por ejemplo, 

una mutagénesis NNG/C de cuatro residuos generaría una pobl~éi~llde 324 {l.05xl06
) variantes 

nucleotídicas y para tener una certeza del 95% de que la mu.tante menos representada en la 

población estará incluida entre las transformantes, se necesita un banco de por lo menos 3.lxl06 

células transformadas. Adicionalmente, la frecuencia de mutantes generada con estos métodos a 

saturación está desviada hacia aquellas secuencias codificadas por codones redundantes; por 

ejemplo, una mutante cuádruple de serina estará 81 veces más representada que una mutante 

cuádruple de metionina usando el método NNG/C. El problema de redundancia se ha elimiriado 

usando mezclas de DMTr-trinucleótido-fosforamiditos que codifican a los 20 aa (30] o sólo un 

subconjunto de ellos (31, 32]. En contraste con los métodos enzimáticos y oligos "punteados", 

estas estrategias de mutagénesis a saturación generan bibliotecas enriquecidas con variantes que 

portan sustituciones múltiples de codones, donde es dificil encontrar mutantes con pocos 

reemplazos de codones si no hay acceso a un buen método de selección. Se ha demostrado que la 

frecuencia de variantes, es decir, la proporción de mutantes sencillas contra mutantes múltiples, 

en los métodos de mutagénesis basados en codones puede ser controlada por una contaminación 



apropiada de los codones silvestres con un codón mutante específico o una mezcla de codones 

[33]. La frecuencia de variantes se puede predecir con la ecuación general de distribución 

binomial 

P = [n!lx!(n-.~)!}p'{lpf" 
donde p representa la proporción de cada conjunto de mutantes én la biblioteca, p el nivel de 

contaminación por codón, n el número de codones silvestres a explorar en la ventana yx el tipo . : . . 

de mut~nteenJa biblioteca (x=l para mutantes sencillas, x=2 para mutantes dobles, etc,)[29] - -

Hasta el momento, solo existen dos métodos de mutagénesis basados en éodones,que 

pueden ser ejecutados en forma contaminante. Estos son los métodos de separación de resina [34-

36] y los métodos basados en química ortogonal propuestos por David Shortle[37] y 

desarrollados independientemente por nuestro grupo [33, 38]. 

En el método de separación de resina, ilustrado en la figura 3, una vez que se desea 

contaminar uno de los codones silvestres se abre -~lr~acto~ que ~,011tiene .~1-~oporteAe síntesis y se 

transfiere una proporción de material a un segundo reactor: En elprirrler reactor se ensambla el 

codón silvestre mientras que en el segundo se ensambla un codón degenerado NNG/C o una 

mezcla de nucleótidos que genere solo cierto subgrupo de aminoácidos [39]. Completados ambos 

codones, los soportes son mezclados y nuevamente divididos si se desea continuar contaminando 

los siguientes codones silvestres. 

En los métodos basados en química ortogonal [38], los codones silvestres son 

ensamblados a base de DMTr-monómeros convencionales y son contaminados en una sola 

columna con Fmoc-trinucleótidos. El proceso de contaminación es posible debido a la 

ortogonalidad química de los grupos protectores DMTr y Fmoc. DMTr es lábil a condiciones 

ácidas y estable a condiciones alcalinas, mientra.s que Fmoc es de características contrarias 

(Figura 4). 

Ambos métodos de mutagénesis basados en contaminación por codones, generan 

bibliotecas donde todas las variantes -sencillas, dobles, triples, etc.- están mezcladas e inclusive 

contaminadas con la secuencia silvestre. Aún no se ha descrito ningún método de mutagénesis 

combinatoria que conjunte las dos variables pilares de la evolución -variación y selección- a 

nivel de oligonucleótidos sintéticos, que permita disectar las mutantes por su tipo, a fin de crear 

bancos más pequeños y en consecuencia más fáciles de analizar. 

17 



NNN www 

NNN www 

NNN www 

www www www 
www www NNN 
www NNN www 
NNN www www 
www NNN NNN 
NNN www NNN 
NNN NNN www 
NNN NNN NNN 

Figura 3. Método de separación de resina 
ejemplificado con la aleatorización de 3 
codones. N representa una mezcla equimolar 
de los cuatro nuclcótidos, mientras que w a 
cada uno de los nucleótidos silvestres. Las 
intersecciones representan puntos de 
mezclado y separación de resina. Este 
método genera las variantes representadas en 
la parte inferior, en frecuencias dependientes 
de la tasa de mutagénesis. 
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Figura 4. Método de mutagénesis basada en 
codones, usando Fmoc-trinucleótido­
amiditos y ejemplificado para dos codones. 
DMTr-CPG representa al oligonucleótido 
creciente, ensamblado a base de nucleótidos 
convencionales (DMTr-w) y unido al 
soporte sólido CPG (vidrio de poro 
controlado). Los codones mutantes son 
ensamblados a través de Fmoc-trinucleótidos 
de secuencias específicas (Fmoc-XXX). 
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Por consiguiente, en el presente proyecto nos trazamos como objetivo sintetizar Fmoc­

trinucleótido amiditos, cuyos' f~~fafos internJcieotícÚcos estuvieran protegidos con grupos 

resistentes a condiciÓnes bá~icas suaves y c¡úe _almismo tiempo pudieran utilizarce para 

cont~;:i~; dddÓ~~~~-sil~estres d~r~nte el- e~samble d~ oligonucleótidos. La hipótesis de trabajo 

es que dichos trinucleótidos al mezclarse con codones silvestres cuyos grupos protectores 

intemucleotídicos son sensibles a álcali, generarán variantes que posean codones silvestres y 

mutantes alternados entre sí, con un contenido diferencial de carga que los hará separables por 

métodos cromatográficos de alta resolución o bien por electroforesis en geles de poliacrilamida. 

Con base en esta idea, nos planteamos los siguientes objetivos. 
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OBJETIVO GENERAL 

Desarrollar la tecnología necesaria para generar un método de mutagénesis a nivel de codón, que 

conjugue variación y selección in vitro a través de bibliotecas de oligonucleótidos sintéticos. 

OBJETIVOS PARTICULARES 

1) Estudiar la estabilidad de varios grupos protectores de fosfatos, frente a distintas condiciones 

básicas que han sido utilizadas para la desprotección final de oligonucleótidos. 

2) Estudiar condiciones selectivas de desprotección para los grupos protectores de fosfatos, ya 

que una vez separados los diversos componentes de la biblioteca, podría ser necesario liberar 

a los oligonucleótidos de estos grupos para obtener un material biológicamente activo. 

3) Sintetizar químicamente un trinucleótido (figura 5) con las siguientes características: 

• Hidroxilo 5' protegido con el grupo Fmoc. 

• Hidroxilo 3' derivatizado con la función fosforamidito; · 

• Fosfatos intemucleotídicos y fosforamidito protegiclo~ con el mejor grupo proveniente de los 
., .. , -·.::. '-.::. '. 

objetivos 1 y 2. 

4) Evaluar rutas alternas de síntesis para oiJ.til11i:iar el.mét~dodesíntesis .. 

5) Evaluar la separación de variantes enoii~6nJcleótidos rriutag~hiz~doS cori eltrinucleótido. 

6) Realizar la evaluación biológica a trávé~ de segmentos de genes modificados con bibliotecas 

particulares de oligos mutagénicos. 

Figura 5. Trinucleótido 
objetivo. 8 1, 8 2 y 8J 
representan a cualquiera 
de las bases nucleotdicas 
dT, dAb', dcb• o dGm". R 
es un grupo protector 
ortogonal al grupo 13-
cianoetilo. 



RESULTADOS Y DISCUSION 

El principal objetivo de este trabajo consistió en sintetizar al menos un trinucleótido que 

pudiera ser utilizado en esquemas de mutagénesis por contaminación, a través de su 

incorporación subestequiométrica a las cadenas silvestres de oligonucleótidos. Al mismo tiempo, 

dicho trinucleótido le debía inducir ciertas características fisicoquímicas a las cadenas 

modificadas, a fin de poder purificar las variantes por algún método de separación. De esta 

manera, seríáposible clonar bancos específicos de mutantes sencillas, dobles, etc., e inclusive 

poder eliminar las secuencias silvestres que suelen causar confusión en los métodos de monitoreo 

de las mutantes, sobre todo cuando se buscan actividades enzimáticas vestigiales. Para generar 

variación basada en codones y selección a nivel de oligonucleótidos, el trinucleótido debía 

presentar dos características principales: 1) estar protegido en el hidroxilo 5> con)ei grupo Fmoc 

para poder contaminar la secuencia silvestre en una proporción predetenn!nada y 2) estar 

protegido en los fosfatos intemucleotídi~os. y en el fosforamidito co~ u~:~p6 ortogonal al 13-

cianoetilo, introducido con los ~~'f~~mononucleótidos convencidrial~s. utilizados para 

ensambla~ la secuencia silvestrb·~~;'~i~i C>Úgonucleótido. Tras el ensarribl~ del oligo mutagénico, 
' -- ) . . .- .. ''·· ~.;" -, "-· ·- ·"-,'' - . '. .· - . -

éste se sometería· a.;tin~pró§~s.t.dedesprotección· parcial parBc·diferenciar ·las variantes por el 

contenido de fosfat~·s ióAi#M,.Por ejemplo, las rriutante~.s~ri~illas contendrían tres fosfatos 
¿;":, .... ' - - - . . . -~- ~., '",~ ,,. - -· 

iónicos menos con r~sp_ecto a la secuencia silvestre, Il1!e,~,fras qu~ fas mutantes dobles 6 y las 

mutantes triples 9. B~sados en el contenido diferenci~l <l6 rcisr~tos iónicos de las variantes, 

postulamos que sería posible su separación por téCriicas d~ electroforesis o bien por HPLC de 

intercambio iónico. 

Con fundamento en estas hipótesis y los objetivos bien planteados, iniciamos el desarrollo del 

proyecto. 

MUTAGENESIS BASADA EN Fmoc-TRINUCLEOTIDOS. 

Selección del grupo protector de fosfatos i11tem11c/eotídicos. 

En razón de que uno de los principales objetivos de este trabajo consistía en sintetizar 

Fmoc-trinucleótidos cuyos fosfatos intemucleotídicos y función fosforamidito estuvieran 

protegidos con un grupo resistente a las condiciones normales de síntesis de DNA y también a 

condiciones básicas suaves, el primer paso en este proyecto consistió en analizar la estabilidad de 
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varios grupos protectores de fosfatos, buscando sobre todo que fueran resistentes a las 
·-· - .. -· 

condiciones hidrolíticas de oligos convencionales; hidróxido de amonio concentrado por 12h a 

55ºC o bien 72 ha 25ºC [40]. Estas corÍdiciorie~son suficientes para hidrolizar el grupo éster que 
,· ,_,., -

une al soporte sólido con el hidroxilo 3' del olig~ ,y los enlaces amida formados entre las aminas 

exocíclicas de dA, dC y dG formadas con;lC>s'gJ:lipós benzoilo e isobutirilo como se muestra en la 

figura 1. De hecho, en la exposición a álcali, ~l ;.prltn~r grupo. en se~ removido es el 13-cianoetilo 

[ 18] que protege los fosfatos internucteo.t(cii~~·s,?~ctfavés de u11' ~~c¡ifüsino de 13-eliminación, 

favorecido por la extrema acidez d.e lbs, P~8~P·r~r~~§in:~s '1\1 ~~{ h1J,rilo y la capacidad de 

acomodar una carga negativa por parteAe)os\gr4p'o~.fos.:ratos.;~i11.embargo, con otros grupos 

protectores distintos .al B-cianoetilo, el ataque iii'ctrÓlítÍC:o ócuH~:enS~r fósforo y en caso de 

fosfotriésteres se favorece la ruptura hacia los sustituyentesqueite~g~~.l~1nejor capacidad de 

acomodar u~acarga negativa. Tal capacidad está relacionadacon.eLpKá de los sustituyentes: a 

menor pKa (mayor Ka) será mayor la capacidad del compue~t()• para' !lcomodar la carga y en 
- - ' ,'. - ' ' ., .. ,.~ . - . , ' 

consecuencia será mejor grupo saliente, pero menos resiste~t~ l:\:la{~ondiciones de hidrólisis. 
- . - .. - ·<,,· 

Basados en este precepto, decidimos analizar los alcoholesmetÜ~~'c,[41f(¡\1e,¡)Ka 15.3), etílico 

[42] (Et, pKa 15.9), isopropílico [43, 44] (;Pr, pKa 16.1), isobutílico [45] (iBu;pKa ===16.1) y 2-

trimetilsililetílico [46] (TMSE, pKa desconocido) como grupos protectores de fosfatos frente a 

distintas condiciones hidrolíticas alcalinas que han sido utilizadas en la desprotección final de 

oligonucleótidos, adicionales a las mencionadas arriba. Además del pKa, los primeros cuatro 

grupos se escogieron por haber sido utilizados en la preparación de oligonucleótidos parcialmente 

protegidos. El quinto grupo, TMSE, se escogió como grupo potencial, a pesar de no conocer su 

pKa, porque ha sido utilizado en síntesis convencional de oligos, es resistente a NH40H y es 

fácilmente removido por B-eliminación a través de algún tluoruro en condiciones de reacción 

suaves. 

Para determinar la estabilidad de los grupos, se sintetizaron los 5 dinucleótidos de 

timidina que se muestran en la figura 6, a fin de utilizarlos como compuestos modelo para medir 

la estabilidad por cinética química a través de análisis por HPLC. El análisis se inició con los 

compuestos T(Me)T y TePr)T frente a distintas condiciones básicas a 50ºC. En el caso de 

T(Me)T su vida media frente a NH40H 4M en acetonitrilo:agua (1:1) y NH3 l.8M en 

metanol:acetonitrilo (9: l) fue de 2.3 y 10. 7 hr respectivamente, mientras que TePr)T mostró una 

vida media superior a 12 días para ambas condiciones de reacción. 
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O Me 

MeO 

Figura 6. Dinucleótidos modelos de tim/di1'1ª· R:=:= Me; Et, ;Pr, ;Bu, TMSE. 

Aunque este tipo de análisis permite separar y cuantificar. los productos y sustratos a 

distintos tiempos de reacción en forma precisa, los análisis fu~f~nprolongados y costosos por 

requerir una gran cantidad de acetonitrilo y se suspendieron. 

Como alternativa, decidimos evaluar la estabilidad de los diversos grupos protectores a 

partir de oligómeros de timidina parcialmente protegidos en distintos fosfatos. Estos análisis 

podían ser realizados de manera múltiple por electroforesis en geles de poliacrilamida y al mismo 

tiempo permitirían comprobar la eficiencia del proceso para la separación de las variantes. 

Se sintetizaron 5 juegos de pentadecatimidilatos conteniendo distintas combinaciones de 

fosfodiésteres y fosfotriésteres: 

TpTpTpTpTpTpTpTpTpTpTpTpTpTpT 

TpTpTpTpTpTpTpTpTpTpTpTpTpTpT 

TpTpTpTpTpTpTpTpTpTpTpTpTpTpT 

Clave: T 12X3-R 

Clave: T9X6-R 

Clave: T6X9-R 

donde R= Me, Et, ;Pr, ;BuTMSE; p representa un grupo fosfodiéster y p representa un grupo 

fosfotriéster protegido con el grupo R. En las claves asignadas a cada pentadecatimidilato, el 
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número de. "Xs" rep~esenta el número de fosfotriésteres por cadena. La síntesis de estos 

pentadecatimidilatos requirló la combinación de un fosforamidifo convencional de éiT (DMTrdT­

BCE-amidito)para generar los fosfodiésteres y cada uno de los éinco f9~forami:clitos modificados 

de dT (DMTrdT-alquil-amiditos) para ensamblar los fosfotriéstere~. L~s e~trtlctu~as químicas de 

estos compuestos se muestran en la figura 7. El único compu~sto qué ~'dc¡Üirilrios de una fuente 

comercial fue el DMTrdT-BCE-amidito, mientras que los otros ci~co 'f\i~;~n ;~Íntetizados en el 

laboratorio, obteniéndose con al menos 90% de pureza.· 

¿ ¿yo 
Or-(y.NyN 

~· o 
? . 
~P-N__...... 

.Ro .. A .. "' Meo 

Figura 7. DMTr-alquil amiditos. R =Me, Et, ipr, 18u, TMSE, BCE 

Los oligonucleótidos fueron.sinteti~k.dos de manera automatizada a través de un ciclo 

normal, a escala de 0.5 µmol, combinando el.e tna~eraselectiva el DMTrdT-BCE~amidito y cada· 
.. : .. ,-_'::;."' ·,.·{.• .. ,; . - .. "' -·· 

uno de los DMTrdT-alquil-amiditos:LO'sÓIÍgonucléótidos completamente pfot~~dos y unidos al 

soporte de síntesis fueron alic~JiJd~s y evafoádos frente a las ~iguientes co~diciones de 

desprotección: 

}\fH3 2M en fyteOH, 25ºC, 5 min, l hr 

NH40H 28%, 25ºC, 10 min, l hr, 4 hr, 26 hr, 72h 

Tiofenol:trietilamina 3: l, 25ºC - lhr,55ºC - l hr, 60ºC - 12 hr 

Etilendiamina:etanol l: l, 25ºC - 2 hr, SSºC - 7 hr, 

Hidracina 0.5 M en piridina:ácido acético 4: 1, 25ºC - 24 hr 

Tras múltiples análisis realizados por electroforesis, como se muestra en la figura 8 para cada uno 

de los grupos protectores, llegamos a las siguientes conclusiones. 

Figura 8. Análisis electroforético de pentadecámeros de timidina parcialmente protegidos en 

algunos fosfatos. 

'f'T"1~·~ ~orv 
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Figura 8. Análisis clcctroforético de pentadecámeros de timidina parcialmente protegidos en algunos fosfatos. A) Grupo 
Metilo; B) Grupo Etilo; C) Grupo Isopropilo; D) Grupo Jsobutilo; E) Grupo Trimetilsililetilo. Las condiciones de 
desprotección se muestran en la parte lateral izquierda de cada gel. Carril 1: T 15 control, carril 2: T 12X3-R, carril 3: T9X6-

R, carril 4: T0X0 -R. En los geles donde aparecen números prima, las muestras se trataron primero con NH40H, 25ºC, 4h 
(carriles 2,3,4) y una fracción de ellas se evaporó y trató con las condiciones indicadas en la parte lateral del gel, 
etiquetándolas con el número prima. 
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A juzgar por la figu~a 8A, el grupo metilo resultó lábil a hidróxido de amonio en sólo. 5 min, 

condiciones que son incapaces d'e refo~verlos grupos acilo (benzoilo o isobutÍrilo) que 

protegen-l_asnuc!eob~s~s:.\~~l-ía:p~sibleobten(!roligonucleótidos·parcialmente-metilados,sólo 
si se modifica ~l ~~qu~fu~,dei·~~~tecciÓn, d~ i.a~;bases a grupos más sensibles, corrio por 

ejemplo el grupá;:Frri~c;[4i,].o Z~a~'eio~irri~tilben~oilo [ 47], utilizando condicione~hid~~Ííticas 
- .· ?'~"!_:, ·r--/-~:< '.· .. :~!>'.<;).: .. <>'::-! _'.J'..:~:;:\ '.:' _'.- >,:_: _·,: ·'.·< ·.; . ,. . -·-:.--,-: .. · ·_i::,".:·· ) .·:. ,·::r 

muy suaves (K2C03 _er(Me0H)para.la remoción de los mismos. Sin embargo, a pesar de 
~' . .... .._, ' -

estas -modificafüones <~s+'inexit~b.le. la~(formación de un porcentaje significativo cié 

desmetilació11.-~?'.u~K~tf~~-ai2;~~b@adÓ p~r Letsinger [ 47], éste demostró q~el~re·~~ció~ de 

desmetilación'(lr~"'origiriadá'._p~rel';yodo utilizado en el proceso de la síntesi_s automatizada 

para la oxidaC:_ióri-~e':íf s}J'sfitoi~é~~eres intemucleotídicos. _ .· . . .. 

Celebusk{[4~j J;~m~~tf:J· ~~e¡~! ;rupo TMSE acoplado a un fosfato teÍminal es estable a 
. ,. ,._ • , . • ,;/ •. - i"'.'';_~. "~:, -,, !.- .·;· . e"·"· ''•' ' "·. . ' . -' . • 

NH40H cqn¿~rltrª~º~~~t~di~ í;?~hr:a'.ss·c, condiciones que_ remue,v~11 efgl"Ul'º benzoilo e 

iso~.l}titlle>~Z~.!g~Jr~s·.~~~,~~1~~-,~~¿J'd.es,cribió_ el uso exitos9. dt!'!M~~c-S~~~,FPº protector 

de ·fosfatl).s)Jif~'.rJi}iCl~QtWí~gse_nJa sil}t(!sis convt!ncil)•nªl· d~.olig~nlJÓ1:6Íido~·, sin _considerar 

:~:07~l,ffil~tl~f ~i~~J~~~~?~~.:~;~!~~:7~:t:~:~;;~~·~:n:.::. !::~,: 
muy suaves(~:g;iN&i/1Tietanol; 5 min) para ·la remoción de !Os o!igos T12X3~ TMSE, T9X6-

TMSE}tfx~TtvlSE del soporte de síntesis, obtuvimos materiales con al menos 90% de 

desprot~~Jión' en los fosfatos intemucleotídicos como se observa en la figura 8E. Mas 

adelante confirmamos que tal desprotección es catalizada por el tratamiento ácido utilizado en 

cada ciclo de síntesis, ya que al tratar de destritilar el dinucleótido modelo de timidina 

portando TMSE que se muestra en la figura 6, con ácido acético, generó el dinucleótido de 

timidina completamente desprotegido. Este resultado correlaciona con la observación de 

Chao [49] de que el grupo TMSE es lábil al ácido trifluoroacético utilizado en la síntesis de 

péptidos. 

3 El grupo isopropilo [43, 44] resultó muy estable a la mayoría de las condiciones de 

desprotección utilizadas para desacilar las nucleobases. De hecho, pensamos que éste sería el 

grupo ideal para nuestra estrategia, pero cuando utilizamos las condiciones sugeridas por 

Yamana [43] para la desisopropilación selectiva (tiofenol:trietilamina, 60ºC), obtuvimos solo 

una remoción parcial. Por otra parte, las condiciones de desisopropilación en buffer de 
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boratos propuestas por Gallo [50] no son prácticas, ya que el grupo tiene una vida media de 
' ,: - ~ . '. 

2.13 dfas y remó ver el grupo completamente tomaría al menos 8cHa~ de reacción. 

4 El grup~Q_isobutilo [45] también fue muy estable, resistiendo etileridiamina:etanol hasta por 24 

h e N~40H por 72 h, condiciones suficientes para remover iodos los grupos protectores 

convencionales de oligonucleótidos, pero al igual que el grupo isopropilo no encontramos las 

condicfones apropiadas para removerlo selectivamente, sin causar daño a la cadena fosfatada. 

5 Finalmente, el grupo etilo fue ligeramente lábil al tratamiento con etilendiamina:etanol (1: 1) 

durante 2 hr a 25ºC, generándose una gran cantidad de productos parcialmente etilados, en 

contra a los resultados de estabilidad descritos por Gallo [50]. Inclusive, un tratamiento más 

severo a 55ºC durante 7 hr generó exclusivamente el pentadecámero completamente 

desprotegido, mostrando idéntica movilidad al control completamente desprotegido T 15 

preparado por el método convencional. El grupo etilo también fue fácilmente removido por el 

ion tiofenolato a 55ºC, durante 2 hr. Por otra parte, experimentos adaptados por nosotros, 

demostraron que el grupo etilo es prácticamente estable a NH40H concentrado, por 4 hr a 

25ºC, condiciones suficientes para liberar al oligonucleótido del soporte y eliminar los grupos 

B-cianoetilo que generan los grupos fosfodiéster, pero insuficientes para remover los grupos 

benzoilo e isobutirilo. Este problema fue afrontado a través de una desprotección en dos pasos 

[ 51]: primero una desprotección con hidracina amortiguada para remover los grupos benzoilo 

y posteriormente un tratamiento amoniacal para liberar al oligonucleótido del soporte. Los 

oligonucleótidos enlazados al soporte a través de succinilo-sarcosilo (52] resultaron estables a 

hidracina 0.5 M en piridina:ácido acético 4: 1 durante 24 hr a 25ºC. Tras remover los 

oligonucleótidos del soporte con NH40H por 2 hr a 25ºC, el análisis electroforético evidenció 

la completa resistencia del grupo etilo a ambos pasos de desprotección. En un tercer paso, el 

grupo etilo fue removido con etilendiamina:etanol por 2 ha 55ºC. 

6 El análisis electroforético permitió separar cada tipo de variante en base a su contenido 

diferencial de fosfatos iónicos como se muestra en la figura 8, para los pentadecámeros de 

timidina protegidos con los grupos Et, ;Pre ;Bu. 

7 Como conclusión final a esta primera etapa, se propuso la síntesis de dos Fmoc-trinucleótido­

fosforamiditos, correspondientes a un codón y un anticodón para alanina, protegidos en sus 

fosfatos intemucleotídicos con el grupo etilo y un esquema de desprotección de Jos 

oligonucleótidos mutantes en tres pasos. 
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Sí11tesis de Fmoc-tri11ucleótido fosforamiditos. 

Desde 1992 han aparecido en la literatura varios trabajos relacionados con la síntesis de 

trinucleótido-fosforamiditos y su uso en la generación .de bibliotecas combinatorias de 

oligonucleótidos. Sin embargo, en la mayoría de ellos hacen uso del grupo DMTr [30-32, 53] 

para la protección del hidroxilo 5', y sólo en uno, reportado por huestÍ'o grupo de trabajo se hace 

uso del grupo Fmoc [33]. 

··~ .. ·Con base en los antecedentes, puede apreciarse qüe los·acoplamientos intemucleotídicos 

para el eñsarrible de Fmoc-trinucleótidos, precursores de los ti;i11uéleótido-fosforamiditos que se 

deseabansin~etizar, podía realizarce por varias rutas. Por ej~Illplo, por el método de fosfito o 

fosfatotrié~ter, esquemas completamente protegidos o semiprot~iÚcios, dirección 3 ·~ 5' ó 5'-73 ', 
.;;'.·' ·--

y finalmente a trav.és de intermediarios aislados o generadosinfitÚ. 

El método de fosfatotriéster requiere el uso de grup~~ ~rilo para la protección de los 

fosfatos internucleotídicos, debido a que éstos. ~s.tab,.~li~;#hi:'i'C>~;'intermediarios activados con 
,:,_~-: .~""-~i-.. ·¡;:,,s_t:'.:::.c> ;:·,"·.:.· ,-·-._-. ·' · 

triazoles a través de un efecto electroatractor, mientras:·e¡~e}l~S.5~pq~.alquilo l.os desestabilizan. 

En nuestro caso particular, dado que .los ·.fü.s.fatª'sf1:~b:gÜ~~~'.·~~~t,~gÍ~()~·:~¿~ el grupo etilo (un 

alquilo), optamos por el método de füs?tg~}ri~,st~F~~lr·~ ·~~sambl~r los Fmoc-trinucleótidos. 

En cuanto al esquema de ¡,iot~~;gi¿~~/ie decidió utilizar un sistema completamente 
d'.: '."·"·.' -.-.·,,-

protegido -combinando un nucleósido protegido en la terminal 5' y otro en la terminal 3 ' - debido 

a que en un trabajo previo [54], la ruta de síntesis semiprotegida -combinando un nucleósido 

protegido en el hidroxilo 5' con un nucleósido completamente desprotegido-, dió lugar a varios 

subproductos de polaridad similar al compuesto esperado, dificultando su purificación 

cromatográfica. 

Para decidir el tipo de intermediarios a usar, es decir fosforamiditos aislados o generados 

in situ, se realizó la síntesis del compuesto modelo T(Et)T por dos rutas distintas (Esquema I) y 

los productos de las mezclas crudas fueron desprotegidos y analizados por HPLC, comparándolos 

contra dinucleótidos control preparados en fase sólida que contenían enlaces 3'-5', 3'-3' y 5'-5' 

(Figura 9). El mejor resultado se obtuvo con el método denominado "fosforamidito aislado", en 

el que se observó casi exclusivamente el acoplamiento 3'-5'. En cambio, en el método 

denominado "fosforamidito in si tu" se obtuvo entre 5 y 10% del subproducto 3 '-3 '. 
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Con base en estos resultados, se decidió sintetizar Jos trímeros por el método de 

fosforamidito aislado, a pesar de requerir un mayor esfuerzo por la purificación de Jos 

fosforamiditos intennediarios. 

_L o . 
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Esquema J. Rutas alternas de acoplamiento intemucleotídico. Eri la rutafosforamidito aislado, el 

intermediario es sintetizado, aislado por cromatografía y usado en fonna pura para Ja siguiente 

reacción. En la rutafosforamidito in-situ: el fosforamidito intennediario se hace reaccionar en el 

mismo matraz con el nucleósido 3' terminal. 
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Figura 9. Análisis por HPLC de los productos obtenidos en Ja preparación de dinucleótidos de 

timidina por dos rutas sintéticas. A) Mezcla control de dinucleótidos de timidina, preparados por 

química convencional y enlazados por los hidroxilos 3 '-5 ', 3 • -3 • y 5 '-5 '. B) Productos obtenidos 

en Ja ruta de fosforamidito aislado. C) Productos obtenidos en la ruta de fosforamidito in situ .. 

En ingeniería de proteínas, una técnica muy utilizada para detectar aminoácidos críticos . . . . 

para una detenninada función,consiste en hacer sustituciones sencillas de alanina por cada uno 
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de los residuos silvestres que se infiere pudieran estar ir1volucrados'. Esto puede realizarse por 

mutagé~esissitio dirigida (sustituyendo aminoácido por aminoácido) a)rnvés de múltiples 

experimentos o bien en un esquema completament~_cÓmbin~toriÍ{[SS]-~n~n~c)loexperimento. 
- - - - ., -- . · .... :'; ·-"' . ·, .• ·.· _., ... ¡;_.-·-· !.\: ·,_' 

Por tanto, en este trabajo decidimos sintetizar el codó.~ GcT; uno de)'cls cci'clo~~s preferenciales 

en E. coli para este aa y su respectivo anticodón AGC; para poder~J'tíl.~~~iiiífI"egfones de la 
i : ,,_·,- <i;.:,· ·-., 

:: ~/·. :·\·~·:;· cadena codificante o la cadena templado de los genes a evaluar. 

De estas secuencias nucleotídicas, es claro que ambas ~omp-a~~~~:'-ul'la misma 

combinación, GC, por lo que ideamos la estrategia sintética que se muestrae~efisq~egiaJI, a fin 

de preparar los dos Fmoc-trinucleótidos a partir de un solo dímero, y~:~~~;~e'xie~diendo la 
:, .. _·_-,;: : ::·:.~ ::--:: -, __ ;;:_\ _; ;;,~~:"_;·._·. :,r;; . . . 

secuencia hacia la terminal 3, o bien hacia la 5' (esquema II). .-:.::~;-_:; };~~;~-: .. ,;;¿L>· 
En total, la síntesis de los dos Fmoc-trinucleótido-fosforamidit~s·'~eqÜiri~'.i~-'síntesis de 12 

~ y' - .-;-.,. .... :e-:"~-~·";'~_:,;-' . -.- - . 

compuestos: Fmoc-dGib, Fmoc-dGib_etil-amidito, Fmoc-dAb',. Fl!l~c~dAW~fü~amidito, dcb•_ 

DMTr, dT-DMTr, etil-amidito-dT-DMTr, el dímero Fmoc-dG;~(É.i)db.;~!6~~;;3os dos trímeros 
. . . '. - . . ', '._: ~-;_ ;-,?:)_:·+~·~:::.~·? i.~i~!' }'.~·:·,: -,;,:_,., 

Fmoc-dG'b(Et)dCb'(Et)dT y Fmoc-dAb'(Et)dG'b(Et)dcb• y los d()s ttjmeros\fosfitilados. 

Tras purificación en cromatografia en columna y préb~¡,1{~8"{3\rÍ;, los trimucleótido-
c ,._1: V:~~.:.:.:. -~'.(t.~::~ r;::;~~·~: ',.~-, , 

fosforamiditos fueron obtenidos con una pureza superioria ~.q~!·.:s~gy~·el análisis por HPLC, 

aunque con rendimientos finales muy pobres ( 10-30%). ' '" ·· ,, ·' 

El paso crítico en la preparación final de los tririud~óttdó:..'t'osforamiditos correspondió a 

su purificación, ya que una gran parte del material reaccionó covalentemente con los silanoles 

que componen la silica gel, a pesar de utilizar condiciones ligeramente básicas para la elución de 

los compuestos. 

Con base en estos pobres resultados, se reintentó la síntesis del trímero GCT, pero ahora a 

través del método de '1osforamidito in situ'', a fin de evitar el aislamiento de las especies 

reactivas. Esta síntesis se realizó en la dirección 3'--)5', iniciando con la fosfitilación del 

nucleósido 3'-dimetoxitritilado, acoplando el intermediario formado con el nucleósido 5'­

tlorenilmetoxicarbonilado y oxidando el fosfito-triéster intemucleotídico a su forma más estable 

de fosfato-triéster con hidroperóxido de terc-butilo (esquema III). Se removió el grupo Fmoc y se 

repitió el proceso para adicionar la 5'-0-Fmoc-desoxiguanosina y completar el trímero GCT en 
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Esquema 11. Síntesis de Fmoc-trinucleótido-etil-amiditos en solución por el método de 

"fosforamidito aislado". 'BuOOH = hidroperóxido de terc-butilo, TEA= trietilamina, H+ =ácido 

tricloroacético, DIPEA = N,N-diisopropiletilamina, Gib= 2N-isobutirilguanina, Cb"= 4N­

benzoilcitosina, Ab"= 6N-benzoiladenina, T= timina, ipr= isopropilo, Et= etilo. 
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Esquema 111. Síntesis del Fmoc-trinucleótido-etil-amidito GCT por el método de "fosforamidito 

in situ" en Ja dirección 3'--?5'. 1BuOOH = hidroperóxido de terc-butilo, TEA= trietilamina, H+ = 

ácido tricloroacético, DIPEA = N,N-diisopropiletilamina, ib= isobutirilo, bz= benzoilo, T= 

timina, 1Pr= isopropilo, Et= etilo 
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forma protegida. El grupo DMTr fue removido por hidrólisis ácida y el trímero Fmoc-GCT fue 

purificado por cromatografia en columna, obteniéndose con al menos una pureza de 95%. El 

compuesto fue finalmente fosfitilado para dar lugar al Fmoc-GCT-etil amidito, recuperándose en 

forma cruda por precipitación. El compuesto se obtuvo con una pureza de 66% y un rendimiento 

superior a 90%. El principal subproducto de la síntesis correspondió al H-fosfonato del trímero, 

el cual es inocuo a las condiciones de reacción de acoplamiento para fosforamiditos y por tanto el 

trímero~fosforamidito es útil para los ensayos de mutagénesis. 

A fin de determinar la reactividad del trinucleótido en fase sólida, se prepararon 4 

soluciones de este compuesto a distintas concentraciones en acetq~itr,ilo anhidro y se hicieron 

reaccionar por duplicado con un dinucleótido DMTr-dTA, uniclo,~lsoporte de síntesis a través 

del hidroxilo 3' de dA. De esta manera, el acoplamientó dei trlhu~leótido con el dímero daría 

lugar al pentámero d(GCTTA). A fin de medir la efiéie~~ia;cleacoplamiento del trinucleótido, 

éste se incorporó a través de un ciclo de sfl'ltesis qu~ carecía de los pasos de acetilación, 

oxidación y destritilación para evitar el bloqueo dé los hidroxilos 5' que no reaccionaron. En el 

siguiente ciclo de síntesis, los dímeros dA T que no reacciOnaron con el trímero, se saturaron con 

el nucleótido DMTrdT-13cianoetil-amidito, g~nerando el• trinucleótido DMTr-dTT A. La eficiencia 

de acoplamiento en cada uno de los experirnentos se calculó por la diferencia de absorbancia a 

416 nm del catión DMTr, liberado de las especies DMTr-dTA y DMTr-dTTA. Al graficar las 

eficiencias de acoplamiento contra las concentraciones de trinucleótido utilizadas, como se 

muestra en la figura l O, se observó una correlación lineal entre ambas variables, indicando por 

tanto que la tasa de mutagénesis experimental podría controlarse por una selección adecuada de 

la concentración del trinucleótido. De manera adicional, dos de las muestras ensambladas con el 

trinucleótido 10 mM y 40 mM fueron completamente desprotegidas y analizadas por HPLC 

(figura l IC y 110 respectivamente}, generando exclusivamente las especies esperadas GCTTA y 

TT A, permitiendo confirmar la autenticidad del trinucleótido por comparación con especies 

control sintetizadas de forma convencional. 
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Figura 1 O. Reactividad del Fmoc-trin:ucleótido-amidito GCT en fase sólida. 
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Figura 11. Análisis del pentámero GCTTA ensamblado con el Fmoc-trinucleótido-amidito GCT 

a dos concentraciones distintas y comparados contra controles sintetizados por química 

convencional. 

Por tanto, en esta etapa se logró desarrollar una ruta de síntesis reproducible para la 

preparación de Fmoc-trinucleótidos, misma que procede en la dirección 3'~5' y fue planeada de 

tal manera que los reactivos utilizados en exceso, esto es, los Fmoc-nucleósidos, siempre sean los 

más fáciles de preparar (esquema III). El método es robusto porque el compuesto expuesto a las 

condiciones de fosfitilación, las cuales son ligeramente básicas debido al uso de 

diisopropiletilamina, es el nucleósido 3 '-dimetoxitritilado, estable a condiciones alcalinas. En el 

segundo paso de la reacción, el nucleósido S'-fluorenilmetoxicarbonilado estable a ácido, es 
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coevaporado con tetrazol, un compuesto ligeramente ácido que actúa como catalizador en la 

reacción intemucleotídica, pero que no afecta la estabilidad del grupo._Fmoc, En el esquema de 

síntesis basado en la protección total, el compuesto determinante en la, preparación de 
· . .,- - : ·-\ .- ¡- ... - . ' -

trinucleótidos es el nucleósido 3 '-dimetcixitritilado,. porqué su síritesii,'.'e~~la~qrlo~a: En la ruta 
reproducible que se desarrolló en este proyecto, sólo se. usa un sustrato,_~e ~~té', tip§; rrtientras que 

en la ruta en dirección inversa, 5'~3', se deben u~árdb8" , - ,, ' é'~ ,z, _:<·F·: . 
Finalmente se demostró que la tasa de contaminación; dur~nt~ ~1-,~~satiibI~ de oligos 

~~. . -=- -- - . -·-- - --'"= ... =-'-· ' . -· --· '- - --:-=- --

mutagénicos, puede ser controlada por una selección apropiada de la concentración del 

trinucleótido. 

Evaluación Biológica 

Como proteína modelo para estudiar el barrido combinatorio de alaninas, a través del uso 

del Fmoc-trinucleótido-amidito GCT descrito arriba, se decidió utilizar el activador 

transcripcional PspF (56), una proteína de 324 aa que regula I.a expresión del operón psp (siglas 

en inglés provenientes de "phage shock protein"). PspF pertenece a una gran familia de proteínas 

de unión a "enhancers", capaces de activar la transcripción de DNA a través de sitios distantes 

[57). En especial, PspF es responsable de activar genes involucrados en la respuesta celular al 

ataque de fagos filamentosos, proponiéndose que una región conservada denominada C3, 

compuesta por los aminoácidos Gly83, Ala84, Phe85, Thr86, Gly87 y Ala88, abreviada como 

GAFTGA, está involucrada en el reconocimiento de la ~tibÜ~idad sigma 54 (cr54
), cuando ésta 

-- :· ._. - -:. -;~:;c.':',-,."· - -

fonna parte de la holoenzima de RNA-polimerasa. · · . \\;/'. 

El barrido combinatorio de alaninas se planeó p~r~[19ª-~ll Qly83, Phe85, Thr86 y Gly87, 

por lo cual el primer paso consistió en sintetizar un cilig~Í1G6IeÓtido mutagénico con la secuencia: 

5' G TT,C GGT CAC GAA GCG GGG/X GCG TTTtX ACC/X GGT/X GCG CAA AAA CGT CAT 3' 

a través de un programa de síntesis que omite los pasos de "capping", oxidación y destritilado 

para la adición correspondiente al vial X, lugar donde se colocó una solución diluida del Fmoc­

trinucleótido-amidito GCT que serviría para contaminar la secuencia silvestre con el codón de 

alanina. De hecho, la concentración utilizada en este experimento (8 mM) generó una 

contaminación promedio de 24.5% por codón. Los codones marcados con negritas representan a 
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los aa silvestres citados arriba y el nucleósido subrayado representa un cambio silencioso de 

C--7 T, ideado para diferenciar las secuencias silvestres generadas con el banco de oligos 
- -- -.- - . - --

mutagénicos de aquellas pr~venientes del templado. Aquí, es importante rec~rdar qu~ la síntesis 
- - . •,,• 

automatizada de DNA"es realizada en la dirección 3 '--7 5' y que despuétde confamiOar la 

secuencia silvestre con el trímero, el codón silvestre es ensamblado cc:m,fres acoplamientos 

consecutivos de los DMTr-nucleósido-B-cianoetilamiditos apropiados; E~e'~i~,~~nto, cuando el 

codón silvestre ha alcanzado el nivel previamente logrado con el tríniero:'sé,r~~ueven los dos 
- - - -.- _::,:._,_.,_=_:_~_O;~-=.·~;,;,_~~k:~~';e-:-.--'º"' ----=- ! 

grupos protectores de manera sucesiva y se completa el primer cidq;~e'rmifagénesis como se 

ilustra en la figura 2. Este oligonucleótido se denominó GAFTGAmut. Adicionalmente, también 

se sintetizó el mismo oligonucleótido con la secuencia silvestre, denominándolo GAFTGAwt a 

fin de utilizarlo como control en los experimentos de electroforesis. 

Una pequeña fracción del oligo GAFTGAwt fue desprotegida completamente con NH40H 

concentrado (12 hrs, 55°C) y fue semipurificado por electroforesis en gel de poliacrilamida para 

utilizarlo como control. El resto dé est~ oligo, así como el oligo mutagénico GAFTGAmut fueron 

tratados con hidracina 0.5M en piridina:ácido acético 4: 1 durante 24 hrs para desbenzoilar las 

nucleobases adenina y citosina. Después de esto, el soporte que contenía a cada oligo fue lavado 

y tratado con NH40H concentrado, 2 hr a temperatura ambiente, condiciones que dejan intactos 

los grupos etilo intemucleotídicos, pero que son suficientes para remover el oligonucleótido del 

soporte, hidrolizar los grupos f3-cianoetilo intemucleotídicos de los codones silvestres e hidrolizar 

el grupo fenoxiacetilo que se usó en este experimento para la protección de las guaninas. 

El experimento de electroforesis mostró que el o ligo GAFTGA wt, sometido a los dos 

tratamientos de desprotección dió lugar al mismo patrón de bandas, siendo esto indicativo del 

cumplimiento hidrolítico descrito en el párrafo anterior (resultado no mostrado). En cambio, 

GAFTGAmut se observó como una mancha ancha ligeramente retardada, que se extendía 

principalmente desde el oligo silvestre (figura 12A), pero no se observaron bandas bien definidas 

correspondientes a cada una de las variantes generadas en la biblioteca (silvestres, sencillas, 

dobles, triples y cuádruples), como se esperaba de su contenido diferencial de fosfatos iónicos y 

que de hecho fue posible con los homopolímeros de timidina (figura SB). Se probaron distintas 

concentraciones de geles, obteniendo la mejor resolución con acrilamida al 12%. La mancha fue 

disectada en dos fracciones, llamando a la de menor migración GAFTGAmutup y a la de mayor 

migración GAFTGAmutdown (Figura 128) por su posición en el gel. Cada una de estas 
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fracciones fue posteriormente desetilada con una mezcla tiofenol/NH40H -condiciones 

implementadas en nuestro laboratorio, en razón de que la mezcla tradicional tiofenol/trietilamina 

no generó desprotección por la insolubilidad de los sustratos-, generando especies con la misma 

migración que el aligo control GAFTGAwt (Figura 12C). 

Figura 12. Análisis del aligo mutagénico 
GAFTGAmut por electroforesis. Gel A): 
carril 1: aligo GAFTGAwt semi puro, carril 
2: aligo GAFTGAmut parcialmente etilado 
(1/500), carril 3: aligo GAFTGAmut 
parcialmente etilado (5/500). Gel 8): carril 
1: aligo GAFTGAwt semi puro, carril 2: 
aligo GAFTGAmut parcialmente etilado 
(5/500), carril 3: aligo GAFTGAmutup, 
carril 4: aligo GAFTGAmutdown. Gel C): 
carril 1 y 2 igual que gel 8, carril 3: 
GAFTGAmutup desetilado, carril 4: 
GAFTGAmutdown desetilado. 

Debido a que la fracción GAFTGAmutdown parecía estar más contaminada con secuencia 

silvestre (figura 128) que la fracción GAFTGAmutup, se decidió realizar la evaluación biológica 

de solo ésta última. Esta labor fue realizada por el Dr. Ricardo Grande en el laboratorio del Dr. 

Enrique Morett, ubicado en este instituto. Primero se generó un megaprimer por PCR, utilizando 

como oligos amplificadores a GAFTGAmutup y un aligo llamado Bg!II localizado "río abajo" de 

la terminal 3' del gene pspF, que a su vez se usó como templado. Este gene se encuentra clonado 

en el plásmido pMJ 15. El megaprimer fue purificado por gel de agarosa y utilizado junto con otro 

aligo (EcoRI) localizado " río arriba" del gene pspF para amplificar y generar la genoteca de 

variantes. La genoteca fue digerida con las enzimas de restricción EcoRI-Bg/II y clonada en el 

mismo plásmido previamente digerido con este juego de enzimas (figura 13). 

Para la transfonnación se usó la cepa E. coli JM l O 1. A fin de estudiar la variabilidad del 

banco, las transfonnantes fueron plateadas sobre medio LB sólido, sin selección de función. Tras 

crecimiento a 37°C, se inocularon 1.7 colonias y se purificó el plásmido de cada una de ellas para 

analizar el banco por secuenciación de DNA(fabJi{JI). 
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1289 bp f 

Plásmido: PMJ15; Cepa: E. co~ JM101 

Figura 13. Amplificación de la biblioteca de oligonucleótidos GAFTGAmutup por PCR doble. 

Tabla 11. Secuencias nucleotídicas de la región GAFTGA del gene pspF, mutagenizada con el 
trímero Fmoc-GCT-Et-amidito. 

G83 F85 T86 G87 

wt G TTT GGT CAC GAA GCG GGG GCG TTT ACC GGT GCG CAA AAA CGT CAT 

9347 G TTC GGT CAC GAA GCG GCT ACG TTT GCT GGT GCG CTA ATA CGT CAT 
'.§'.3'5'é)ilt'~--'.wc;-G"':~:c:Ac:fi'GruC:GcG1tGGG:;~G(j"G.\'Ti'~:"iko';(GGT~·Gc,G~'cAA';:::AAAl:t':':GT]~~CAT ~IJ~~.~~fil!lt;."'t@~.f~,..-1.,~ll-~---·<n•µ•·.---·•·• .. ;•.••¡.¡.i•••'•\._,._., '""•-~·.t.;,..., 1•., •··· ••••~ .. .,~·•.'!.-.·-•• .. ~ .•... ¡. '"º''·-"''·"'·· . .-··•·-.•·-.••• .,. ..• -¡: ... ,.,. •. ,. 

9351 G TTC AGT CAC GAA GCG GCT GCG TTT ACC GCT GCG CAA AAA CGT CAT 
9353 G TTC GGT CAC GAA GCG GGG GCG GCT.GCT GGT GCG CAA AAA CGT CAT 
9354 G TTC GGT CAC GAA GCG GGG GCG TTT ACC GCT GCG CAA AAA CGT CAT 
9355 G TTC GGT CACGGAA GCG GGG GCG TTT ACC GGT GCG CA. AAA TCG TCA 
9357 G TTC GGT CAC GAA GCG GCT GCG GCT ACC GGT GCG CAA AAA CGT CAT 
9358 G TTC GGT CAC GAA GCC GCT GCG TTT GCT GGT GCG CAA AAA CGT CAT 
9360 G TTC GGT CAC GAA GCG GGG GCG TTT ACC GCT GTG CAA AAA CGT CAT 
9361 G TTC GGT CAC GAA GCG GCT GCG TTT ACC GCT GCG CAA AAA CGT CAT 

~S-~í~~~~¡~~f~~:f ~~·):g~~2~~;~§-~~·-~~i~~~~;::~ªf ;·:~~-~,:·~g~~'.§1f ~:15~{\~~::.gg;;r:~~~ 
9356 G TTC TGT CAC GAA GCG GGG .CG TTT ACC GGT GTG CAA AAA CGT CAT 
9348 G TTCGGGT CAC GAA GCG GGG GTG TTT ACC GGT GCG CAA AAA CGT CAT 
9349 G TTC GGG CCC CAA ACG GGG GCCGTTA ACC GGG CCC CAA AAC CGT ATT 
9352 G TTC GGT CACGGAA GCG GGG GCG TTT ACC GCT GCG CAA AAA CGT CAT 
9359 G TTC GGT CAC GAA GCG GCT GCG GCT ACC GCT GCG CAA AAA CGT CAT 

El análisis de tales secuencias nos permitió plantear las siguientes conclusiones parciales: 
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• De acuerdo al nivel de mutagénesis experimental promedio de 24.5% por codón, la frecuencia 

esperada de variantes -<:alculada en la tabla III por la ecuación de distribuciól'l.bi~omial~ en la 

biblioteca de oligonucleótidos deberla estar sesgada hacia las mutantes senciHas. En este 

punto debemos aclarar que la frecuencia experimental, cafollladae~I~iiiÍsina"'fr1bfa III, no se 

consideraron las secuencias sHvestres 9350; 9362 y 93.6.~ ';~r/~er.contaminaciones del 
~~·-,. 

templado, las cuales fueron identificadas por Iá presenciacid~;T en yez de C en la cuarta 

posición a partir de la terminaLS'; Estos resultados indic~fb~ ;que el proceso de selección 

electroforético, a pesar ~e-fio ·haber sido tan fin'. o~;~~~~;~;· ~nriquecimiento hacia las 

mutantes dobles de 20.5o/o'íu1ci~ 42.9% y un empobre~i~i~nió d~Ias sencillas de 42.2% hacia 

21.4%. Este resultado indicó que el método reaílTI-~H~~~Íe~l:~~·I~ctivo, aunque es necesario 
.· •- e·:. -~,,:,~'.'o"', ' f· ·i,,e·'.'';,/c~·•,".~;.;·!·'"'.'- '.' 

optimizarlo· para q~e sell;;e,fe,ctivo. para cualquier/ti¡)~ .de'blig()n~cleótido. Así, la fracción 

~;:~~~~~!:1f lf Í~!t~::.::::: .. an;~:~: ·~#~~~~f Ía~1~~=~.:l;º::6c::z ,:: 
oligonucleÓ:~id~s·grandes pierden resolución tant~l~Áá~I~~trbfo~é~is como HPLC de 

intercambio iónico (resultado no mostrado), a pesa~,·~_gi:gp~~e~-'~ri'_cohte11ido diferencial de 

fosfatos no iónicos bastante significativo. La razón dJ~~f~:;oh;e s~par~ción probablemente 

sean los tipos de diasteroisómeros que se fonnan en las mezclas. 

Tabla 111. Frecuencia esperada (P106ricJ y experimental (P0,P) de variantes en la biblioteca 

GAFTGA y GAFTGAmutup respectivamente. 

pteórlca {o/o). 
32.5 
42.2 
20.5 
4.4 
0.4 

• La mutagénesis mapeó todos los aminoácidos que comprendieron la ventana de mutagénesis 

y en consecuencia dicho método debe generar todas las posibles variantes para explorar 

apropiadamente el espacio de secuencia correspondiente a mutantes sencillas y dobles. 

• Se obtuvieron varias inserciones, substituciones y deleciones de bases que probablente se 

generaron durante la síntesis del oligo. Las inserciones solo se explican por el uso de DMTr­

I3-cianoetil amiditos parcialmente destritilados, de tal manera que durante un acoplamiento se 
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pudieran adicionar dos nucleótidos en lugar de uno solo. Las sustituciones probablemente se 

generaron por bases modifi~adas .durante alguno de los procesos de desprotección. 

Finalmente, las deleciones están bien. documentadas y se generan ya sea por acetilaciones o 

destritilados incompletos'enca:daurio de los ciclos de síntesis [58-60). Sin embargo, tampoco 

descartamos la posibilidad de que tales modificaciones se hayan generado durante el proceso 

de PCR debido a un apareamiento incompleto de los oligos mutagénicos con el templado y de 

manera particular, en este caso el problema se pudo haber magnificado por la existencia del 

"mismatch" cercano a la terminal 5' del oligo mutagénico. 

Por tanto, basados en estos resultados no concluyentes, nos planteamos las siguientes 

perspectivas: 

• Determinar el límite de resolución electroforética para oligonucleótidos parcialmente 

protegidos, analizando como principales variables· el tamaño y la relación fosfato­

triésteres/fosfatos-iónicos con respecto a la separación: 

• Repetir el análisis de diversidad en bibliotecas pre-seleccionadas y clonadas. 

+ Abordar el origen de las clonas inesperadas, por ejemplo, aquellas que presentan deleciones e 

inserciones de nucleótidos, para tratar de generar exclusivamente variantes con marcos de 

lectura correctos. 
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MUTAGENESIS BASADA EN Fmoc-DINUCLEOTIDOS 

-ESTRATEGIA ALTERNA-

Síntesis de Fmoc-dinucleótido fosforamiditos 

A pesar de haber desarrollado una ruta de síntesis reproducible para la preparación de 

Fmoc-trinucleótido amiditos mostrada en el esquema III, es evidente que completar un juego de 

20 trímeros que codifiquen a los aminoácidos comunes y poder aplicarlos en barridos múltiples 

de aminoácidos es una labor compleja, sobre todo por requerirse una gran cantidad de sustratos 

no comerciales. Por ta.nfo, se vislumbra que la aplicación más práctica de estos compuestos estará 

enfocada en el barrido/específico de ciertos aminoácidos (alanina, glicina, cisteína, Iisina, 
";i:.~·: ... "~ 

aspártico, etc.) p.ara jr~tar d.e resolver preguntas específicas, como por ejemplo posiciones 

óptimas para formar ¡füeiltesdisulfuro, puentes salinos, catalizar una reacción, etc. 
• • ' .,_•, • e"•~ • • ' • v'" ~ , • 

En 19Q8, Phjlip~eCJ\Téyriel' (61] describió un .método muy ingenioso para realizar 

mutagénesis a satura~fo-ri.·~ M~ei de codón (Figura 14). Esta estrategia combina el uso de DMTr­

dinucleótido amiditos y el'enfoque de separación de resina, como una forma de eliminar la 

redundancia de codones en las bibliotecas de oligonucleótidos. Consiste en generar subconjuntos 

de diferentes codones con se.cuencia B 1B2B3, a través de separar Ja resina que contiene al oligo 

creciente, y hacer reaccioriilr cada fracción con una mezcla específica de DMTr-dinuclótido 

amiditos, portando la ~ecuen:cia B2B3 correspondiente a la segunda·y tercer posición nucleotídica 

de los codones mutantes. Los codones mutantes son completados por la adición de un monómero 

específico a cada una· de las fracciones para définir la primer posición nucleotídica B 1• 

Desafortunada111ente este esquema de mutagénesis requiere el uso de once DMTr-dinucleótido 

amiditos y sobre todo, requiere separar Ja resina para cada codón a explorar, un proceso tedioso, 

laborioso y difícil de automatizar. 

Con base en este antecedente, tomamos el concepto de dímeros, junto con el hecho de que 

los grupos Fmoc y DMTr son químicamente ortogonales para desarrollar un método de 

mutagénesis también basado en codones, donde los codones mutantes son ensamblados a base de 

Fmoc-dímeros y Jos· codones silvestres a base de DMTr-monómeros. Esta idea se vió reflejada en 

el artículo de investigación que acompaña la presente tesis. 
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columna e 
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TG---0 
ca---O 
AC---0 
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GT---0 

CTG--0 
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CAC---0 
CAG---0 
CGT---0 

columna A 

++mezcla IV 

TC---0 
TG--0 

cc----0 
AC-0 
AA-----0 

ATC--0 
ATG--0 

Acc----0 
AAC----€> 
AAJl---0 

columna O 

++mezcla V 

TT----0 
CT---G 
AC--0 
AA--0 
GT--0 

++G 

GTT---G 
GCT---0 

GAc--0 
GAA--0 
aai-<> 

~/~ 
mezclar · 

Neumer, P. et al ( 1998), Nucleic A cid< Res., 26, 1223-1227. 

Figura 14. Método de mutagénesis a nivel de codón ejecutado con mezclas de DMTr­

dinucleótido amiditos y separación de resina en 4 columnas. 

La diversidad del método se fundamenta en la combinación de cinco Fmoc-dinucleótido 

amiditos y cuatro DMTr-monómero amiditos para generar 20 trinucleótidos que codifican a un 

conjunto de 18 aa, como se ilustra en la figura 15. En esta mezcla se excluyen codones para 

metionina y triptofano, porque su inclusión hubiese requerido dos Fmoc-dinucleótido amiditos 
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adicionales, generando un incremento en Ja redundancia .• La racionalización del método, se basa 

en Ja contaminación del oligonucleótido creciente con una mezcfa diluida de Fmoc-dinucleótido 

amiditos; en términos estrictamente contaminantes, solo una~fracción muy pequeña de cadenas 

reaccionarán con Jos Fmoc-dinucleótidos y permanecerán "detenidas", mientras que la mayoría 

de cadenas que no reaccionaron son saturadas con el codón silvestre ensamblado a base de 3 

acoplamientos secuenciales de DMTr-monómero amiditos convencionales. En este punto, estas 

cadenas silvestres se detienen, se remueve el grupo Fmoc y se completan Jos codones mutantes a 

través de una mezcla G/C/T/A de.DMTr-monómero amiditos. Este proceso denominado ciclo 

mutagénico, se repite para cada codón silvestre a explorar. 

81 8283 

T e A G 

TAA t 1 CAA Gin ~ lys 1 GAA Glu 0 
.TIT ,.Phe CTI leu ~ lle 1 GTT Val B 

1 TAT. (tyr CAT His ~Asn 1 GAT 1 Asp ~ 
1 TÓC 1 Cys 1 cae ArR ~Ser 1 GGC 1 Gly ~ 

TCG 1 Ser 1 CCG Pro ACG Thr 1 GCG 1 Ala 0 
Figura 15. Mezclas de dímeros ymonómeros que pueden dar lugar a subconjuntos de codones 

que representan arríin.oá.6idos de distintas propiedades. 

A fin de evaluar esta estrategia, sintetizamos los cinco Fmoc-dinucleótido amiditos, AA, 

TT, A T, GC y CG que se muestran en la figura 16, a través de la ruta de síntesis previamente 

optimizada para trímeros (esquema 111) y Jos DMTr-etil-fosforamiditos de dAb', dGib, dCbz y dT. 

Los resultados concernientes a la síntesis de estos compuestos fueron concentrados en Ja tabla IV, 

así como información de su caracterización espectroscópica y su análisis de calidad por HPLC. 

En términos generales, Jos Fmoc-dinucleótidos se obtuvieron con buena calidad (>90%) y 

rendimientos regulares debido al proceso de purificación cromatográfico, mientras que sus 

respectivos fosforamiditos fueron recuperados sólo por precipitación en forma cruda. 
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Figura 16. Fmoc-dinu~I~ótÍd~'ietfi~rJ~forarniditos y DMTr~nucleósido:.etil-fosforamiditos 
,~- . ;:_:-,:·,'";; -".:":'.·-"?"-;:{,~~~: ~.:- ':';:i".'' :; . ,;·;,:- .. ,.,. 

sintetizados para el· baITidó múÍtiple él~ ámiriOáCidos; 
,-_·:·; \ ;·- • .• -, l. 

-'.\;}~ ·,-, /:''. 

Tabla IV. Result~d():~ ~Jk I~ síhtesis'y análisis d.e los Fmoc-dinucleótido-fosforamiditos 
\ .- - -, . ' . -;. -. " . ;·_-1 -~ - -- - .-

sintetizados' piif~ ~l ~~rrld~'.~41tiple:de aminoá~idos, así como de sus correspondientes 

pre curso.res. 

Compuesto Materias primas Rendimiento 
(%) 

Fmoc-TT 
5' -0-Fmoc-dT 55.2 3'-0-DMTr-dT 

Fmoc-TT-amidito Fmoc-TT 90.5 

Fmoc-AbzAbz 5'-0-Fmoc-dAbz 
50.6 3' -0-DMTr-dAbz 

Fmoc-AbzAb'-amidito Fmoc-AbzAbz 79.4 

Fmoc-Ab'T 
5'-0-Fmoc-dAbz 

61.9 3'-0-DMTr-dT 

Fmoc-A b•T-amidito Fmoc-Ab'T 71.5 

Fmoc-amucb• 5'-0-Fmoc-dGiDu 
89.6 3 '-0-DMTr-dCbz 

Fmoc-Gieucb•.amidito Fmoc-Gieucb• 89.0 

Fmoc-Cb'G18" 
5 '-0-Fmoc-dCb' 

48.2 3'-0-DMTr- dG18
" 

Fmoc-Cb'G18"-amidito Fmoc-cb•aiBu 82.4 
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Pureza t,(min) 
(%) 

95.6 4.34 
4.59 

82.4 18.78, 18.95 
19.65 

94.5 7.07 
7.45 

82.1 24.32, 24.58 
24.71, 24.91 

93.2 5.69 
5.98 

91.2 21.48 
22.21 

97.9 6.95 
7.94 

82.l 24.01, 24.29 
25.27, 25.48 

98.0 8.29 

54.5 25.19, 25.38 
26.90, 27.07 

31 P NMR (ppm) 

-0.483 
-1.216 
148.399, 147.998 
-0.671, -0.695, -O. 718 
-0.896 
-1.135 
148.210, 148.190, 148.178 
-0.695, -0.900 
-0.567 
-1.098 
148.30, 148.00 
-0.668, -0.685, -0.705 

0.092 
-1.683 

149.10, 148.70, 148.30 
-0.530, -0.607, -0.705, -0.718 

-1.263 
-1.656 

148.452, 147.968, 147.656 
-1.545, -1.697, -1.828 
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Evaluación biológica 

Las 13-lactamasas son enzimas ampliamente distribuidas en las bacterias, siendo 

responsables de la resistencia de estos microorganismos a a11ti~iót!~os 13-lactámicos, como 

penicilinas y cefalosporinas de uso muy común en el tratamiento de enfermedades infecciosas. 

Sin lugar a duda, son uno de los mejores modelos proteicos para estudiar aspectos tan diversos 

como especificidad, catálisis y plegamiento, debido priricipalmente a su pequeño tamaño (263 

aa), a la presencia de estructuras cristalográficas resueltas [62], al conocimiento de su mecanismo 

catalítico [63], a la existencia de una gran variedad de sustratos que comparten el mismo núcleo 

básico pero cuyas cadenas laterales confieren un amplio espectro de especificidades. Además, se 

conoce con cierto detalle el papel que desempeñan muchos de sus residuos [64]. De manera 

particular, nosotros decidimos trabajar con la ¡3-lactamasa TEMpuc19 porque se localiza en el 

vector de clonación pUC 19 ampliamente difundido en los laboratorios de investigación y es 

funcionalmente equivalente a la enzima TEM-1 (figura 17), clínicamente importante. El sustrato 

natural de TEM-1 es la penicilina-O o bien el análogo de ella, la ampicilina, causando la ruptura 

del anillo 13-lactámico. Estos dos antibióticos, mostrados en la figura 18 pertenecen a las 

penicilinas de primera generación. En cambio TEM-1 es susceptible a ceftazidima, un 

antibiótico que pertenece al grupo de las cefalosporim1s. Aquí cabe mencionar que el esqueleto 

básico de las penicilinas está formado por dos heteróciclos fusionados entre sí, un anillo 13-

lactámico y un anillo tiazolidina, mientras que en el caso de las cefalosporinas el anillo 

tiazolidina es reemplazado por un anillo dihidrotiazina. Por tanto, aunque ambos tipos de 

antibióticos están agrupados como 13-Iactámicos, las cefalosporinas son moléculas más 

voluminosas que las penicilinas. 

Para valorar el método de mutagénesis, se aleatorizó la región 237-243 de la enzima 13-
lactamasa TEMpuc19, que incluye los aa Ala237, Gly238, Glu240, Arg241, Gly242 y Ser243, 

numerados con base en la clasificación de Ambler [65]. En la literatura se ha descrito que 

cambios sencillos de G238-7S y E240-7K en la enzima silvestre, incrementan su eficiencia 

hidrolítica hacia el antibiótico ceftazidima aproximadamente 70 veces, mientras que la mutación 

doble G238-7S + E240-7K la incrementa 2668 veces y la mutación triple G238-7S + E240-7K 

+ R24 l-7G 5794 veces [66]. Por tanto, esta región proteica contiene determinantes importantes 

para el cambio de especificidad desde ampicilina hacia ceftazidima y resulta un buen modelo 

para valorar si tales residuos estarán representados en las bibliotecas ensambladas con Fmoc­

dinucleótidos, en ventanas de mutagénesis superiores a aquellas ya exploradas. 
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Figura 17. Estructura de la B-lactarnasa 

TEM-1, mostrando la región randomizada 

237-243 y el residuo catalítico Ser70 como 

referencia. 

CEFTAZIDIMA 

NCH,M:y H 

'CMi-=9-°V 
COOH !', 

CEFOTAXIMA 

Figura 18. Estructura química de dos 

antibióticos de tipo penicilfnico y dos de tipo 

cef alosporfnico. 

Por tanto, éste estudio se inició con la síntesis del oligo mutagénico: 

5' GAT AAA TCT GGA<GCC>(T>(AG>(GTVGG VCT >GC GGT ATC ATT 3' 
NXX XX XX xx~xx~xx 

dirección de síntesis 

a través del programa convencional de ensamble. Primeramente se sintetizó la región flanqueante 

3' usando DMTr-monómeros convencionales; enseguida se contaminó la secuencia silvestre, 

mezclando en línea un coctel diluido de los 5 Fmoc-dinucleótido amiditos (XX) y el DMTr­

monómero amidilo que definiría el nucleótido 3' del codón silvestre a mutagenizar. Se completó 
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el codón silvestre con 2 acoplamientos de DMTr-monómeros, se removió el grupo Fmoc de las 

cadenas modificadas y los codones mutantes se completaron con una mezcla equimolar de los 

cuatro DMTr~monómeros (N). El ciclo mutagénko se repitió· cinco veces más hasta COJl1ple!~ Ia 
·_:_-~co--'-i- - -''-~~~c:;-"";~-~--,o;O:~';""':':..c;=-=--=i:_:;;,icc ~-=."""."~~---~';;::-;;_ -

ventana de prueba. r,. 

Análisis previos de lo~ ffu<:>~:~iÓ~cJ~ót,~ctd,~.¿ ~,~~Í~r1 mostrado que éstos comp~estos 
poseían distinta reacti~idad reI~tÍ~~. -Pº~''l()\q,pe -~J ~octel se preparó con/diferentes 

concentraciones d.e. c11d!l.2!1M- ~~-º112~ Pa.!"~~tiatar_de ~()mpensar dichas diferencias,. nol-m~lizando 
con respe~t~~:1·.'clíg~;6tt.f tjlie~-~e~ültó la:es~eé:ie más reactiva (TT:AA:AT:GC.:CG ~ 
l.OO:L03:{:¡q:1.ffi;~2j~¡ ·s ;_ , 

§s ·i#l@i-t~hi~c~~_¡Í~iq!la!'que I~ co?ce~tración total del coctel de Fmoc-dfmeros fue 41 

mM, mient;a/qu~ld;bMTr:mbnÓ~e;o~.~tilizad~s para ensamblar la secuencia silvestre fueron 
- - .. , - . . ' - ; ' . -. . . .. ' " ~; ., .. '.'. ' .-'-_. ~- . , - ' . 

utilizados i ct;!lc~ntraciór1 lOo'IU¡lyi. As~hiiJndo que tanto los DMTr-monómeros, como los 

Fmoc-dímeros debían pose~r uri~ ;~actlvidad similar, se esperaba obtener una contaminación 

promedio de 29.2%, sin en11:;arg() ~l~I1i~el experimental de contaminación fue de 40.5%, 11.3% 

arriba del valor esperado. Tal resultado es indicativo de una mayor reactividad de los dímeros con 

respecto a los mon~meros -y correlaciona con Ja observación general de que los alquil­

fosforamiditos [40] son más reactivos que Jos 13-cianoetil fosforamiditos, debido a un efecto 

electroatractor por parte del grupo 13-cianoetilo sobre el fósforo trivalente, desfavoreciendo la 

salida del radical diisopropilamino. A pesar de esto, el nivel de mutagénesis fue cercano al 

predicho. 

Este oligonucleótido mutagénico se denominó Blamut42 por su contenido de nucleótidos 

y al igual que en el barrido de alanina, también se sintetizó el oligonucleótido silvestre Blawt42 a 

fin de usarlo como control en los experimentos electroforéticos. 

Una pequeña fracción del oligo mutagénico blamut42 se trató igual que el oligo 

GAFTGAmut, pero ahora debido al mayor número de variantes en Ja población, se observó un 

barrido de productos de menor migración con respecto a blawt42. Al tratar una pequeña fracción 

del oligo semidesprotegido con tiofenol/NH40H para desetilar los fosfatos internucleotídicos de 

los codones mutantes, se generó una banda con migración idéntica al oligonucleótido silvestre 

(figura 19). Por tanto, en vista de que no sería posible realizar la separación de variantes (a pesar 

de que con mezclas de pentadecámeros de timidina si lo fue), el resto del oligo blamut42 todavía 
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enlazado al soporte de síntesis, fue primeramente desetilado con tiofenol/trietilamina y luego fue 

completamente desprotegido con NH40H concentrado y pu1ificado por gel de poliacrilamida. 

Figura 19. Análisis del oligo mutagénico 
blamut42 por electroforesis en gel de 
poliacrilamida. Carril 1: oligo control 
blawt42 semipuro; carril 2: oligo blamut42 
parcialmente etilado; carril 3: oligo de carril 
2 tratado con tiofenol/NH40H para eliminar 
los etilos internuclcotídicos. 

La amplificación y clonación de la biblioteca Blamut42 se realizó de manera similar al 
. . ". . 

barrido de alaninas. Se creó primero un megaprimer de 19s bp pOr PCR, 

utilizando el plásmido pUC 19 como templado, y los oligos Bl~rn~t42 y t~Üend~ho como 
"" ,• .. , '· ' . ·, " 

iniciadores de la reacción de polimerización. El oligo ÚilenciXho de secuencia 

5 'agccgtggatcgtggctcgagtcattaccaatgcttaatcag3' es parcialmente complementario a la terminal 3' 

del gen b/apuc19 localizado en el plásmido pUC 19 y contiene el sitio de restricción Xho l. En una 

segunda reacción de PCR utilizando nuevamente el plásmido pUC 19 como templado, la mezcla 

de megaprimers y el oligo SPNco se utilizaron para generar fragmentos de 873 bp conteniendo 

los genes mutantes completos. El oligo SPNco de secuencia 5' cgggccatggctattcaacatttccgtgt­

cgcccttattcccttttttgcggcattt 3' es parcialmente complementario a la tenninal 5' del gen b/apuc 19 y 

contiene el sitio de restricción Neo l. Los fragmentos fueron digeridos con la mezcla de enzimas 

Ncol/Xhol y ligados al vector pT4 previamente linearizado y conteniendo el promotor natural bla 

de la 13-lactamasa TEM-1. La ligación vector-inserto fue electroporada en la cepa E.coli XLI­

Blue y una milésima parte fue plateada sobre LB ccín kanamicina para recuperar solo las células 

transfonnadas, ya que el plásmido pT4 contiene.el gene que confiere resistencia a este antibiótico 

no-penicilínico. El tamaño del banco de mutantes, crecido sin selección hacia un antibiótico 
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penicilínico se denominó banco 1 y fue de 106 variantes. El resto de la electroporación se diluyó 

con LB líquido y se recuperó como una genoteca de plásmidos. Se analizó la diversidad de éste 

banco por secuenciación de DNA de 20 clonas escogidas al azar (Tabla V), observando un mapeo 

completo de toda la ventana de mutagénesis. 

Tabla V. Banco de mutantes (banco 1) crecidas sin selección hacia un antibiótico penicilínico y 

generado con el oligo mutagénico Blamut42. Secuencias nuC!eotídiéas de fa región 237~243 del 

gene b/apuc19• Las celdas vacías representan a los codones silvestres. Las clonas silvestres (8) no 

se incluyeron en la tabla. 
', ' 

" 
Clona .. Secuencia nucleotldica 

Wt GCC GGT GAG CGT GGG TCT 
Blmutl GTG TCG TCG 

Blmut7 CGC AGG GAT 

BlmutlO CGC GCG GAA 

Blmutl2 GAA GAA AGC 

Blmutl3 ACG GGG GGC 

Blmut!S GCG TGC AGC GAT 

Blmutl9 TTT 

Blmut20 GCT TCG GAT GCG 

Blmut3 ATT _A GGC eco AAT 

Blmut9 C_T TCG 

Blmutl7 TGC CTT AAA 

De estas clonas, una resultó contaminada con otras y fue eliminada, mientras que otras 

tres resultaron con deleciones y 8 fueron clonas silvestres. Las deleciones de un nucleótido, al 

menos en los casos de las clonas 8 l mut9 y 81mut17 cayeron en regiones silvestres ensambladas 

a base de DMTr-monómeros convencionales y solo se explican a través de pasos de capping o 

destritilados incompletos (58]. En este banco se obtuvieron principalmente mutantes tripies y 

aparecieron 15 de los 18 posibles aminoácidos. Sin embargo, un análisis más detallado de las 

secuencias, permitió determinar que el banco presentaba sesgo hacia codones generados con el 

dímero CG. Este resultado correlacionó con la reactividad relativa de la mezcla de dímeros 

utilizada para este experimento, determinada por HPLC a través de la síntesis de una mezcla de 

trímeros CGA, GCA, AAA, ATA y ITA (figura 20A). De manera adicional, aparecieron cuatro 

codones mutantes que fueron generados con los dímeros TG, GT, y GG, los cuales no forman 

1 
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parte del coctel utilizado y debieron generarse por error de la enzima Taq-DNA-polimerasa 

durante las reacciones de amplitfoaciÓn [22], o bien por modificaciones químicas de algunos de 

los nucleótidos durante el ensamble o tratamiento del oligonuclcótido mutagénico. 

~ .. 
A !! B 

! ~ 
,; ., 
~ " • 

! 
~ 

! ~ "' :! ~ 
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Figura 20. Frecuencia d.etrinucleótidos generada con las mezclas de Fmoc-dinucleótido amiditos 

utilizadas pará erisa.Jtil:>ia.f I~~ bibliotecas de aligas Blamut42 y Blamut63. 

Para fratar de solucionar el problema. de sesgo hacia cierto tipo de codones y secuencias 
-:: ~ ?·: ... ·. 

extrañas en los bancos, se resinfotiió eh'oligonúcleótido mutagénico utilizando ahora zonas 

tlanqueantes más grandes para trat;; <le'~til11entar la especificidad de hibridización con el 

templado, además de una distinta proporción de dímeros (TT:AA:AT:GC:CG~ 

1.00: 1.03: 1.03: 1.03: 1.23). La nueva mezcla mutagénica de dímeros dió lugar a una frecuencia 

aproximada de 20% para cada uno de los trímeros generados con el nucleósido dA, según el 

análisis por HPLC (figura 208). 

Este segundo oligonucleótido mutagénico, Blamut63, fue ensamblado con la secuencia: 

GCC GGx:~GT GGG,,CT 
GG TTT ATT GCT GAT AAA TCT GGA~~ ,/"\'lfXX~~NXX~GC GGT ATC ATT GCA GCA CTG G 

en fonna similar a Blamut42. La tasa promedio de mutagénesis para este oligo fue de 29.1 % por 

codón. 
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El experimentode clonación dió lugar a un banco sin selección hacia un antibiótico 
e_ •• ._' ' -·- - - ·- - • -- • 

penicilínico/génerandÓ 1.5X:106 variantes y denominándoselebanco.2.A fin de il~~Üzar la 
',''. ·.·\ ,- . ..;.:- ·--·-- _., 

diversidad i!ltro1lucid(con.eLoligo Blamut63, se secuenciaron 20 clonas araz.~rde éste banco y 

los resulfadbs ~;~J~~c~~traron en la Tabla VI. Tres de las clonas resultaronc.bnt¡;miriadas con 

otras••y f'Úel'6n'"cie~'caAadas, mientras que otras tres presentaron deleciones·6 Ín~~rciones de 
.--:.::_ ·_. :·· . ' ·- .. : 

nucleótidos. De las 14 variantes restantes, 6 correspondieron a clonas sHvestres y no fueron 
.·- ·. -

incluidas en la tabla. La distribución de mutantes mostró un niapec{casfcompléfo' de la ventana 

de mutagénesis, obteniendo principalmente mutantes dobles, que corr~iaciona~ con la tasa de 

mutagénesis experimental. El único codó? que no apareció'mutag~nizado en. este banco fue 

GGG, y la posible razón es que desde el punto de vist~ ex~~riffie~tal:.~cii~ho é'odón fue el que 
. . . ' ' . . ' ' -_ ? ' -,~ . ' . . . ' . - . - . , 

presentó menor incorporación de la mezcla mutagénica;siendÓ;sti'l1ivel cici contaminación de 
' .... ; ',,-- ~' . . . ¡': '; . - "'- . - '·. ~.: - . ;"~ -- ; ·, . 

17%, es decir, 12% menos que el nivel de mutagénesis pr~m~clio';'L~ \larla~ióü''bn los niveles de 
'- ,._ >>:· , :~__:,~:;..- ~-t~~-~- -~.<-_)_;_;' ·:.:.-~;, __ ~, .::-·> -. 

contaminación particular para cada codón, realinent(r~t]ej~ l1.n· proplema técnico, que 
-< .'._: . <} ~ r· ;. --~<:::-:--- - i"/~~ ;_ "~ ·,:-::? "- :·~ .. -

probablemente se solucionaría con una cámara premezcladóra aritestleJlegar a la columna de 

síntesis o bien premezclando cada uno de los DMTr-rrio~óni~r~~·;e:J~·:I.~ mezcla mutagénica de 

Fmoc-dímeros. 

Tabla VI. Banco de mutantes (banco 2) crecidas sin selección hacia tfn a~tiJ,i,ótiFo•penicilínico y 

generado con el aligo mutagénico Blamut63. Secuencias nucleotídicas de Ú1Fe~ió~·237-243 del 

gene b/apuc19• Las celdas vacías representan codones silvestres. Las clonas silvestr(!S'(6)no se 

incluyeron en la tabla. 

Clona 

Wt GCC 

B2mut2 

82mut4 CAT 

82mut7 

82mut8 GCG 
B2mut9 

82mut10 TIT 
82mutll 

82mutl2 GTT 

Secuencia nucleotídica 

GGT GAG 

ATT 

GCG TAA 

CAA 

AGC 

GAT 

TAT 
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CTT 
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Una fracción del banco de plásmidos proveniente del banco 2 y consecuentemente 

generado con el oligo Blamut63, fue retransfonnada y seleccionada sobre 4 cajas de ceftazidima 

a concentración de. g.2?J-Lg/ml, a fin de seleccionar mutantes hacia esta cefalosporina con 

resistencia 100 veces mayor a la enzima silvestre. De este banco, denominado banco 3, sólo 

crecieron 13 colonias. Se recuperó plásmido de todas ellas (excepto la mutante B3cazmutl0 que 
,·.. ~·--.. -

fue un falso positivó) y se secuenció la región mutagenizada, concentrándose los resultados en la 

Tabla VII. Estos datos móstiaron que el oligo Blamut63 sólo era capaz de explorar el espacio de 
-, ., .. 

secuencia correspondiente a mutantes dobles y sencillas, pero no era capaz de explorar todas las 

mutantes triples, porque ninguna de las reportadas por Palzkill [6.6c] fue recuperada. 
;:::<:::_' ;:)'.;· 

Tabla VII. Banco de ml.lt~rit~s; (banco .3) crecidas éon ·~ei~~dón :hácia la cefalosporina 

CEFTAZIDIMA, generado ébn ·;¡ ~;ig6 nil1tagénico ~la~út63:'seC:bellci~s ~ucle~tí~icas de la 

región 237-243 del gene b/apuc19• La~celdas vacías representan a lbs codo!les silvestres. 

Clona Secuencia nucleotídica (aminoácido) 

Wt GCC(A237) GGT(G238) GAG (E240) CGT(R241) GGG(G242) TCT (S243) 

B3CAZmutl cae (R) 

B3CAZmut2 AGC (S) 

B3CAZmut3 AGC (S) AAA (K) 

B3CAZmut4 AAA (K) aco (A) ', 

B3CAZmut5 CaC(R) ', 

B3CAZmut6 CGC(R) :. : ; 'i'> ':::' 
B3CAZmut7 TCG (S) cae (R) "' ·: •' .:+~ ' ¡}·, :,,,,, ' ,.¡., 

B3CAZmut8 TCG (S) cae <R> ', y; ''¡•::.i ¡j'i, ,,.:•,,'" 
;i .q·;," .:, .. ,,.. 

B3CAZmut9 CGC(R) i· ''.: ,¡ ji.··''¡i,¡,·.i' 
",• 

B3CAZmutll AAA (K) oca (A) 

B3CAZmutl2 AAA (K) oca (A) 

B3CAZmutl3 cae CR> GAT (D) 

A fin de buscar las mutantes triples de Palzkill y sobretodo sabiendo que el banco 1 

generado con el oligo Blamut42 estaba enriquecido con este tipo de variantes, se retransformó 

una fracción del banco de plásmidos generado con tal oligo y se seleccionó nuevamente sobre 

ceftazidima a 12.25 µg/ml. En este banco, denominado banco 4, crecieron 11 mutantes, de las 

cuales B4CAZmut3 fue un falso positivo, mientras que el resto de ellas fueron secuenciadas y los 
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resultados se concentraron en la tabla VIII. En este banco resurgió la doble mutante E240K:R24 l 

que apareció por triplicado en elbanco 83 y también surgió la mejor triple mutante de Palzkill 

(B4CAZmut6) [66]. 

Tabla VIII. Banco de mutantes (banco 4) recuperadas con selecció11 hacia1_lacefalosporina 

CEFTAZIDIMA, generado con el oligo mutagénico Blamut42;.ise<!uehci~~n~:6IeC>tídicas de la 

región 237-243 del gene b/apUCl9• Las celdas vacías representan a los coclone~'süye~ti:es.~ . 
~ - ·-:-'";··-- " .'...> 

Clona Secuencia nucleotídica . 
Wt GCC GGT GAG CGT GGG TCT 

84CAZmutl AAT AAA CAA 

84CAZmut2 a ca 

84CAZmut4 cae 

84CAZmut5 aca 

84CAZmut6 AaC AA a aac 

84CAZmut7 cae 

84CAZmut8 AAA aca 

84CAZmut9 AA a 

84CAZmutlO AAT AA a a AA 

84CAZmutll aTT 

Las 22 mutantes provenientes de los bancos 3 y 4, fueron retransformadas, subclonadas y 

secuenciadas completamente para asegurar que los cambios de especificidad hacia ceftazidima se 

debían estrictamente a cambios en su secuencia primaria de aminoácidos y no a mutaciones 

cromosomales de la célula huésped [67]. Las clonas fueron secuenciadas completamente, se 

agruparon y se les analizó su resistencia contra ampicilina, ceftazidima y cefotaxima. Los 

resultados se concentraron en la tabla IX. Varias de ellas presentaron mutaciones puntuale.s del 

residuo 164, causadas por error de la polimerasa. 

Discusió11 de las muta11tes. 

El primer punto a notar de las tablas VII y VIII es que los residuos Ala237, Gly242 y 

Ser243 siempre se conservaron bajo la selección de ceftazidima, indicando que son los 

aminoácidos óptimos de la región analizada para generar una hidrólisis eficiente de esta 

cefalosporina. Previamente se había encontrado un resultado similar para la Ala237 [68] a través 
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de mutagénesis convencional NNG/Cde los tres residuos contiguos Ala237, Gly238 y Glu240, 
- . -_ -_ " . . - . - - ' - ' ~. -, .' - . - ' - - -

pero no habían sido descritos para los residuos Gly242 y Ser243. El método también fue capaz de 

reprodu~ir·~Ias··.·.d~bles ·.· mutantes··~·G2.38.s:EÍ4ó'R.;~~-G23SS :E240K· y la ·triple,. mutante 
.- .. ·-' -.!:' -~.~'t'_:-:',';' ,'.··:· :•; - . ; - ' , 

G238S:E240K:R241G que surgier.ºI1 el\d()'s bibli~tecas independientes (66, 68]. Las triples 

mutantes G238N :E240K:R241Q y{J;38Ñ:~i4ó'í(:fu4 Í E, aunque son nuevas, son esencialmente 

similares a la doble mutante G238~:~~46ki~l'8ha~a por Cantu (68]. 
. -- . . .- . e ·-: ;-·'~ ! - ..;;-,,,:; ~::·,;.- - . • .• : .:.: •. 

·=--0~- - ~:_,;F~t.#z-~'.~~:fi_,-=,;:<-~:=o:-= 

Tabla IX. Sustituciones de aminbi~Í~ó~;~J{~ütantes resistentes a ceftazidima, obtenidas de las 
' ' 

0
'.o' .··;_,-''..-~,;·~C/•~-;;/:~/'.~~~.;::<f,'.1 '.;:"';::~·_::-/+:·: '.-:_· 

bibliotecas de oligos I3l~fl1l~t4g}i'i_1ªI.rtirl,~t63 y sus respectivas susceptibilidades frente a 
..... > -~ ''._-;-: .. : _:~-'.~::: . : '.:?>~.' _;:-.:·::; . .--,_-.(f')? .':·=-·:: 

ampicilina (AMP), ceftazidijna (C:Az)S1 cefotaxima (CTX). 
:'·"':' ~--: ·: :-:·.:\ --.. ~:i.-·--·i;::~¡ '~:-<:·-:.-. ·..;-

·•··· > ~> ··/. .. .':';-:-_-,_ 

. ·• .. : 
MIC (µg/ml) 

Clonas Aminoácidos (codones) 
AMP CAZ CTX 

wt Rl64 (cgt) 0238 (ggt) E240 (gag) R241 (cgt) 2400 0.15 0.06 

Palzkill wt S (agc) K (aaa) G (ggc) 1200 15 0.48 

B3CAZmut7, B3CAZmut8 wt S (ICI!) R(cgc) 2400 20 1.92 
B3CAZmut3 wt S (agc) K (aaa) 1200 15 0.06 
B4CAZmut6 wt S (agc) K (aag) G (ggc) 1200 15 0.48 
B4CAZmutl wt N (aat) K (aaa) O (caa) 600 15 0.24 

B4CAZmutlO wt N (aat) K (aag) E (gaa) 600 15 0.48 
B4CAZmut2, B4CAZmut5 wt A ( cg) 2400 20 0.48 

B4CAZmut9 H ícat) K (aag) 2400 15 0.12 
B3CAZmut l, B3CAZmut5 H (cat) R (cgc) 1200 30 0.24 
B3CAZmw~B3CAZmu~ 

B3CAZmut2 H ícat) S (agc) 1200 20 0.12 
B4CAZmutl 1 1-1 (cat) V (gtt) 1200 10 0.12 

B3CAZmut4, B3CAZmut 11 H (cat) K (aaa) A (gcg) 600 50 0.48 
B3CAZmutl2, B4CAZmut8 
B4CAZmut4, B4CAZmut7 C(tgt) R(Cl!C) 1200 20 0.24 

B3CAZmutl3 e (tl!tl R (cgc) D (l!at) 600 10 0.12 

Como se observa en la mitad inferior de la tabla IX, algunas mutantes muy interesantes, 

dobles y triples, aparecieron en ambas bibliotecas, donde los reemplazos están separados por al 

menos 74 aa. La sustitución de la arginina 164 por histidina o cisteina fue claramente generada 

por error de la enzima "Taq DNA polimerasa" (22], a través del reemplazo de una guanina por 

una adenina o una citosina por una timina respectivamente, en el codón silvestre. Estas 

mutaciones aparecieron en nuestras bibliotecas porque se ha demostrado que la sustitución del 

residuo Argl 64 por cualquiera de los otros 19 aa incrementa la resistencia hacia ceftazidima (69]. 

··~-~--" .. , 
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Se ha sugerido que este cambio de especificidad de penicilinas hacia cefalosporinas se debe a la 

destrucción de un puente salino formado entre los residuos altamente conservados Arg 164 y 

Asp 179, lo cual relaja la estructura denominada Q-loop, compuesta por la región 164-179 que 

cubre el sitio activ(). y:~o~\o tanto permite un mejor acomodo de antibióticos voluminosos como 

las cefalosporinas,(69).c De hecho, la mutación R164Hha surgido en 8 mutantes clínicas en 

combinación c~·rir~~htp!azos en otras posiciones. Un ejemplo es la doble mutante natural TEM-

28 (70], po~ancfo1ibs~cambios Rl64H:E240K, la cual también surgió .en nuestras bibliotecas 
. ! .•. ·,,·.:•, _:,:;::·1 _-,,->: 

como la ITiutant~B4:CAZmut9. La pregunta en este punto es, ¿porqué la Argl64 fue reemplazada 
\ - '-~ -··-. ,-._,_, - --··,·.e 

por histidina;;o ~ist~_ina y no por asparagina o serina?. Vakulenko demostró que las mutantes 

sencill~s'.de_~~iª~;a~'kr~sentaron la mayor resistencia hacia ceftazidima. La razón es muy simple, 

un cailibio'd,e Ai? ~acÍa, Asn requiere dos sustituciones nucleotídicas en el codón silvestre "cgt", 

un ev~nt6rnuy lrnP~9b~blé en la mutagenesis puntual. Sin embargo, la mutación R l 64S si puede 

generárseporu~~ tl'lutación puntual, convirtiendo el codón "cgt" en "agt", pero en este caso se 

requiefe unX'.tr~hsversión de base, representando un evento mucho menos probable que las 

transiciones de bases que dieron lugar a los codones de histidina y cisteíria. 

Al analizar la región mutagenizada con las bibliotecas. de oligonucleótidos, en todas las 
' .· . 

mutantes resistentes a ceftazidima se obsel'Vó. úna. sustituc_ión preferencial del Glu240 por 

aminoácidos catiónicos como Lys y Arg, re~~JtJdo q~eco~cuerda con un modelo propuesto para 

el cambio de especificidad hacia este antlbiÓÚcdf e1'dual sugiere la formación de una interacción 

electrostática. entre Ja cadena lateral de esto~ résÍduos y el grupo carboxilo de la cadena del 

antibiótico [71 ]. En este sentido, el incremento de la resistencia hacia ceftazidima por parte de las 

dobles mutantes RI64H:E240K, Rl64H:E240R y Rl64C:E240R es el resultado de la 

combinación de dos efectos: expansión del sitio activo e interacción electrostática entre el 

sustrato y la enzima mutante. 

La mejor de nuestras mutantes, Rl64H:E240K:R241A, mostró una resistencia hacia 

ceftazidima 333 veces mayor que la enzima silvestre y se recuperó en las dos bibliotecas de 

oligonucleótidos. Esta mutante combina los dos efectos recientemente citados, pero de manera 

adicional la sustitución de Arg24 l por alanina generó un incremento de resistencia de 3 veces con 

respecto a la doble mutante Rl64H:E240K. De todas las mutantes que poseen un residuo 

catiónico en la posición 240, se asume que Ja cadena 713 de ceftazidima debe estar acomodada en 

el surco que se forma entre el Q-Joop y la vuelta que une las cadenas-13 B3 y B4. Por esa razón Ja 
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reducción de volumen de la cadena lateral del residuo 241. disminuye las interacciones estéricas y 

permite un mejor acomodo de este antibiótico. 

ótra evidencia que sugiere un mejor acomodo'.~ef I~ é~de~~ c%:clfi! ~fitibÍÓti66 en el citado 
, , .:·. • : ·_ -(>-:- .::(:{_y· ::: .. ~;, ,:T;:_~/:·,,.x~?;:·.,_. '-':~t:~ :·_ ::.~-.:~-'-:~ ;~·::~··-\: ,'.'.h'}¡~: -~-~-·}'; .. ; :.' • 

surco; es la mutante doblemente aislada 84CAZmut2 y.84CAZmut5;'en la.cual dos aa contiguos, 
: : > - . -_. -_,·"_·'~. ___ : :)·; :::-~---~~':_ -,.~:_;·t(:~,(.~~;:_,-i;}};_"-;;:~:1i··;·~~0:~~~ · · '~~-;~~~~$~-~~-;::~-~~< ~-:· ::.:~::. -. _, 

Glu240 y Arg24 l; ·fueron sustituidos por una alaniilii;~gerieráridoS,é, hFdet~-ció.n'de ún aminoácido. 

Esta mutación pudo haber generado la expansló~ '<l~F;~~fi:o'y h~b·~'~i·~'i~J\'iarazón para el 

incremento de~feslstencia de 133 veces cori respe2éfo'~¡i l~~silve;fri~:T~¡;~~~tltado también 
-.-' -- . ,. - - - ,,_-._,·. _·,_ ~- '. ::_;_, '.i,·,·> --~:-.' .... ;:..:.:::·· -, -:::· 

correlaciona con el cambio de especificidad hacia ceftazidima causado pofla expansion del sitio 

activo de.bido al relajamiento [69], reducción [72] o alargamiento [73] d~l n-loop. 

La doble mutante Rl64H:E240S es interesante porque elresiduo más frecuente en la 

posición 240 de otras B-lactamasas clase-A es la serina [65]. Quizá esta mutante debe incrementar 

su afinidad hacia ceftazidima por la formación de un puente de. hidrógeno entre el hidroxilo de la 

cadena lateral y el carboxilo de la cadena 713 del an.tibiótico. 

Desde un punto de vista clínico, la do~l.e: mutante R.164H:E240V es atractiva porque 

ambas mutaciones pueden genef~rs~ 1Jir.Üi'Üt¡fio~e~ purituales de los codones originales. Sin 

embargo el reemplazo de glutámico porvaÍilla:,~equiere la transversión de adenina por timina, y 

esta es la razón por la cual aún no ha súfgido de manera natural. Esta mutante claramente 

desarrolló resistencia a ceftazidima a través del modelo de expansión del sitio activo [74]. En 

mutantes G238S se ha propuesto que la expansión puede ser causada por repulsión estérica de la 

serina con los residuos Met69 or Asnl 70, ya sea desplazando la cadena B3 [74] o el Q-loop [75]. 

Nosotros especulamos que, en contra al residuo polar silvestre Glu240 dirigido hacia la fase 

acuosa, la cadena lateral hidrofóbica de la valina se debe alejar del medio acuoso y generar una 

repulsión estérica con cualquiera de los residuos mencionados arriba, causando la expansión del 

sitio activo. 

Discusión de la variabilidad. 

Basado en las tasas experimentales de mutagénesis de los oligos Blamut42 y Blamut63, se 

calculó a través de la ecuación de distribución binomial la frecuencia esperada (PT00,) de cada tipo 

de mutante y se determinó en base a los datos de secuencia de las tablas V y VI la frecuencia 

experimental (P.,P) de las variantes obtenidas en cada uno de los bancos generados sin selección. 

Los resultados resumidos en la tabla X, evidenciaron un sesgo muy significativo hacia las 
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secuencias silvestres, ror ejemplo, en Blamut42 se esperaba un4.7% de secuencia silvestre y se 

obtuvo 50%~ 45.3%másd~)~ esti~ado. En lo que respecta~ las muta~tes, sol~ ~Iamut63 parece 

haber generado·u~~a di.st~bll~ión verdaderár11ente ·binomial, con el picoen'lascdóbles· mutantes. 
' -- " . . ~; : ' .,_ -· ·- "'-. . ,."' ' -

Con base en tales.resultad()s,·asumimós que el sesgo en la distribución de variantesde~ió haberse 

generado poieei :·Joti{e ~roce;~ ele PCR usado para ensamblar cada bibÍio;e~a de oligos, 

probablemente c~tl1g· co~secu~ncia de una mejor complementación de las s~~uencias más 

homólogas áláseciiegéiasilvesti:e, tal como fue demostrado por Ward and Ju~firi.l('i6J: 
l _/_ •• ·.:. ,'; ' 

Tabla X. Frecuencia teorica y experimental de las variantes obtenidas siii sel~cd~ó¡i'~d~ lasdnco 
. ·, -, ' ... :~ :· '.··' '.'.;:·; . -

bibliotecas de oligonucleótidos mutagenizados con el método de Fmoc-dímeros. a representa la 

tasa de mutagénesis, P1• 0, la frecuencia esperada y P••P la frecuencia experimental. 

Codones mutantes Blamut42 Blamut63 polylinker20 Polylinker49 polylinkerlOO 
por variánte (ex= 40.5 %) (ex= 29.0 %) (ex= 20.5 o/.o) (ex= 48.9%) (ex=I00%) 

Preor Pc,n PTcnr Pc,n Prcnr Pc,n PTeor Pcxn PTcor Pc11:n 

o 0.047 0.500 (8) 0.128 0.428 (6) 0.262 0.281 (9) 0.016 0.000 (O) º·ºº 0.00 (O) 

1 0.187 0.063 (1) 0.314 0.214 (3) 0.393 0.531 0.094 0.125 (4) 0.00 0.00 (O) 

2 0.311 0.000 (0) 0.321 0.286 (4) 0.246 0.125 (4) 0.234 0.250 (8) º·ºº 0.00 {O) 

3 0.276 0.313 (5) 0.175 0.071 (1) 0.082 0.062 (2) 0.313 0.250 (8) 0.00 0.00 (O) 

4 0.138 0.125 (2) 0.053 0.000 (0) 0.015 0.000 (O) 0.234 0.187 (6) 0.00 0.00 (O) 

5 0.037 0.000 (O) 0.009 0.000 (O) 0.001 0.000 (O) 0.094 0.125(4) 0.00 0.00 (O) 

6 0.004 0.000 (0) 0.000 0.000 (O) 0.000 0.000 (O) 0.016 0.062 (2) 1.00 1.00 (32) 

Secuencias 16 14 32 32 32 
analizadas 

A fin de demostrar que la mutagénesis a ~ivel de codón basada en dímeros, sigue un 

comportamiento binomial predecible en la frequencia de mutantes, se sintetizaron tres bibliotecas 

a tasas de mutagénesis de 20%, 49% y 100% con la secuencia: 

5 'agtgccaagcttgga-GCC-GGT-GAG-CGT-GGG-TCT -cgcgaattcgtaatc3' 

aleatorizando cada uno de los codones marcados en mayúsculas con el conjunto de codones 

NXX. En los extremos flanqueantes se crearon sitios de restricción Hindlll y EcoRI para clonar 

las bibliotecas de oligonucleótidos como "cassettes" en la zona del polylinker del plásmido 

pUC 19 y evitar las reacciones de PCR. Por tanto, las bibliotecas se etiquetaron como 

polylinker20, polylinker49 y polylinkerl OO. Los oligos mutagénicos fueron convertidos en sus 
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dobles cadenas por extensión del primer complementario 5'gattacgaattcgcg3' y acción de una 

polimerasa de DNA que funciona a 37"C -fragmento Klenow-. Cada banco fue secuenciado hasta 

completar 32 secuencias en fase de lectura (Tablas XI, XII y XIII), observándose una fuerte 

correlación entre la tasa de mutagénesis y el tipo de mutantes creadas: a mayor tasa mayor 

frecuencia de mutantes múltiples y viceversa. La frecuencia de mutantes para cada biblioteca fue 

también concentrada en la tabla X, correlacionando con la frecuencia esperada de clonas 

silvestres y mutantes. Al graficar los datos de frecuencia contra tipo de mutantes, como se 

muestra en la figura 21, se obtuvo claramente una distribución binomial, confirmando la 

reproducibilidad y robustez del método de mutagénesis. 

0.8 

¡ 
¡¡ o.6 
GI 

"'C .. 
"CJ 
~ 0.4 
6 
J: 

0.2 

o 
o 2 

11 Polylinkcr20 
m Polylinkcr49 
a PolylinkcrlOO 

3 4 
Codoncs s.uslituidos I mutante 

5 6 

Figura 21. Frecuencia experimental de variantes obtenidas en las bibliotecas Polylinker20, 

Polylinker49 y PolylinkerlOO aleatorizadas con tasas de mutagénesis de 20%, 49% y 100% 

respectivamente, usando el método de mutagénesis basado en Fmoc-dfmeros. 

Adicionalmente, vale la pena mencionar que el método de mutagénesis basado en dímeros 

es muy versátil. Por ejemplo, se pueden generar diferentes subconjuntos de aminoácidos, ya sea 

modificando la me1,ela de Fmoc-dfmero amiditos o la mezcla de DMTr-monómero-amiditos que 

completan a los codones mutantes como se muestra en la figura 7. La distribución de variantes 

(conteniendo pocos o muchos reemplazos de codones) puede ser dirigida a través de la selección 

apropiada de la mezcla mutagooica de dímeros y adicionalmente, dicha contaminación puede 
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realizarce a través de un protoc()lo de pre-adición (38] a fin .de optimizar el uso de estos 

compuestos tari vllli¿s6s. -

En el presente trabajo se, demo.strófei~'fuñdonami~nt~;de-L'método-~a -través de~la 

Otro tipo de mutantes múltiples tambié~ p6drían ~epresentarse en una-forma-inaccesible por 

cualquier otro método. 
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Tabla XI. SECUENCIAS DE DNA DE CLONAS GENERADAS CON 

LA BIBLIOTECA DE OLIGONUCLEOTIDOS POL YLINKERZO. 

WT AAGCTTGGA GCC GGT GAG CGT GGG TCT CGCGAATTC 

20.1 AAGCTTGGA GCC GGT GAG CGT GGG TCT CGCGAATTC 
20.2 AAGCTTGGA GCC GGT GAG CGT CTT TCT CGCGAATTC 
20,3 AAGCTTGGA GCC GGT GAG CGT GGG ATT CGCGAATTC 
20.4 AAGCTTGGA GCC TTT GAG CGC GGG GÁA CGCGAATTC 
20.5 AAGCTTGGA GCC CAA GAG GGC GGG TCT CGCGAATTC 
20.6 AAGCTTGGA GCC GTT GAG GAT GGG GCG CGCGAATTC 
20. 1 AAGCTTGGA GTT GGT GAG CGT GGG TTT CGCGAATTC 
20.0 AAGCTTGGA GCC GGT GAG CGT GGG TCT CGCGAATTC 
20,9 AAGCTTGGA GCC GGT GAG CAA GGG TCT CGCGAATTC 
20.10 AAGCTTGGA GCC CGC GAG TGC GGG TCT CGCGAATTC 
20.11 AAGCTTGGA GCC GGT CTT CGT GGG TCT CGCGAATTC 
20.12 AAGCTTGGA GCC GGT GAG CGT GGG CAA CGCGAATTC 
20.u AAGCTTGGA GCC GAA GAG CGT GGG TCT CGCGAATTC 
20,14 AAGCTTGGA GCC GCG GAG CGT GGG TCT CGCGAATTC 
20 .15 AAGCTTGGA GCC GGT GAG CGT GGG ACG CGCGAATTC 
20.16 AAGCTTGGA GCC GGT GAG CGT GGG TCT CGCGAATTC 
20.11 AAGCTTGGA GCC GGT GAG CGT GGG TCT CGCGAATTC 
20.rn AAGCTTGGA GCC GGC GAG CGT GGG TCT CGCGAATTC 
20.19 AAGCTTGGA GCC GGT GAG CGT CCG TCT CGCGAATTC 
20.20 AAGCTTGGA GCC GGT GAG CGT GGG AAA CGCGAATTC 
20.21 AAGCTTGGA GCC CTT GAG CGT GGG TCT CGCGAATTC 
20.22 AAGCTTGGA AGC GGT GAG CAT GGG TCT CGCGAATTC 
20.23 AAGCTTGGA GCC GGT GAG CGT CCG TCT CGCGAATTC 
20.24 AAGCTTGGA GCC TGC GAG CGT GGG TCT CGCGAATTC 
20.2s AAGCTTGGA GCC GGT GAG. CGT GGG TCT CGCGAATTC 
20.26 AAGCTTGGA GCC GGT GAG AAT GGG TCT CGCGAATTC 
20.21 AAGCTTGGA GCC GGT GAG CGT GGG TCT CGCGAATTC 
20.20 AAGCTTGGA GCC GGT GAG CGT GGG TCT CGCGAATTC 
20.29 AAGCTTGGA GCC GGT GAG CGT TGC TCT CGCGAATTC 
20.30 AAGCTTGGA GCC GGT GAG CGT GGG TCT CGCGAATTC 
20.31 AAGCTTGGA GCC GGT GAG CGT CAT TCT CGCGAATTC 
20.32 AAGCTTGGA GCC GGT GAG CGT GGG AGC CGCGAATTC 

20.33 AAGCTTGGA GGC A .. GAG CGT GGG TCT CGCGAATTC 
20.34 AAGCTTGGA GCC A •. GAG CGT GGG TCG CGCGAATTC 
20.35 AAGCTTGGA GCC GGT GAG CG. GGG TCT CGCGAATTC 
20.36 AAGCTTGGA GCC GGT GA. CGT GGG TCT CGCGAATTC 
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Tabla XII. SECUENCIAS DE DNA DE CLONAS GENERADAS CON LA 

BIBLIOTECA DE OLIGONUCLEOTIDOS POL YLINKER49. 

WT 

49.1 

49.2 

49.3 

49.4 

49.5 

49. 6 

49.7 

49. 0 

49. 9 

49.10 

49.11 

49 .12 

49 .13 

49 .14 

4 9. 15 

49 .16 

49.17 

4 9. 18 

49 .19 

49.20 

4 9. 21 

49 .22 

49. 23 

49. 24 

49. 25 

49. 26 

49. 27 

49. 28 

49.29 

49. 30 

49. 31 

49. 32 

AAGCTTGGA GCC GGT GAG CGT GGG TCT 

AAGCTTGGA GCC TAT TTT TAA GGG AAA 
AAGCTTGGA ATT GGT GAG GTT GGG TCT 
AAGCTTGGA GCC TGC GAG CCG GGG TCT 
AAGCTTGGA GCC GGT TAT AAA GGG CAT 
AAGCTTGGA GCC GGT GAG CAT GGG TGC 
AAGCTTGGA TAT GGT GAG CGT GGG CTT 
AAGCTTGGA GCC TAT ATT TGC GGG TCG 
AAGCTTGGA AAA GGT GAG CGC GGG TAT 
AAGCTTGGA GCC CAT GAT CGT GGG CAT 
AAGCTTGGA GAA GGT GAG CGT GGG AAT 
AAGCTTGGA CGC GGT ATT TCG CCG AAA 
AAGCTTGGA TTT CAA GAG CGT GGG ATT 
AAGCTTGGA TGC CGC TAT TAT CAT TTT 
AAGCTTGGA TAT GTT GAG GCG GGC ACG 
AAGCTTGGA GCC CCG GAG ATT ATT TCT 
AAGCTTGGA GCC TGC CAA CGT CAT ACG 
AAGCTTGGA GCC CGC GAG CGT GGG TAT 
AAGCTTGGA GCC TCG CGC GTT CAA AGC 
AAGCTTGGA GCC CGC GAG CGT GGG CAT 
AAGCTTGGA GCC ACG GAG CGT GGG TCT 
AAGCTTGGA GCC GGT TAT GTT GGG TCT 
AAGCTTGGA GCC GGT GAG AAA GGC CTT 
AAGCTTGGA TGC GGT GAG CGT TCG TCT 
AAGCTTGGA GGC GAA GCG CGT CAT TCT 
AAGCTTGGA TCG GGT AGC CAA GGG GCG 
AAGCTTGGA GCC TAT GAG CG'I' GGG TCT 
AAGCTTGGA CGC GTT GAT CAA GCG TGT 
AAGCTTGGA GCC GGT TAA TAA GGG GCG 
AAGCTTGGA GCC GGT TAT ATT GGG GGC 
AAGCTTGGA TAA GGT CAA CGT GGG TCT 
AAGCTTGGA TAA GGT CAA CTT ATT TGC 
AAGCTTGGA TAT GAA GAG TTT TAT TCT 

CGCGAATTC 

CGCGAATTC 
CGCGAATTC 
CGCGAATTC 
CGCGAATTC 
CGCGAATTC 
CGCGAATTC 
CGCGAATTC 
CGCGAATTC 
CGCGAATTC 
CGCGAATTC 
CGCGAATTC 
CGCGAATTC 
CGCGAATTC 
CGCGAATTC 
CGCGAATTC 
CGCGA.l>.TTC 
CGCGAATTC 
CGCGAATTC 
CGCGAATTC 
CGCGAATTC 
CGCGAATTC 
CGCGAATTC 
CGCGAATTC 
CGCGAATTC 
CGCGAATTC 
CGCGAATTC 
CGCGAATTC 
CGCGAATTC 
CGCGAATTC 
CGCGAATTC 
CGCGAATTC 
CGCGAATTC 

49.33 AAGCTTGGA CCG GGT AAA ATT AAA GCCTT CGCGAATTC 
49.34 AAGCTTGGA GGC GGC GAT AT CTT TCT CGCGAATTC 
49.35 AAGCTTGGA GCCAGCCGTCG CTT GGG TAA CGCGAATTC 
49.36 AAGCTTGGA AGC CATTGAG CGT GGG GAT CGCGAATTC 
49.37 AAGCTTGGA TCG GGT GAG GTT GG TCT CGCGAATTC 
49.38 AAGCTTGGA GCC CAA GAG CGT CTT TGCGC CGCGAATTC 
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Tabla XIII. SECUENCIAS DE DNA DE CLONAS GENERADAS CON 

LA BIBLIOTECA DE OLIGONUCLEOTIDOS POLYLINKER!OO. 

WT AAGCTTGGA GCC GGT GAG CGT GGG TCT CGCGAATTC 

100.1 AAGCTTGGA ATT TGC GGC 'l'GC 'l'GC AAT CGCGAATTC 
100.2 AAGCTTGGA CCG GAT CCG GAA AGC AGC CGCGAATTC 
100,3 AAGCTTGGA GAA CAT ACG CAA TAT TAA CGCGAATTC 
100.4 AAGCTTGGA TTT ACG TAA AGC CTT CAT CGCGAATTC 
100.5 AAGCTTGGA AAA TCG CAT ATT GAA CTT CGCGAATTC 
100.6 AAGCTTGGA ACG GCG CAA ACG TCG CCG CGCGAATTC 
100.7 AAGCTTGGA TCG TGC CCG TGC CCG GAT CGCGAATTC 
100.e AAGCTTGGA CCG GAA GAA CCG TAT ATT CGCGAATTC 
100.9 AAGCTTGGA AGC CTT GTT TGC ACG ATT CGCGAATTC 
100.10 AAGCTTGGA GGC GAA CCG CCG AAA CAA CGCGAATTC 
100.11 AAGCTTGGA GAT TGC CTT CTT TAA TGC CGCGAATTC 
100 .12 AAGCTTGGA TGC ATT TAT TTT TAA GTT CGCGAATTC 
100 .13 AAGCTTGGA CCG GAT AAT CCG CAT CTT CGCGAATTC 
100.14 AAGCTTGGA GAA GAA TCG TAT GAT GAA CGCGAATTC 
100.15 AAGCTTGGA CGC GGC CCG GAT CAA TAA CGCGAATTC 
100 .16 AAGCTTGGA GGC TGC ATT GAA GGC TAT CGCGAATTC 
100 .17 AAGCTTGGA GAA GGC GAT GAA CAT AAA CGCGAATTC 
100.10 AAGCTTGGA GAT TTT CAA AAA AGC ACG CGCGAATTC 
100 .19 AAGCTTGGA CTT CAA GGC GAT CAT TTT CGCGAATTC 
100. 20 AAGCTTGGA CTT CAT GGC CCG CAT CAA CGCGAATTC 
100.21 AAGCT'l'GGA GCG CCG TTT TAT AAA TAT CGCGAATTC 
100. 22 AAGCTTGGA CGC CCG GAT TAA CCG TAA CGCGAATTC 
100.23 AAGCTTGGA CGC TAA CGC CAA AAA GAA CGCGAATTC 
100. 24 AAGCTTGGA CCG CAA ACG TAA AAT ACG CGCGAATTC 
Joo.2s AAGCTTGGA AAT TCG GAT TCG GAA GTT CGCGAATTC 
100.26 AAGCTTGGA GCG GCG TAT 'l'GC GAT GAA CGCGAATTC 
100.27 AAGCTTGGA CTT CGC ACG CGC ACG TAA CGCGAATTC 
100.20 AAGCTTGGA TAA AAA TCG GCG AAA TAT CGCGAATTC 
100.29 AAGCTTGGA TAA CTT GAT TGG CGC GTT CGCGAATTC 
100. 3o AAGCTTGGA CAT TCG TGC GAT TGC TAA CGCGAATTC 
100.31 AAGCTTGGA TGC GTT GCG CAT TAT CTT CGCGAATTC 
100.32 AAGCTTGGA AAA AAT CAA CCG CGT TTT CGCGAATTC 

100.33 AAGCTTGGA TGC TAA TCG TGC GTA T CGCGAATTC 
100. 34 AAGCTTGGA ce GAT AAA GTT GAA CAA CGCGAATTC 
100.35 AAGCTTGGA GCG GCT AAG TT CGCGAATTC 
100.36 AAGCTTGGA ATT AGC C TTT CTT CGC CGCGAATTC 
100.37 AAGCTTGGA GAT GAA AAA G TTT CAA CGCGAATTC 
100.30 AAGCTTGGA GAA TGC GAA CGC TCG CGCGAATTC 
100.39 AAGCTTGGA GAA ATA T TGC TGC GAA CGCGAATTC 
100.40 AAGCTTGGA TAT CCG TTT TAA TAA T CGCGAATTC 
100.41 AAGCTTGGA AG GGC CCG TCG AGC GTT CGCGAATTC 
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CONCLUSIONES GENERALES 

Se logró desarrollar un método de mutagénesis basado en codones, en el cual las unidades 

mutagénicas son introducidas en forma de trinucleótidos. 

2 A estos trinucleótidos se les indujo una doble ortogonalidad con respecto a los 
-"--""-·. -,-·---- _-

mononucleótidos convencionales usados en síntesis de oligonucleótidos. De esta manera, los 

trinucleótidos fueron protegidos en el hidroxilo 5' con el grupo 9-fluorenilme~oxi~arbonilo 
-- ----- -- ---~-"""'- -- - - - -- -

(Fmoc}, mientras que los fosfatos intemucleotídicos y el fosforamidÜC>'JennilÍ.'at fueron 
,· -.. ·.. .-·: :-' ;·, <-·- ' ,-

protegidos con el grupo etilo. ' .•· · . . ..••... ·· , 

3 Se desarrolló una ruta de síntesis (esquema III) reproduciblé par~ l~.prepaf~cÍ~n ~e Fmoc­

trinucleótido amiditos, siendo viable para cualquier combiriación de riÜcl~ÓsÍcÍos.L~ reacción 

procede en la dirección 3' ~ 5', iniciando con el nucÍeósido 3' :dilllet~xitrifilado. Es 

importante resaltar que las tres reacciones consecutivas que dáf1: lu~~~,-~ Jh ~6o~la~Íento 

4 

5 

6 

intemucleotídico proceden en un solo matraz, facilitando el prodesÓ: .? ) .; !:'..~ :H · 
, ··: , ·,, ' .. ··· ; . <· ',. ¡·::•·".~ '.-.{:·} ).~.'.:·:~·-::.:·> .. y\'.,~. (;·,i .. :;e·';;, ·t·.'._ 

La presencia de Fm~c en el hidroxilo 5' y la función fosfora~idito e? ~1.',?idroxiJ() 3' de los 

trinucleótidos •permite contaminar la .secuencia nucleotídica ~tf ~~-~h-~j~~~-~Ü{~1k@'~;b;ase de 
- ' :-- :: ,,:.:, .·· ... _~, . :·/;;-~ ",.'~,:: ;-' 

~-,/:>'e) ;,';,· .. :;j::-. :~:~~,'-,'.'./~_><< DMTr-mononucleótidos. 

biblioteca es altamente controlable. ~_, t · .• 

El grupo protector intemucleotídico etilo, introducido con los trinuclMtidos resultó estable a 

hidracina buffereada e hidróxido de amonio concentrado, condiciones que generaron 

oligonucleótidos en solución parcialmente protegidos. 

7 Se demostró el principio de prueba de separación de oligonucleótidos parcialmente 

protegidos, a través de electroforesis para homopolímeros de timidina de 15 nucleótidos. y 21 

nucleótidos (resultados recientes no mostrados), en los cuales se aleatorizaron 3 y 5 codones 

respectivamente. 

8 El Fmoc-trinucleótido-etil-amidito GCT se utilizó para mutagenizar 4 residuos del activador 

transcripcional PspF. Una preselección por electroforesis permitió enriquecer el banco 

clonado con mutantes dobles con respecto a la frecuencia generada en la biblioteca completa. 

Por tanto, la separación de variantes también funciona con secuencias mixtas de nucleótidos, 

pero habrá que optimizar el método. Una estrategia potencial podría ser la aplicación de 
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9 HPLC de fase reversa, aprovechando la hidrofobicidad de los fosfotriésteres presentes en las 

secuencias mutantes. 

1 O Se implementó una estrategia alierna de mutagén~sis a 'nivel de codón, 'utili~allcl() ,_f1!1oc-

dinucleótido amiditos .como~Xid~d;rfu~Üt;~é~~Tca;,-~~~t~~ di~ucleótid~~ ~()~-c~~~l~tad~s a 

codones mutantes durante el ensamble d~l g¡¡k~Ju~leótido;· 
- ,- - - - - '· - - •. -. ,.· •• -. '-··.<, "'•' 

1 1 Con un conjunto de sólo 5 Fmoc-dinucleótidÓsJuimos capaces de generar un conJ~rito de 20 

codones al.hacerlos reaccionar con una mezcla de los monómeros A, G, Cy~T~dürante el 

ensamble de los oligos mutagénicos. Estos 20 codones codifican a 18 de los aminoácidos Il1ás 

comunes, conteniendo una sola redundancia para serina y un codón de paro. 

12 A diferencia de la estrategia de mutagénesis con Fmoc-trinucleótidos, donde se requiere un 

gran nú!Tlero de sin tones para representar a cada aminoácido, en la estrategia basada .en Fmoc­

dinucleótidos sólo se requieren 5 compuestos, representando por tanto un método de 

variación más económico. 

13 El método basado en dímeros es muy versátil. Por ejemplo, haciendo referencia a la flgÚra 15, 

si la contaminación se realiza únicamente con el Fmoc-dinucleótido TT y se completa en la 

tercera posición con ur1a mezcla de los cuatro monómeros, se generarán !Os codones TTT, 

CTT, ATT y GTT qtie:.i5odifican a fenilalanina, leucina, isoleucina y valina~espectivamente, 
representando Jns~bco~júnto de residuos hidrofóbicos. Si en cambio se J~~ una mezcla de 

;, . , O·· , .·.: .. ~·- .< ~:. . "· . ,"'•' i ,.··i >'. . , 

los dímeros ANATy la tercera posición se completa con el moriórrlero a; 'se generarán los 

codones CJAA ydATque codifican a glutámico y aspártico, representando un subconjunto de : -'ó,"co_:._,'"7'_ ',_, 

residuos á6idós. ·• 

14 Finalmente, el método de mutagénesis basado en Fmoc-dinucleótidos demostró su utilidad al 

haber reproducido mutantes de la enzima 13-lac!amasa previamente reportadas, pero también 

por haber generado mutantes nuevas. Un ejemplo muy interesante está representado por la 

doble mutante B4CAZmutl 1 (Tabla IX), en la cual se sutituyó la arginina 164 por histidina y 

el glutámico 240 por valina. Si bien en esta mutante se sustituyó el codón de glutámico gag 

por el codón de valina gtt por el reemplazo de dos nucleótidos, es evidente que este mismo 

cambio de aminoácido se puede generar por una mutación puntual en el codón gag y generar 

el codón gtg de manera natural que también codifica para valina. En vista de que la 

sustitución R J 64H ha aparecido en numerosas mutantes clínicas de la enzima 13-lactamasa 

TEM-1, no nos sorprendería que pronto apareciera esta doble mutante en aislados clínicos, en 

razón del frecuente uso de ceftazidima en los tratamientos terapéuticos. 
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MATERIALES Y METODOS 

-
CONSIDERACIONES GENERALES 

La sínte~~s 9uímica de DNA, desde la preparación de los monómeros hasta el ensamble de 

oligonucleÓtid$s,;' requiere de atmósferas inertes y reactivos secos, por 1.ó que todos los 
-. : ':·~ . :, ·:::, :'. ' ; ~ ·i·.:; ): : :', ' 

disolventes usfidos,,<!_n.es_teJrabaj~, e~ce})to t:ri lasp~rificaciones, fueron arthidros . 

. ~··º t~s'.;f~~~~~~~~~f~if l~~ai~?.;~~· ~tT:~f fey~de nitrógeno y el. ~atérlalde. vidrio usado para 

ellas fue horneádo!a 2QO~.C; :Los·disO.l\Íéntes fueron transferidos con cánulas y los compuestos 
.:·.:: .::.~_:·;:y::;-·;.~/::~:~(\I:::~'(}~(~~~~~~g~.·:_:··J~~:;:~-~-°'~~'J::<~i:~\~-~~-:,~::,. ·-~H:~- -'. ·~,~- · :· -·.:-" . · :.:-:> · ~ 

altamente reacti\ros}fuefon~ll1!lnéja~os con jeringas desechables o cánulas de plástico dependiendo 
< · .:_·\ ..-,.- ~-~\~~~:_;_'.'.:~'-~,.~:~;,0;'.~;::~---~i:x~x-~->~~.u:~>.-.·~~~~~';.~i'~-f!~·,.;~f~} .. _ '. :-.-'':':·- \·.'' - .· ·-. · 

del volumen a;,usar1.UasjpµrjficáCiof1éS .sé realizaron por"cromatografía rápida en columna" 
-. -:.. ¿_~)."'.:- , :·:·'i::./ .~:;;t:_;_;: .. "~;'.X\.' :::.\:::\f. J:<i;ry: ·t:-_:·· \,: . .:.:·_ :· -:_..-

usando silica.géL60Hf(para:pJiica''(partícula de 5-40 µm, Merck) y nitrógeno para presurizar el 
•' , ' '':·;¡ • '•,.¡ • L•" 'r, ;, • ~ •:; - • ''" • -

sistema. 
~· '· - . 

. Las r~k~·~¡()~~sY purificaciones fueron analizadas por cromatografia en capa fina (CCF) 

utilizando crÓn~~to~lacas de silica gel 60 con un indicador fluorescente a 254 nm y por tanto 

fueron visualizádas por sombreado con luz U.V. longitud de onda corta. Asimismo, se utilizaron 

tres sistemas de eluyentes dependiendo de la polaridad del material a analizar: 

Sistema A 

Sistema B 

Sistema C 

diclorometano:metanol 95:5 

diclorometano:metanol 90: l O 
'· -

diclorornetario:acetato de etilo.:trietilámina 45:45:1 O 

El sistema A, por ejemplo, se umii·ó.:p~r~ án~lizar lbs éii~u,cl~ótÍ~os.o trin~Cleótidos 
completamente protegidos, el sistema B · pará ~ornpuestos prote;~ido's Jij 5•()1b;Ül1o'de los hidroxilos 
terminales y el sistema c para fosforarhiclitb~.· . . . . .· , . ·· ... " j~ f;~· ºD' ¡.:': ... 

La estructura química de los compuestos preparados en este trabajo fue confirmada por 

RMN de 1H, 31 P y por comparación en HPLC con controles sintetizados por el método 

convenvional de síntesis de ADN. 

A continuación, se describe la síntesis de aquellos compuestos preparados a lo largo de 

este trabajo. 

5 '-O-( 4,4 '-DIMETOXITRITIL)TIMID IN A (DMTr-d7). 

Este compuesto fue preparado a una escala de 50 mmol, por adición de cloruro de dimetoxitritilo 

en polvo a 2'-desoxytimidina previamente disuelta en piridina, siguiendo el procedimiento 
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descrito por Jones [77). El compuesto se obtuvo en forma de polvo blanco con un rendimiento de 

74% y sus datos espectroscópicos se concentraron en latablaXIV. 

5. -0-(9~ FLUORENILMETOXI CARBONIL)-MONO~ER.ü'scFmoc-dT, Fmoc~dAb=,. Fmoc-dc!", 

Fmoc-dG18
"). 

;-'~.:· ' 

,· ._-,:..--

Los cuatro compuestos fueron sintetizados en escala de:,16,mrilo1,;adicipnaI1~º lentamente el 

cloruro de 9-tluorenilmetoxicarbonilo en polvo (5.00~;"f~,'j~~mol); emuri-P~,rj~ciº de~l :5 hr; a 
• ' ·--- '.0- ~-.-->;,·;~ r·----. :•.·- ,- - -=--: ·-·-. • - .. 

cada uno de los monómeros (2'-desoxytimidina, 2N~isbb"u!iíü~2·.:desoxygtiallo~ina, 6N-benzoil-

2 '-desoxyadenosina ó 4N-benzoil-2 '-desoxycitidir1a)~r~~iamente disueltos o ;esuspendidos en 

piridina a OºC, a fin de minimizar los subproductosde protección en el hidroxilo 3 '. Concluida la 

adición, las reacciones se mantuvieron 30 min más a temperatura ambiente y la piridina fue 

eliminada en rotavapor. El concentrado aceitoso se redisolvió en diclorometano (150 ml) y se 

lavó en forma sucesiva con bicarbonato de sodio saturado (2 x 20ml) y cloruro de sodio saturado 

(2 x 20ml) para eliminar los subproductos iónicos. La fase orgánica se secó sobre sulfato de sodio 

anhidro y cada uno de los productos se recuperó en forma de espuma blanca por evaporación al 

alto vacío en rotavapor. A diferencia del método reportado por Lehmann [78] eri ~l cual. los 

Fmoc-monómeros fueron purifica~os porc~omatografia en columna,. nos?tr~s ?~tuvi~C>s, dichos 

compuestos en alta purfza (>~5°/o},y• rendimiento {>65%) por.·sitnpl~siprobe~6s 'de .re­

precipitación sobrefé~~r·~tflic:&;(f;iiJ~::Cil' iFmoc-dG;8
") o metanol:(#~()~}1c~~: ~ Ffuoc~clAbz). 

Los datos espectroscopicos de éada uho de ellos se concentraron ell Ja tabl~~f:V;,<· 

3 '-0-( 4,4 '-DIMETOXITRITIL)MONOMEROS (dT-DMTr, dAb=-DMTr, dc"=;,DMTr, dG18
"­

DMTr). 

Iª Parte: Protección del hidroxilo 5' con TBDMS. 

Estos compuestos se prepararon a una escala de 1 O mmol, iniciando con la adición lenta, a ·a0 c, 
de cloruro de tercbutil-dimetil-silano ( 1.66 g, 11 mmol) disuelto en 15 ml de piridina a una 

mezcla del nucleósido (2 '-desoxytimidina, 2N-isobutiril-2'-desoxyguanosina, 6N-benzoil-2 '­

desoxyadenosina o 4N-benzoil-2'-desoxycitidina) e imidazol (1.36 g, 20 mmol), disueltos en 30 

ml del mismo disolvente, bajo una fuerte agitación magnética. Estas condiciones permiten 

generar de manera casi exclusiva el producto protegido en el hidroxilo 5'. Tras la adición, la 

reacción se mantuvo 30 min más a temperatura ambiente y entonces se terminó con metanol, se 
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1 

<5' 
_¡_. 

Tabla XIV. RMN de 1H de monómeros protegidos en el hidroxilo 5' con el grupo Fmoc o en el hidroxilo 3' con el grupo DMTr. Para 
cada señal se indica, en estricto orden, el desplazamiento químico en ppm, tipo de señal y constantes de acoplamiento (subrayadas) en 
Hertz. s= singulete, d= doblete, dd= doble de doble, ddd= doble de doble de doble, t= triplete, q= cuarteto, m= multiplete, bs= 
singulete ancho 

Protón DMTr-dT dT-DMTr Fmoc-dT dCb'-DMTr Fmoc-d~' dGib_Dl\ITr Fmoc-dGib dAhl-DMTr Fmoc-dAb• 

111" b'2ddi.l.1..\ b.l4ddi.l . .U 61611.Jl ó!7dJi.1.U 6.1316..1 b.l5ddlil.ll • .l.li b.IS 1.6.0 b3SdJU.lll.ll b.5?1U 

IU'u 2 43 ddJ .l.ll. l!.ll. H.!! 1.11 ddJU . .l..l. W 2.Jb ddJ '1.l/. ll..I. fil :? :? 1 ddJ Ll. !J. ill :? so dJJ .u. {lj, .!.U 1.69 ddlli • .U 2.46m 2.71 ddd u . .la.:!. !l.!º' 2.89 ddJ~. ~. w·1 

112'8 230 ddd fl..I, a.o. H.!! 1.91 dddí>.li.llW 2.09 ddJ tú. f>.l. w 1 92 ddd O.O. l.\. fil 209dJJfiJ.U.LU 2.43 dJd .l.li. lil.ll. J..lll :?.6-im 1.73 dJ~ • .ll1 2.b 1 ddd :LS. ttJ • .W! 

llJ' 4.Só, dJd 2.j, b..!.1. ¡U 4.35 ddd!ll • .!D • .ó..l 4.3Sm 4Jbdf2.0 4 :?b Tr.tSlap .1.49 di2, 4.SO bs S.79,dd~ Ulbs 

114' 4.07. q l!! 3.97 ql.i 4 l?q:UI J.91 JJU.l!! 4.15ql2 405bs 4.:?S bs 4.07bs 4.28ql2 

115' upfidd J.36 dd.lJl.lJU 331 dddll!.f2.0.lli 4.39 dd .l.!!. fil J~5dd.!Jl.ll.Z 4.41 dll 3.2911.U 4.39rn J.3l1lli 4 45 sdlal trasJapoda 

HS'downfidd 3.45 dd ll!. l!U l.b5 dlli H4dd~.J.U J 63 dd U. ll.Z 4-Udll l.71d~ 439m 3.74dlli 4.45sdlal ttaslapada 

011 2.99dl.5 2.S8t.l.O 5.04 dil 2.SObs 5.Slb> 5.17dJ.!)A S.47m 4.63d1Z! 2.69 bs 

AtNltCO 9 tobs I0.87bs l!l.69s IO.Sb s 9.14s 9.0lbs 

llll'lvDMTrJ 7.40dl!l 7.44d1..\ ----- Sc!lalttasl.ip.lda 7.45 dll ----- 752di!! 

11,.(PhD~ITrl r ... 1ap. 7~111.Jl.U Salal ttasl.1paola ---- 7JOtU 7.32d.l!l 

f~(PhDMfrJ r ... i..,. 7.12u1.S.,.l.Q S..Wttaslapada 7.241.U 7.l41U 

11,. fMcOPh D~ITrl Tr.,lap. 7.34d.U 734 d!ll 7.l4dl!.l! 7.37dl!.l! 

ll(MeOPb•OMTr) 68Jd.U 6.83 2d2.0 6.79JU 6.S4:!dU ---- 6.8S2dU 

Cll10(DMTr) J.ns 3.71:16, 3.785, 2s 3.741 J.79,3.71!,25 l.7%, ].792, ls 

llatfmoc) 7.58 ddl.\,J.11 7.bOd.U 7.4b ddl.\,::..t 7.S~dll 

llll(Fmoc) 7JI 1d1..\.JJI 7.l21dll!l.2 7.ISqdll.U 7.2111.U 

HxtFmoc) 7.41 tl.S 739tl.S 729t.2..S: 7.371.U 

1151Fmoc) 7.76d1..\ 7.78. 1.n.uu 7.65d1..\ 7.73d1..\ 

CHfFmoc) 4.lSlll! H61U 4.14tU 4.?4tfl.2 

CH:tfmoc) 
451. dd l!U.1.Jl 45lddl!U • .Z.:: 4J0dll 

4.45 dd6.9,.lll.l. 
4.46, dd JJU. l!l 4.46dd.1JU.f¡jj 4.42 ddb.9,l!U 

7.45. lll, 115 tdCI. d U! 751, lll,llSldCJ,dl.\'I 12.11, IH, 111 fdG).s 
12.42.111, H1 (dG),s 

8.70,llLH2(dA).s 880, 111. 112 ldA),s 
9.JO, llL H](dT). i · 8.B-1, IH. H](dl), bs 10.24. IH. HlfdT). bs 8.17, IH,116(dC),d1..\ 8.06, H6 fdC), d ll 7.65, lll, llS fdG). s 805, IH.118 fdA).s 813, IH, 118 fdA). s 

Otrusalala 1.46.311.CHJdT).dJ.Q' UJ, JI~ CH~dT). d J.Q 1.80. 31L CH,fdf),dJ.Q 7.81, ll,,(bi), lH, ddll. u 8 OJ. H.fbll, dd U. ll 2.64, llL Cll('Bu), hcp ll 7.93, lll,H8fJG).s 
8.01. 211. H.fbi), dli 7.99,211,Ho(biJ,dU 

759. llf.ll!(dT).qJ.Q 7.25, llf.H6(dT).qU 7.34. IH.H6(dT).qJJI 752. 11,tbi), IH,nllil 759, H,tbil. Traslap. 1~, lit, CJl,f'Bu), d í2.li 2.85, IH, Cll('Bu), hcp f¡jj 
7.bO, llf.H,tbi),1161 7 52, IH, llp(bi), uaslap. 

7.43.11,.fbi). Traslap. 7.49, H..fbi), I u 1.21, JH.CH,{'Bu),dí>.li 1.20. 611, Cll,{'Bu), d f¡jj 
7.48, 211. H..lbi), lli'I 7.b0, 2H, llm(bi), ... 1ap. 
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concentró en rotavapor hasta la formación de un aceite, se resuspendió en diclorometano (120 mi) 

y se lavó como los Fmoc-monómeros. Los cuatro compuestos fueron obtenidos en forma de 

espuma ~Jane!!. 

2ª Parte: Protección del hidroxilo 3' con DMTr. 

Cada uno de l()s compuestos obtenidos en Ja primera parte, 5'-0-TBDMS-monómeros, fueron 

coevaporad.os- ~ºI1 piridin~ (2~x .• 1 s mi) para remover las posibles trazas de agua, y se hicieron 

reaccion~r;~o~~l2[h,;~6r?1.m ~xceso de cloruro de 4,4'-dimetoxitritilo (5.0 g, .15 mmol) en 15 mi 
.• • .•.• '>:·- ;~_ . --- -.:. ' '· .'.._ -· - - - - • --

del mismo di~Ót~e'~tºYc~d_a· una de la!)_ reacciones se terminaron· en forma· rut~llaria (metano!, 
, . -_··,- ···- _- .--ooó·.-: ''.:i·.'.. - :"'¡-~r/;'·-., -;· --- - -- -- · ' · .. ; '. , • 

concentracion ell rót~yapor, lavados, etc.) y_se sometieron a una purificación rápida en.columna 

para eliminar elex~e~~ de DMTr y· aislar cada uno de los monómerosbi~ustituidos. El DMTr, en 
' . ·-. '- . . .' 

forma de éter metílico eluyó con 40% de acetato de etilo' én hexanos, mientras que los 

compuestos biprotegidos fueron recuperados con 60 u 80% d~· aC,¿tato de etilo,. obteniéndose 

como espumas ligeramente amarillas. En este punto se pesó la cantidad de l11atel'ial~obten1doy 
quedó listo para la siguiente reacción. 

3ª Parte: Remoción del grupo TBDMS. 

Cada uno de los compuestos bisustituidos obtenidos en la seguncll} parte, s~ dis()lvió en 100 ml de 

THF y se trató con 1.1 equivalente químico de fluoniró d~ t~irak~tiÍamCinio, por 12 h, para 
' "' ;·--- •:,,, , .. , 

remover el grupo TBDMS. La reacciones fueron terminadas eri foma futinaria y cada uno de los 

productos 3 '-dimetoxitritilo fue aislado por cromatografía en columna, a través de gradientes de 

acetato de etilo en hexanos, que fueron desde 70% hasta 100%, con cambios de 1 O grados 

porcentuales. Los rendimientos totales siempre fueron superiores a 74%. 

La datos espectroscópicos de Jos cuatro compuestos se resumen en Ja tabla XIV. 

SINTESIS DE ALQUILDICLOROFOSFITOS. 

Estos compuestos fueron preparados esencialmente por el método descrito por Martín y Pizzolato 

(79]. Primeramente, los alcoholes metílico, etílico, isopropílico e isobutílico se secaron por 

reflujo sobre hidruro de calcio y se recuperaron en forma anhidra por destilación. 

A continuación, cada uno de estos alcoholes (0.57 mol) se adicionó gota a gota a tricloruro de 

fósforo (50 mi, 0.57 mol), a -20ºC bajo agitación magnética fuerte. Las adiciones se realizaron 

en 1 h y las reacciones se continuaron por 1 h a temperatura ambiente. Los compuestos 
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metildiclorofosfito (8 1.406 gr/ml) y etildiclorofosfito (8 1.286 gr/mi) se recuperaron por 

destilación a presión normal, alred~dor de 90 X 1.15ºC res~eétiva,Il1e,nte, mientras ~ue los 

compuestos isopropildiclorofosfito. (8.J.2.6 gr/~l)~eTisO,~l!ti.lcÜclorofosdt<?"'(B=(:ig_gl"/ml). se 

recuperaron por destilación en condicione~ dep~~siÓ~ re~~~Ída(ap~o~¡rnada~~~ie~ 2~mm de 

Hg). Estos dos compuestos destilaron·e~tte SO 'y 7S'd y en gen'era(toclci~~~e:~btu~i~ron con 

rendimientos superiores a 65%. 

-- -- --~,-,. -·::_.' <-:~:. _·, . :·~:·_ . .' -: 
ALQUIL-N.N-DIISOPROPILAMINOCLOROFQSFORAMIDITOS. 

El alquildiclorofosfito ( 154 rÍlllÍbi) diluido .con 2o mi de éter seco, se adiciona gota a gota en 

atmósfera inerte a una scilu~l6n e~friácla a-40 ºC de N.N-diisopropilamina seca ( 40.4 mi, 308 

mmol) y éter (250 mi) provista de agitación mecánica. Se deja reaccionar a temperatura ambiente 

por 4h a pesar de la precipitación inmediata . de una gran cantidad de clorhidrato de 

diisopropilamonio. La mezcla es filtrada (usarido una cánula de plástico provista con un filtro de 

teflón en uno de sus extremos) a otro matra,z,jtmt6 con dos lavados etéreos d.el precipitado y se .. ·- ,·, - .. 
elimina todo el disolvente usando un vacío suaye.···Pcisteriormente se somete a vacío intenso por 

l O min para eliminar cualquier residuo>vl;líitil ;}~~tnperatura ambiente, ~uedando .un líquido 
. ' . : . : : • ··:; )': .. ·. :· " -;" ~·'·' .. ' -, :_: ·>. . ' ., ' - '' : ' >- . : . ' :,< . . > . :;:•. ; • :. ;,. . ~. . - : 

viscoso que es sometido a destilacióp. alai,tÓ ~ácÍo (\:,,1 Il1m é!e Hg)en pre~erici~\(le f1uoruro de 

cesio sólido. Los product9sTetH, efil; isopropil e isobutil-N,N-diisop~opÍicicir6fosforatriiditos 
destilaron a 45, 65; 69 y 1:S·c.fe¿pectivamente. . 

2-TRIMETILSILil.~fiL_:N.N-DIISOPROPILAMINOCLOROFOSFORAMIDITO. 
·,, 

Este reactivo fosfitilante se preparó en dos etapas sucesivas, partiendo desde el tricloruro de 

fósforo y 2-trl~etilsililetanol, evitando aislar el intermediario 2-trimetilsililetildiclorofosfito, 

debido a que en experimentos previos este compuesto se descompuso durante el proceso de 

destilación. En la primera etapa se siguió el procedimiento usado para la preparación de 

alquildiclorofosfitos, mientras que en la segunda etapa se usó el procedimiento para la 

preparación de alquil-N,N-diisopropilclorofosforamiditos, solo que en este caso se adicionó un 

pequeño exceso de N,N-diisopropilamina (0.2 equivalentes) con respecto a la cantidad inicial de 

tricloruro de fósforo, para asegurar que todo el compuesto intermediario reaccionara. El 

compuesto esperado destiló en forma de un líquido incoloro muy viscoso, a 87ºC al alto vacío y 

mostró una densidad de O. 992 gr/mi. 
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5'-0-(4,4'-DIMETOXITRITIL)TIMIDIN-3'-0-(N,N-DIISOPROPILAMINO)-. . . 

ALQUILFOSFORAMIDITOS (DMTrdT :a1(¡1;il-mnldito ). 

1.08 g de DMTr-dT (2 mmol) se coevaporan :con tetr~hidrofur~no;~~hiclro-d~x· 10 mi) hasta 

formación de espuma y se dejan secando al alto vacíopor 20tllin:~ 4s~Cpar~:eÚiniFar cualquier 

traza de humedad. Se redisuelve en 10 mi deTHF,;seadi~iorilÍ.o}>9::'ful.de'dH~bpropiÍetilamina 
' . . - . ' . ' : '_, :·- "-- ; '.',". "' ,.·, ._,. . ; ( . . "~ ,) , ', '-~ ·,. . .: ·.. ' . --

seca (4 mmol) y enseguida el reactivo fosfitilante (2.4 mmol); dejándóse reáccionar 30 min bajo 
.' '.. . '~.-. :-. ,, . , -" . ' ¡-./.- ' _.,_ --

agitación magnética. Tras este tiempo; lá reaccióB"a~tfe"haoers~~-completaoo y ~s'terffiinada con la 
:,:.~~·_--::~-:~:(:,~·-'/~·:~.:_~--~~)_!~.:: .. -.;:·;~;.~,<1,_F:~ !?·- -;··~:-~7:: -~>--:_ ·'> . -.. : - . ·. - --

adición de lml de NaHC03 saturado. Se diluyeéonSO.inLde diclorometano y se lava en fonna 
'.. --·. !·.· •.. ,._, .. ·_- '· .. , .. _. -.. · ·.- ... . - . 

convencional con NaHC03 y NaCI. La fase orgánica'se seca sobre Na2S04 anhidro y se concentra 
: : ,: -"· .,_-;:;:':,;-,:;.;:.:. ·;;·,--; '"' ;::='- '. . '" •'-· 

en rotavapor hasta formación de espuma, sieinptf e~ ptesencia de unas gotas de trietilamina. La 

espuma se redisuelve en una solución de piiicllna.~1 '5% en diclorometano y se ~u~fica por 
-- :·: . ,,:. · ... 

cromatografía en columna, eluyendo el compuesto con el mismo sistema. Los compuestos, en 

general mostraron una pureza superior a 90%, s~~ú~-elariálisis por HPLC y s~obt~vi~ro~ con 

rendimientos superiores a 80%. Los. datos ef~e~troscópicos de los ciric() DMTrdT­

alquilfosforamiditos se concentró en latablf:l XV.> .. 

s1NTEs1s DE PtNTADECATIMmrLA. TÜsJ> ARCIALMENTE PROTEGIDOS. 
, . 1·' .;,._· •.•.. · ..... '. . .. . 

Cada uno de JÓ~ DMTrdT-alquiúariíidiÍos (:250 mg) fue secado por coevaporación con 

acetonitrilo anhidfo (2 X Z mi}¡ resuspe~dfclo '~TÍ 3 mi de éste disoive~te, filtrado en membrana de 

teflón y colocado uno a uno en la posición X de un sintetizador de DNA provisto de 5 viales para 

fosforamiditos, mientras que en la posición 'T' se colocó un DMTrdT-13cianoetil-amidito 

comercial. Una vez oxidado el fósforo trivalente a fósforo pentavalente, el grupo protector 13-

cianoetilo se vuelve muy lábil a condiciones básicas suaves y generará fosfatos iónicos en la 

desprotección final a base de NH40H. 

Usando cada uno de los DMTrdT-alquil-amiditos, se sintetizaron 5 juegos de los siguientes 

pentadecanucleótidos: 

5'TpTpTpTpTpTpTpTpTpTpTpTpTpTpT3' 

5'TpTpTpTpTpTpTpTpTpTpTpTpTpTpT3' 

5'TpTpTpTpTpTpTpTpTpTpTpTpTpTpT3' 

5'TpTpTpTpTpTpTpTpTpTpTpTpTpTpT3' 
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Clave: T9X6-R 
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Tabla XV. RMN de 'H y 31 P de DMTr-alquil-amiditos. Para cada señal se indica, en estricto orden, el desplazamiento químico en 
ppm, tipo de señal y constantes de acoplamiento (entre paréntesis) en Hertz. s= singulete, d= doblete, dd= doble de doble, ddd= doble 
de doble de doble, t= triplete, q= cuarteto, m= multiplete, bs= singulete ancho. * se observaron dos señales, una correspondiente a 
cada diastereoisómero. 

Protón 
CH,(dTI 
H2'11 
H2'u 
H5' upfield 
H5' downficld 
CH,O(DMT) 
H4' 
H3' 
HI' 
!lo (l\kOPh) 
Hm (MeOPh)+ Hm 
!Ph) + HD (Ph) 
Ho(Ph) 
H6 

1 H3 
CH(N'Prl 
CH,{N'Pr)1 

Otras señales 

"P 

DMT-dT 
1.46,d(l.0) 
2.30, ddd (6.5, 8.0, 14.0) 
2.43, ddd (3.0, 6.0, 14.0) 
3.36, dd (3.0, I0.5) 
3.45, dd (3.0. I0.5) 
3.77,s 
4.07, q (3.0) 
4.56, ddd (2.5, 6.0. 8.5) 
6.42. dd (5.5, 7.5) 
6.83, d (8.5) 
7.20-7.30, 7H, m 

7.40, d (7.0) 
7.59, Q (1.0) 
9.30, s 

--
--

2.99 (OH), d (3.5) 

---

·~ 

~ 
~;1 
o f:2 
~ Cl'.l 

oº :x:; o 
-~ o~:. 

tzj 
~- ¡ 
.~-=-----

DMTdT-Mc-amidilo 
1.41, bs* 
2.31, ddd (6.4, 6.4, 13.2) 
2.49, ddd (2.8, 5.6, 13.2)* 
3.32, dd (2.8, I0.4) 
3.49, señal 1raslapada 
3.79, s 
4.16, q (2.4)* 
4.66,m 
6.41, dd (6.0, 7.6)* 
6.83, d (8.8) 
7.30, señales lr.i.slapadas 

7.40, m 
7.64, q ( 1.2)* 

--
3.55, rn 
1.26, 1.5 H, d (6.8) 
1.25, 1.5 H, d (6.8) 
1.16, 4.5 H, d (6.8) 
1.15, 1.5 H, d (6.8) 
1.05, 3 H, d (6.8) 
3.26 (CH¡OP),d (13.2) 

147.88, 147.31,2s 

Dl\lTdT-Et-amidilo Dl\ITdT-'Pr-amidito Dl\ITdT-'Bu-amidilo Dl\ITdT-Tl\ISE-amidito 
1.38, d (0.8)* 1.36. bs• 1.38, d (1.2)* 1.35, d ( 1.2)* 
2.31, m 2.30, m 2.31,m 2.28, ddd (6.8, b.8. 13.2) 
2.49, ddd (2.8, 5.6, 13.2)* 2.53, ddd (2.8, 6.0, 13.6)* 2.48, ddd (2.4, 5.6, 13.2)* 2.46, ddd (2.0. 5.6, 13.2)* 
3.32, dd (2.4, 10.8) 3.31. dd 12.4, I0.8)* 3.32, señal tr.i.slaoada 3.30, dd (2.6, 12.0)* 
3.46, señal 1rnslapada 3.47,m 3.47, m 3.48, señal 1raslapada 
3.78,s 3.79,s 3.79.s 3.76,s 
4.17,q(l.6)* 4.18, u (2.0)* 4.15, Q (2.0)* 4.14, bs* 
-1.65,m 4.62,m 4.65,m 4.64,m 
6.42, dd (5.6, 7.6)* 6.42. dd (5.6, 8.0)* 6.43, dd (6.0, 7.6)* 6.44, dd (6.0, 8.0)* 
6.83. d (7.6) 6.83, d (8.8) 6.83, d (8.8) 6.80, d (8.4) 
7.30, señales trnslapadas 7 .30, señales traslapadas 7.30, señales traslapadas 7.25, señales 1n1slapadas 

7.41, m 7.40. m 7.4,m 7.37, d (7.2) 
7.64, Q (0.8 )* 7.64, bs* 7.63, q (1.2)* 7.61, q (7.2)* 

-- -- -- --
3.54, m 3.54, rn 3.54,m 3.52, m 
1.25, 1.5H, d (6.8) 1.25, d (6.4) 1.25, d (6.4) 1.23, d (6.4) 
114, l.5H, d (6.8) 1.24,d (6.8) 1.24,d (6.4) 1.22, d (6.4) 
1.15, 4.5H, d (6.8) 1.15, d (6.8) 1.16, d (6.4) 1.13, d (6.4) 
1.14, 1.5 H, d (6.8) 1.14, d (6.8) 1.15, d (6.4) 1.01,d (6.4) 
1.04, 3.0 H, d (6.8) 1.04, d (6.8) 1.04, d (6.4) 
1.11, CH,(EI), 1 (6.8) 1.19, 1.21, 133, CH,(O'Pr) 0.81, 0.82, 0.91, 0.95, 0.04, 0.01, -0.04, MeSi, 3s 
3.69, CH20 (El), m d{5.6) CH,('Bu), 4d (6.8) 0.00, CH2Si, t (7.2) 

3.90, CH (O'Pr), m• 1.70, CH('Bu), sepl (6.8) 4.04, CH20P, m 
3.27, CH2('Bul, m• 

145.42, 144.6, 2s 143.99, 143.32, 2s 146.05, 145.72, 2s 144.35, 144.12,2s 



Es importante observar que el pentadecatimidilato T 15 fue sintetizado exclusivamente con el 

DMTrdT~BciÍlnoetÚ;;a~idito~; a· fin< ele ser usado' c6mo -control· eff<lo~- exp~~imentos 
·,. ' . . ' ,, . ~ -·· - ..... - .. : . ·, :: ... ; . ·:'., . . . . ., ·,,_:' .. ' . l . - .. . ' ·' .. ·· ,·. ~· '. 

electrofor,éticbsg_"t[~s;~.1.a~~~~J>f§,f~~~i.ó_~} afF~fin~;;e~t~\C:º:fy.p~e~,t~-g§n~[~[ía --una especie 

completa111ente_._i?~i~~d~iE~~.l~s·-especies.11lodi~-cad.8;s,:·~p~representa;iin •• nucleóÜdo ensamblado 

:::~:.:~1:~f ~1~~·~:~~~~~Z$~~~~;!.~,1rNí~·~;~~~:~i!t~tj::::.:,::;;: 
de grupo prot6étór (Me,- Et, 1Pr; 1B~-,6r&~?)t+1~~~-:f'-~-té'fi- -~i~;·-füt._'~;='"-:' 
Cada uno cte estos 'oligos, aún unido al sop§·rt;de,síl1tesis'i fue s~paraC!o'en fracciones de 2 mg y 

se sometió a las siguientes condicionesde'~e~c~iÓÜ: .;( :(' .; ';•: -;; '. . 

l. NH40H al 28%, 55ºC, 12'r/ 
1
, '. ~ < ·,· : 

2. NH40H al 28%, 25ºC, IOmiri:,i\h;:·4ü1/26'h; 72 h. 
' ,. ' "-~--~- . '.·--·.. ;•. -<'"· - ;._ 'é;'' ; • : . ; 

3. NH3 2M en meta~~['. 25º.fü s;~~~~.:J:.~."f \':/ .. __ 
4. Tiofenol :trietilamina 3: 1 ;}5;:c;;;_¡~_h_;,60~C, L hy 12 h -? NH40 H, l h 

5. Etilendiamina:ftª~GFÜ:l~~i~{f ·'.~;h;;¡~?-5;jf; ~h. -.- _ . ·. __ 
6. ~idracinap5~ érlpiridina:ácidóace.tico 4:1, 25ºC, 24 h .7 NH40H, l h 

E~ los casos de. l¡¡s 90~~-ic~i~ei;;:r;~;~.¡;~:";1(~.xÓ~?ÍÍ~os fue~~n.- re¿uper~d~:s. e~;. f 1 •. -s()brenadante, 

mismo que.fue e\:'!lP()racl(), p9r.v_~919;_1n~_c;:nso'a'45 C, y el residuo fue red1suelt() en 50 µl de agua. 

Las condicion6s 4 y 6 n~ ~6n :Ó~p:~Óei d~ hidrolizar al grupo succinilo que ~lle al o ligo con el 

soportey en consecuenci~. ;elsobr~~adante fue eliminado por filtración y el oÚ~o fue removido 

por un tratamiento básico suave con NH40H en 1 h. 

2µ1 de cada muestra se analizó por electroforesis en geles de poliacrilamida al 20%, conteniendo 

urea 8M, utilizando T 15 como estándar de comparación y azul de bromofenol al 0.1 % en 

formamida para rastrear el proceso de migración. Los geles fueron visualizados por irradiación 

con luz ultravioleta de longitud de onda corta (254 nm) sobre una placa de silica gel derivatizada 

con una sustancia fluorescente a esa longitud de onda. 

5'-0-(9-FLUORENILMETOXICARBONIL)- 2N-ISOBUTIRIL-2'-DESOXYGUANOSJN-

3 '-0-(N,N-DIISOPROPILAMINO)-ETOXIFOSFORAMIDITO (FmocdG-ctil-amidito). 

Este compuesto se sintetizó por el mismo procedimiento descrito en la preparación de los 

DMTrdT-alquil-amiditos, usando las siguientes cantidades de reactivos: 

FmocdG;eu ------------ 2.8 g (5 mmol) 
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DI PEA ------------ L 74 mi (l O mmol) 

EtOPClN;Pr2 --------~--- L37 llll {6.5 rrimol) 

THF. --~--:-.--~-~-}O mi ~ ... 
Tras la purificación por cromatografifl; en<¿(-,lú,~ii~, ,:1 compuesto fue obtenido con un 

rendimiento de 62.4 % (2.29 g) en foml.~· dé;u~ii·et{)JITia'ligeramente amarilla, portando como 

principal contaminante el correspondiente í.rf fosf¿~~%} 
RMN de 1H de la mezcla diastereomérica;·{~·z,Ii~P~tHª,· IH;'s; 7.759;H8 (rmoc)~~2I-J,~d,J= 7:6 

Hz; 7.569 y 7.552, Hcx (Fmoc), 2H,:f1:.y~,jJ.~Jf'.~~4,~z,;'.J .3*4·-~~ •. <rmoc) .. :2;~· ~;/31~. H~ 
(Fmoc), 2H, m; 6.264, H l ', l H, .t/./=:' 6;8·ifz;:Ah48,H3';1 H;m;-3:731;.CHi(EtO), 2H, m; 3:634, 

. ' > .. ···. ' ' . i ' ,,:;/ '.:·;"; :,'../<'',:·J(~~ :'(:"'•e•> ~:·'i:':• ;;,,: :~·'·'/?: •. r '' ' 
CH ('Pr), 2H, m; 2.853, CH (.Bu), IH, m;:2;6~l. H2'; 2H; rri;'.L20lfCH3 (.Bü+ Pr+ EtO), 21H, 

m. RMN de 31 P: 14s,.o .. 83;\41.s8~:,ti~'..( .. y(~?i;2: ;p :; · :Y :~¿ ,;: '.< ·'' . . . , . . . . . 
. ·:... ; ~,,,.;1~;.,1;;z ,;L''.::• 1~1 ;.·:,)g .. ... :r.s .. . 

5'-0-(9-FLUORENILMETOXICARBONIL)~2N;ISOBUTIRIL~2.~-DESOXYGUANOSIN-3'-

ETILFOSFA T0-5 '-4~!é'k~f ~iDti.·~~~·~~~r~~frB'.f~fif~df {;I~:·-p1MET~XITRITILO) 

;j~~~~I~~1!~~-i~t:IA~l~~~~~i~:~::::~n~:~:e:::::::: 
con el mismo disolvente (~ :xl ()~'{)}~J·~~d~j<S.fea~:~ionar por l h, observándose aproximadamente 

un 80% de reacción con resp~ct() al.·~~~~ti:~óÍÍmÍtante (dCb'-DMTr). A pesar de dejar la reacción 

l h más , ésta no mostró avance, p'9t)Ó,cqlle se adicionó 7 mi de hidroperóxido de terc-butilo para 

oxidar el fosfito intemucleotídico á fosfato, dejándose a su vez reaccionar por 2 h. La reacción 

fue terminada en forma rutinaria y el compuesto sintetizado fue purificado por cromatografia en 

columna, eluyendo con isopropanol al 5% en diclorometano. Las fracciones que contenían el 

producto se reunieron, concentraron y precipitaron sobre n-hexano, obteniendo tras filtración y 

secado al alto vacío l.50 g de material en forma de polvo blanco (rendimiento 57.8%), con una 

pureza superior a 95% según el análisis por HPLC. 

RMN de 1 H de la mezcla diastereomérica: 12.187 ppm, H( dG), l H, s; 10.430, NHCO( dG), l H, 

bs; 8.822, NHCO(dC), lH, bs; 8.129, H6(dC), IH, d, J= 7.6 Hz; 7.794, H8(dG), IH, s; 7.745, 

Ho(bz), 2H, d, J=7.6; 7.549, H8(Fmoc), 2H, d, J= 7.6 Hz; 6.84 y 6.81, Ho(MeOPh), 2d, J= 8.0 

Hz; 6.386, Hl '(dC), IH, dd, J= 6.0 y 7.6 Hz; 5.958, Hl '(dG), lH, dd, J= 6.0 y 8.4; 5.109, 
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H3'(dG), IH, m;A.218, CH(Fmoc), lH, t, J"._" 7.2;.4.086, CH2(Et),.2H, m; 3.71 y 3.768. 

cHp(DMTr), 6H,2s;3.944, H4;(-dC); nt; 6s;J.604, 82·;·iI-.f ~:2'.8Ó, crl(ib);IH,~~~pt,.I= 6.8 
,_ ,. -'· • - - • • '· _,- • • .., ' '..2.~ •• • , • : ' ••• ·._; ' •• ,. • • - ~1-. -... ," '~~ 

Hz; 2.659; Hi'. ,:1 H,._m;2.420,üii;,c_1 H,-fu;ü;11i,8:2!;LI8~<qJiht;i1 .257fCH~(ib) +;_CH)(Et),· 9H; ·· 
· _ -.::· · \?

1
:< :··'.,.~·-;c. ~·:_.··:'· .:;-~:'r·:):·:·:.>t\;4:~;r "~'-~<-;·/~'.:./;:: ;;>~~~:;.: \~:~'.-<.<;;;:.;.·:-::(\:· '.\~p,-._~~:?~<·: -}:r\~> -~~D~:::· ·_:-·?;\-_--~,(._,_,·:·-~%>·.Y/-::.· '\f ·e> 

m. Las señalesno reportadas'apáréci~ron,tr*'slápadas cc>1iotnis y¡nó·;fuéron distinguibles~ RMN 

de 31 P: -o.99t·PI';n,-1Í>i'i.:.r>~~---_(-~k;~1~d''~f'. ::1\H~~: :~r:~ :~---.-~'-"f~:·,;¡~:ts ~;f': :~· ······ 
.··,·-·i\·: ·;~:,;)" ? :~ - '.- .\· •' ;.:::~: . . ·., :,? 

5'-0-(9-FL.LJ()RE>;l~MEf o~!i~~NIEf ;"¿~,;,Jf Jj~~;.,~ESOXYADENOSIN-
3 '-O-(N.N;DffS8.f ~9~f~~~vt"~9j·~~~q~r~g~~;g~~ÍBÍT~ (FmocdA-Et-amidito). 

Este compuesto•se sihfetiZó por 'étproéédimieiii:o';descrito en la preparación de los DMTrdT­
(·'.) ::<:.~-~. · :·.;: .. : .. _:-·<>--~' /:W- :'../::-,_·: · ;_~,-~·.·::- _;:~~~·:_-:- :t/: .... \~:-~'.~~-<1~f~~:\f~'~#{f~~1f,/:~'.,}.;- ; ·º. · 

alquil-amiditos, usando las siguientes cantidades:de'reaétivos: 
r ·.· ·- ···,· !·;,:-· .·. · .- ··- .. , · .. ;,,.:;··.;<;;~;,'·.·-~;J~-t~:lfl:::;~: - · .. 

F~o~dAbz -----":----~.; 1{69:'g (3 mmol) 

+~-~~~~ti~ itb1J~Ú6 mmol) DIPEA 

EtÓPCIN1Pr2 -~~~+~-~,~~O'.,~?fol (4.5 mmol) 

Trns la purifiCadón Tp::; e<o~áf p¡;~-~~.f~}~¡¡n~. > éL ~o mpuesto fue obtenido con un 

rendimiento. de_ 47.4 %_(1 .03g)en'fo~a,d~\~~a;~spGrnkiigerárnente amarilla, .conteniendo como 

=p:~ :~n~~i~.Z:~itf ~[~i~~~1:tt¡~l~t·~ft~CR· ),f ,jl;~,J0~·. ~l·,¡~. ~' .8.260, 

H8, 1 H, s; 7.980,'H0 (bz); 2f:I, d; [71:g I-I~;':?ªf?> I-Ifüf:mpé);,~21:{/.d;"';f;=:?2.:Hz; 7 )l55~ Hm(bz), 

2H, t, J= 7.6 Hz; 7¡364,ijx,2fí~,t,J;~;y_.pH~:;%22?'/tl'.P.i(f,~~c~.fa~~'t;g=7.6:~I-l~.;6.~lO, Hl ', IH, 

dd, J= 2.0 y 6.4 flz;.~,782, H3;, lH, 01; 4.232', cfi'('F~óc):··úr.· t,'J=:7~2,Hi;3.745, CH2 (EtO), 

2H, m; 3.648, q-iár), 2H, rn; 2.911, H2', IH, m; 2.726, H2', lH, m; 1.194.;I.296, CH3 (EtO + 
;Pr), l 5H, m. RM,N de. 31P: 148.21 1 y 148.053 ppm, 2s. 

3 '-0-( 4,4 '~DIMETOXITRITIL)TIMIDIN-5 '-0-(N,N-DIISOPROPILAMINO)­

ETOXIFOSFORAMIDITO (Et-amidito-dTDMTr). 

Este compuesto se sintetizó por el procedimiento descrito en la preparación de los DMTrdT­

alquil-amiditos, usando las siguientes cantidades de reactivos: 

dT-DMTr 

DIPEA 

------------ 1.63 g (3 mmol) 

------------ 1.04 mi (6 mmol) 

EtOPCIN;Pr2 ------------ 0.8 mi (3.8 mmol) 
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THF ------------ 20 mi 

Tras la purificación por cromatografia en columna, el compuesto fue obtenido con un 

rendimiento de 65;5 % • (·1.45, gfenforma d•e i.ma~~SP!llt!ª-lige1"ª"-1ente~a111¡iri!Jai p()rtando como 

;~~;6~:~:.:i~i\llliiilf A!it~~~~~!~~:~~~:~~:::~: 
CH(;Pr), 2H, m; 3;241,;;H2~cx;'¿IHi;m;;'I;8QO'.y;fi88~;!9HJ{ciT)';·2d,ÓJ,,;, 1.2 Hz; 1.730, H2'f3, lH, m; 

. _: ' -- _:.e'.·::. ¡ 1·t.'': ·: ~~~;;~-· :-;.';'á: -~'~;/'.~~,:.:.:-~;~~~.(;~· ,;i!;:~j- .' ¡':~~·.;-~_,.· -~-;;·¡ ·: .. ' :~;:_,,::: ·:~~·;;i_'./:;: ·;~~.:¡. ·;:·;:·''.':· ~;e-;( 
1.263-0.977, CH3(Et().± .'Pr);•!5H~ril; RMN.de P: 147,747y:J47~478, 2s. 

;·.é.~· .. ,:'..~,,~-~-'-·. ··\ ·; -· ~ .. 
"''~:·., '. ·:·· 

<t.; /> :<~·: . ,-"··~,- <'.··.· ':>< ,: 

5 '-0-(9-FLUOREN~LMETOXICARBONIL)-4I'J-ISOB UTt~IL-2 '-D ESOXY AD ENOSINA-

3 'IL-ETILFOSFA T0-5'IL-2N-ISOBUTIRIL-2 '-DESOXYGUANOSINA-3 ~IL~ETILFOSF AT0-

5 'IL-4N-BENZOIL-2'-DESOXYCITOSINA (FmocAbc).-RUTA [)1ii»'I'is1~1~';, 
El dímero Fmoc-GC-DMTr (321 mg, 0.25 mtrlol): 

1

se ciesBu
1

~'.te?fl~J'b¿~ ·~ mi de 

piridina:trietilamina:agua 3: 1: 1 por 15 min, a temperatura ambie11té. f\.:~~Uti~u~cfaW~~;~va~oró el 

disolvente, se adicionó el tetrazol ( 140 mg, 2 mmol) y.se cdev~p~r~rbll j~~f~~ ~~~'.ri~[riCÍi~~ {2 x 5 

mi) y THF (2 x 5 mi) hasta sequedad para eliminar ,cual~uie;. traz¡,d~-:hJW~J~&~-A;'.ésu'vez, el 

compuesto FmocdA-Et-amidito (364 mg, 0.5 mmol) también:~e co~vapo~ó;¡¿iJffkr (2x 3 mi), 

se disolvió en 5 ml de este disolvente y se adicicfüó·a-láprimer~ mezcla,_d~já;cl&~~ r~accionar por 

30 min. El análisis por CCF mostró que la reaccióftse;había conÍplet~dc{ddinespecto al dímero, 

y en consecuencia la reacción se paró coh etanol (1 mi), seglli~~-~d~·laadición de 3 mi de 

hidroperóxido de terc-butilo para oxidar el fosfito intermediario a fosfato en 50 min. La mezcla 

de reacción se concentró en rotavapor y se coevaporó con THF (2 x 1 O mi) para eliminar el 

hidroperóxido adicionado en exceso. El residuo se disolvió en 1 O mi de diclorometano, se enfrió 

a OºC, y se trató con 50 mi de TCA al 2% en diclorometano, preenfriado a la misma temperatura. 

La reacción se mantuvo por 20 min a OºC, tiempo suficiente para completar la remoción del 

grupo DMTr y fue neutralizada con 5 mi de piridina y lavada de manera rutinaria. El compuesto 

se purificó por cromatografia en columna, eluyendo con metano! al 9% en diclorometano y 

obteniéndose en forma de un polvo blanco tras evaporación del disolvente (232 mg, rendimiento: 

66.1 %). 
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5'-0-(9-FLUORENILMETOXICARBONIL)~2N-ISOBUTIRIL-2'~DESOXYGUANOSINA-

3 'IL-ETILFOSF ÁTo~:s 'IL-4N.;.BENZOIL-2'-DESOXYCITIDINA:3·1C~ETILFosF' J\.Tb-5 'IL-

TIMIDJNt\_~n':l_ÍlocGCj);-;RUTA~DESINTESÍSL-- .. L, • 
--,- ---,---. - - ..• - • . .-.,.. .. >' 

El dímero.·Fmoc-GC~DMTr.(963 fok,'io:1s.'·rilino'i) se.destrhiló;c6'ri-.-1so'~1/de;TCA'al•_2% en 
' - . '" ~. · .... " . - ·----· '- .... '.'' . ·- •,. . _, .. -·, 

diclorometano; a OºC __ porlO 'ini~!ti~mp'~ suficiente para. completar· la de~pr~te~~ióil'.éseitdidonó 
12 mi de pirídina para neutraH~~iet~6icio ~· lamezcla fue lavada en fo~a 'riiti~~d:~-cdn NaHC03 

· .· i>>::_>.'-·,.:_,·\:~.-¡:é--:~·-<<· :''< . __ _ ______ - ;_'.--: __ ::'.:-. __ .. _.'\-~---~L:~::::_:_;_:~-~--~~-~"'-~---·-i·:~-:=------
y NaCLTras evaporar el 'dis~lveÍlte,rel residuo anaranjado aceitoso s·étra-nsfifió~ §tro'!T,}átr_iiz que 

ya contenía el ·tet;az~l(~IQ~iri~:-\I'nmol), se coevaporaron juntos.e~~ fHF~-{3-* Y-o ~i).; se 

mezclaron con.el ~~~~~;~to,Et~~mldito-dT-DMTr (1.07 g, 1.5 mmol),dejá~dose,reiccionarpor 
-- . ,·. · · -·---- .. ; ,._ -, · :»·· - '.'' . _ •. --1 .:-::·, .•; , <· · •.. · ~ ·, - _ : - .· . " ,_:,·o ~ : -.• .,.,<''.·.·. ,, •, _ · :J :_ .- .,:' 

1 hr. se adicioncr 7 fu(~~ Íiici~~p~róxido de terc-butilo y se terminó Iar~acció~ ~fi.rdnriá. rutinaria . 
. - ._ " .... ,.-,- -,.,., . < . ' . ' . . ' ' - . . . -,,. ._ . ,_., "'.\". ,-,, ... - . . 

La reacCión fu~ nÚe~am~nté destrítilada y sometida a purificación' en.'col~mna,. ()bi;nicindo el 

compuesto en fo~a de polvó blanco ( 40 l mg, rendimiento: 40.~ ~) tr~s p~e~Ítit~r1J'~~~~re éter 
- ~, , ·;: • • h<-- - ,,,___ "_-,.-•. • -.-.,:: .-,.;_; 

~~~ ::~~.,~: :~·~:~:~¡;·¡~,,~~~~~~~'~¡\76,;~ ~\º~e,·€6\~t{:i~. ~~(¡~.~~~;~~f dG) + 
H0(bz), ·3H, m;7;7l3-.Ho{Fmoc),::2~; @;''.6.217,'.I-l l;~;,~-38j·il1;'.~.225,'HJ~(d9, ;lH(m; 5.125, 

~~;~.~~::;'3~;~;·~:;~;li~~~~;~l~~~~.&~!~~¡;~f ~~í~%¡f~~:¡~~::~=:~:~d: 
aparecieron traslapadas có~ ()fra~ y~() fuerb~ .<lfaih'ghi1'1e~. ~N: d~ 31 P: :o.675 y -1.096 ppm, 

2P, 2s. 

5'-0-(9-FLUORENILMETOXICARBONIL)-4N-ISOBUTIRIL-2'-DESOXYADENOSINA-

3 'IL-ETILFOSFAT0-5 'IL-2N-ISOBUTIRIL-2 '-DESOXYGUANOSINA-3 'IL-ETILFOSF AT0-

5 'IL-4N-BENZOIL-2 '-DESOXYClTOSIN A-3 '-0-{N,N-DIISOPROPILAMINO)­

ETOXIFOSFORAMIDITO (FmocAGC-Et-amidito). 

Este compuesto se sintetizó por el procedimiento descrito en la preparación de los DMTrdT­

alquil-amiditos, usando las siguientes cantidades de reactivos: 

FmocAGC ------------ 200 mg (0.14 mmol) 

DIPEA ------------ 74 µl (0.43 mmol) 

EtOPCIN¡Pr2 ------------ 90 µl (0.42 mmol) 

THF ------------ 3 mi 
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Tras la purificación por cromatografia en columna y precipitación sobre una mezcla de n­

hexano:éter etílico 1: 1, el compuesto fue obtenido en foima de polvo blanco, ccm un rendimiento 

de 43.2 o/o(2Jmg). 
. ,".· ;- . 

5 '-0-(9-FLUORENILMETQ)~IC~RBONILl)~2~~I~Ó~lJ±llllµ~f(~DESOXYGU ANOSINA-

3 'IL-ETILFOSF A T0-5'IL~4N~BENZOIL-2~iDE:soxydTiDINA-3~'IL-ETILFOSFAT0-5 'IL­

TIMIDIN A-3 '-O-{N,N'-DÚsbPROPIUAMtN6):;~TbXI~OsFbRAMIDITO (FmocGCT-Et-,_,_ ,._.• '.-''. • •.•.;" ->'\<~··.··:~:~~:~~~::;<c_'.~t·{.,··:~~~; ".~O.-.- -~- '· ---·. ,; 

amidito ). '· . > , , :: : , '·'· 
Este compuesto se sintetizó por el proceditPi~~i~;·~~~·Órit9 ~nl~ preparación de los DMTrdT­

alquil-amiditos, usando las siguientes cantid¡id~sa6~~~¡stiv'6s:,, · .. ; .. 

:7::~CT ==:=~:::~~1t~~08*t:~;) 
EtOPClN;Pr2 -.,--~-,~-t~-- .,l,7~:~<(9.fammol) 
THF --------~:;:~_,.5 '·JTi( 

Tras la purificación por cromatografía en co:~mha ~p~ecipÚación sobre n-hexano, el compuesto 

fue obtenido. en fonna de. p9Ivo blanco, con un re~dlrni~ntó ~e .14~6% (54 mg). 

RMN qe 'I-I ~e,l~·m~zcl~ diastereomérica: 823 ly 8.l ;Lppm, I;I6(dC), 1 H, 2d, J= 7.6 Hz; 7.860, 

H6(dT), l~."<l, }.~ 2:o·f.íz;'7.~45; Ho(Fmoc), 28, d, J~'7:l5; 6.22, Hl', 3H, m; 5.223, H3'(dC), 

lH, m; Sd24;:1-J:3•(dG), lH, m; 3.595, CH2(Et-alllidifo{2H; m; L925, CH3{dT), 3H, m. Las 

señales no reportá.oas ~parecieron traslapadas con otras y rl~ ~(!r{)n disti11guib}es; RlvfN de 31 P: -

0.717, 2P(V), ini.I48.498; 148.419, 148.138 y 148.077, 1 P(in);,4~. 

4N-BENZOIL-2'-DESOXYCITIDINA-3'1L-ETILFOSFATO~S'IL-TIMIDINA-3'-0-{4,4'­

DIMETOXITRITILO {dCT-DMTr}. -RUTA DE SINTESIS 2-

EI monómero dT-DMTr (1.63 g, 3 mmol) se coevaporó con THF (3 x 10 mi) hasta formación de 

espuma, dejándose secar por 15 minal alto vacío. Se disolvió en 20 mi de este disolvente y se le 

adicionó la diisopropiletilamina (625 µl, 3.6 mmol) y el agente fosfitilante EtOPCIN;Pr2 (762 µ!, 

3.6 mmol}, dejándose reaccionar en agitación magnética por 30 min, tiempo suficiente para que 

la reacción se completara. El fosforamidito recién formado se transfirió con cánula de plástico a 

otro matraz que ya contenía el compuesto FmocdC (1.96 g, 3.5 mmol) y tetrazol (840mg, 12 

mmol) previamente coevaporados con THF. En 30 min el acoplamiento internucleotídico ya se 
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había completado, y se adicionó 5 mi de hidro~eróxido de terc-butilo para oxidar el fosfito 

intermediario al fosfato· en l .h; La mezcla de reacción s~ concéritró y lavó e~ fürina 

convencional, .. concentránc!Qse_hasja_f ormación. de;espú1llªLEst~~se ·a~s~~bió_-el15.~ d.esU icá •gel 

60H y s~ c~~~;t~~-ari'~ g7,1J;; ;~:·;~iri¡{ci~i ~[s~~ J~~orj6'. ~Í¡§~~~4~~!~'.~1Üyó·:~n,,forhla pura 

con metanol al•2%.en dicloro~etano. Se trátó•con 20 mI(cle,pi~cli~~:trl~tÍl~m:iÜa:agttii3':i :l:por 

15 min para remover el grupo Fmoc, se evaporó el dis~l~~nt~ en.~o~av~po~;~.:~) r~~Íd;~~ :~c~itoso 
: ' : - ' :·.>· __ .·, . ' .. ';-:-, :·-··.· "!;:··. ' .• ,, .. - ·' 

se disolvió en 2 mi de diclorometano y se precipitó sobre 50 Ílll 'de-éter:'etÍlico:l}-h.exaü~-1: l, 
obteniéndose finalmente en forma de un polvo blanco (2.01 g,re~~irllierito:-~9~t~W ••... .. 

RMN de 1H de la mezcla diasteromérica: 9.538 y 9.310 ppm, H3(dT); JH, 2s; 9.292, ArNHCO 

(dC), IH, s; 8.308 y 8.278, H6 (dC}, lH, 2d, J= 7.6 Hz;7.9l0, H0 (bz), 2H, d, J= 7.6 Hz; 6.850, 

H0 (MeOPh), 4H, m; 6.33, Hl'(dC}, IH, m; 6.203, Hl'(dT), IH, m; 5.093 y 5.019, H3'(dC), IH, 

2m; 4.300 y 4.235, H3'(dT), IH, 2m; 3.786, CH30, 6H, s; 3.672, CH2(Et0), 2H, m; 2.713 y 

2.643, H2', lH, 2ddd; 1.950 y 1.899, H2', IH, 2~dd.; 2)65,Y L855, CH3(dT), 3H, 2s; 1.929, H2', 

IH, m;l.707, H2', lH, ddd, J= 6.4, 6.4 y 13.6 Hz; 1.291 y 1.267, CH3(Et0), 3H, 2t, J= 7.2 Hz; 

RMN de 31 P: -0.796 ppm, s. 

(FmocGCT). -RUTA DE SINTE~IS2-
Este trinucleótido se siritt::ÜzÓ P,or'eL ~l-oc€:dimiento descrito pára dCT-DMTr, utilizando las 

siguientes cantidades d~ rea¿tiyo( . 

Reac6ióá de~.fosfitiláCiÓn: 
~--~----..::.. 1.32 g ( 1.36 mmol) 

DiisopropiÍetÜamiha \ __ ,_-:--~~~ 283 Jt(l.63 mmol) 

EtoPdN1rt2 ' • '· :--~~--:-:--::' 34s µ1 e 1.63 mmol) 

THF ---~~-:--'.~:-15 mi 

Reacción de acoplamiento: 

FmocdGib 

Tetrazol 

--------~- 1.07 g ( 1.9 mmol) 

---------- 457 mg (6.5 mmol) 

Reacción de oxidación: 
1BuOOH ---------- 5 mi 

Reacción de desprotección: 

TCA al 3% en diclorometano --- 100 mi 
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La diferencia más significativa con respecto a dCT-DMTr, correspondió a la reacción de 
' . -- .,_ '·-' .- --- _-.. - - - - . - ' - -- - ' 

desprotección, ya que en l~gar~Ú'rernover el grupo Ftnoc, se removió el grupo DMTr. El 

compuesto se purificó por cromatografía en ºcoÍulTl~i:i."-eluyendo 0 con°· meta~ol~.al _; 9% en 

diclorometano y fue recuperado en forma de espuma bl~ri~~ (840 m~; rendimier1fo:46h %). 

Fmoc-GCT-Et-amidito crudo. 

El trinucleótido FmocGCT (840 mg, 0.60 mmolY'ÜbteniOo-por:ta ·füta.:mt~íilt~sisº2, se fosfüiló 
- -_,- .... ·--.,-: ;·.:·~-·- .--;· ;-.7~.:.,''" :--,.~:_;.,·;.-~~,"~~' ~,{':.·-' '-·.' • 

igual que los dos trinucleótidos anteriores, solo que en vez dé:'int'elltar purificarlo por - . ,. ·. ,: 

cromatografia, se recuperó en forma cruda, precipitándolo sobre una"ín~zcla de éter etílico:n­

hexano 1: 1, a temperatura ambiente. Fue recuperado por filtración y secado al alto vacío en forma 

de polvo blanco (7.66 mg, rendimiento: 84.1 %). 

Reactividad del trímero Fmoc-GCT-Et-amidito crudo. 

El compuesto Fmoc-GCT-Et-amidito crudo (90.8 mg, 60 µmol) se coevaporó con THF (2 x 2 

mi), se secó al alto vacío por 15 min, se disolvió en 1.5 mi de acetonittjl&.anhidro ~se.filtró a 
.. •;, .... " ""' ·- - ' 

través de un filtro de jeringa provisto con membrana de tetlón de 0.45 µ.iii ele p{iro.~ un.vial seco, 

bajo atmósfera de nitrógeno. Esta solución, 40 mM, fue el "stock" para pr~~~f~? 5()0µ1 de otras 
. I <«, \.'-;0, ~ - ' 

tres solucionesac°'nct!l1traciC>n~sto; 20 y 30 mM, diluyendo siempre con acetohitrilo. 

Cada una de esta~:~·¿y~2l~rigs,.incluyendo el stock, se colocó una a una,·~~ el vial X del 

sintetizador ~e ÁiJ~);~~t'úü~ó para sintetizar por duplicado la secuenci~: . ·. 
- --- >:,\_;-_¡::-:'.'&>,'.t.'-":··,,, -·-· ·- . . 

5' TXTA 3' 

utilizando el Ói~)c) i~§p~cial para acoplamiento de Fmoc-trímeros, el cual· carece de los pasos de 

oxidación, ac~tif'~ciÓll y destritilación solo para la adición de X. Como material de inicio se usó el 

soporte convencional DMTrdAb'-CPG y las T's fueron adicionadas usando el fosforamidito 

común DMTrdT-Bcianoetil-amidito colocado en su posición normal en el sintetizador. La' 

eficiencia de acoplamiento del trinucleótido en cada experimento, se midió colectando el catión 

DMTr liberado de cada una de las T's, aforando cada uno de ellos a 1 O mi con ácido p­

toluensulfónico 0.1 M en acetonitrilo y determinando la absorbancia a 416 nm. Se calculó con la 

siguiente relación: 

Eficiencia= (l -A2/A 1)(100) 
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Dos muestras, una de ellas generada con la solución 10 mM y otra con 40 mM, se desetilaron con 
--- .. --. .. 

una solución de tiofenol:trietilamina 3: 1 (300µ1, 55~C. 1 h) yNH40H concenfrado (0.5 mi, 75ºC, 

lh),ªnalizándose por HPLC contra controles delos oligoscGC'[TÁ'y lITÁa fin de confirmar la . -- .. . . . ' 

autenticidad de la especie generada con el trinucleótido. Par~ este pfopÓsito se usó una columna 

Ultrasphere-C 18 de Beckman de 4.6 x 250 mm y un gradiente de acetonitrilo de 5% a 15% en 

buffer de acetato de trietilamonio 0.1 M, pH 7 .O, con unflujode L ~l/min. 

ENSAMBLE DEL OLIGONUCLEOTIDO MUTAGEN1éb;GAFTGA 
~ , ~ .• .. " ' . ··- - . - ··-. . - - ·-

La preparación del oligo lll~t~g~pH~C> :r~q~~rió~el,',l1sb~ ci~ uhsintetizador automático de DNA 

provisto de 5 viales, cuat;o:[d~~~Ii(>s' p¡Íra eisÜmiií.istro de las bases normales (en los que se 
- ·;:~~'::·-t/~·~·'.·.:!."{;;~~'.:_:-.;:s~:t·-: ::·;_;·:_·-_·:. ;fo:(: __ ·::':'.'r>~ .·:···,:~-.:. ··< - · . · < .-. ·: ·.·.· __ .· 

colocaron los respectivos D.~tr;B9iáJioétiFf,osforamiditos.a concentración 0.1 M en acetonitrilo) 

que se utilizaron para ens~lllhi~ÍJo{~~Óieo.Úd():s 4~ la secuencia silvestre del oligo y u~ quinto 

vial denominado X en elq\J~ s6 g¡;lo~~Ó ~¡ trilliicleÓtido FmocGCT-Et-amidito crudo a una 

concentración 8M en acetonitrilo~ Eslrnp~rtarite mencionar que antes de la dilución final, el 

trinucleótido fue coevaporado con acetohit~fo 'anhidro (3 x 1.5 mi) para eliminar cualquier traza 

de humedad y fue filtrado por membranade~~tlÓn de 0.45 µm. 

El oligo mutagénico se sintetizó con la siguiente secuencia: 

S' G TTC GGT CAC GAA GCG (GGG/gct) GCG (TTT/gct) (ACC/gct) (GGT/gct) GCG CAA AAA CGT CA T J' 

donde las letras mayúsculas representan los co~ones silvestres ensamblados con química 

convencional, es decir, nucleótido por nucleótid~..>' lasJetras minúsculas a los codones mutantes 

que codifican para alanina. De esta manera; un: oligo 'mutante podrá contener el codón silvestre 

GGG o el codón mutante gct, pero no ambos en la misma posición y por esa razón se agruparon 

en paréntesis. 

La síntesis se realizó en varios pasos, utilizando el ciclo especial de síntesis para adición de 

Fmoc-trínucleótidos, el cual carece de los pasos de oxidación, acetilación y destritilación· solo 

cuando se adiciona X. Esto se hace con el fin de que las cadenas de oligonucleótidos crecientes, 

que no reaccionaron con el trinucleótido, no sean bloqueadas por acetilación; en vez de que esto 

ocurra, las cadenas que no reaccionaron se acoplan con el siguiente nucleótido convencional que 

definirá la base 3 • del codón silvestre a explorar. Dos acoplamientos consecutivos con 

nucleótidos convencionales completarán el codón silvestre. De esta manera, el ensamble se inició 

con la síntesis del fragmento: 

80 



5' GGTX GCG CAA AAA CGT CAT 3' 

usando como material de inicio el sC>porte DMTrdT-CPG y programando la síntesis en la 

modalid_ad tritilada. Completado, ef proce:So, la columna fue tratada manualmente con 2 mi de 

DBU 0.1 M en acetonitrilo, por 1 min; a través de una jeringa a fin de remover el grupo Fmoc. Se 

instaló nuevamente la columna en el sintetizador y se programó la adición de los siguientes 

fragmentos: 

ACCX 

TTTX 

GQGXGCG 

G TTC GGT CAC GAA GCG 

repitiendo el proceso de desfluorenilación al término de cada uno de ellos. donde se ~di.cio11ó el 

trinucleótido. Una vez completado el oligo mutagénico, se removió el grupo DMTr en él mismo 

sintetizador, se transfirió el soporte de síntesis a u~ \ltíi} d~ ~idrio de 2 .mi, se trató cC>~ {s mi de _.-.--..,,:,, ·--~: :,'.. ·, ;·:::·r .·; ,,:-· "·. ·. . .. - . . . . ·: - _· · . ., ·. ,,. . 

hidracina 0.5 M en piridina:ácido acético 4: 1 por~:i4fü~ ·~·~j~Cuper6 el soporte por fihr~¿ión, se 
: .. ;:,"·'./·.":~\'~'.;,:_,_:--~~~;f~.::<'-/_- - ' - -.-:< ·-:~·1·· ~':/,. -

trató con 1 mi de NH40H por 2h, a temperatura afüoi~fü#/füíra recuperar el;oligci; La ~oltición 

amoniacal se concentró repetidas veces con n'.'b1{t~riª1;,i'}'.[¡{t~J·fo~arse un."pelle~"; 1ii~'t;tazas de 
; -:~(-·-r·_~{~-?:;:1::;~~--"~::.:~;~1( ,.1:·~-~~:-,·· ·. ":-. , · - .. · - < :_ · · <;~-. ·-. ·; :::· ·. :,~>.·.::-

este alcohol se eliminaron por vacío intenso, ye,l¡p(!l!é(fu.e t~suspe11dido cm 200rµI de agua. El 
__ ~ .. ; ·. -:<:;:~-- '.,.'.-.'.~~f,.;_:'.:'~':,~,i:·'.-J '~:;-_::A;.'_ <: ~ ·0 - _- • - • ;, .- •• .::·~ ~ ·.;_ -~<;>~'.,.:J:~· :- :'_-.·-:.·_ , .. ' 

o ligo fue purificado por electroforesis en g~I deé p,olfacrilarni.da'al · 12%, cohtetiiendo. urea 8M y 

fue desetilado con 300 µI de un~ m~ic;¡1~,;~ff¡ª~·{lfafet19'.l 3ú ,fa 5.s~q; :~1h~~El o ligo fue 

nuevamente concentrado. con n-bútllh'oh(2 '~'¡ Tfil)¡'5~¿~¡Ji};cí~;ia~aci'ó~ ¿Jrr ~fanol (2 x 1 ml) para 
. :, ; ·.':. -.: .. . · .. :-~·;;'°''' -~·';'.}"; --:~ 1.;.> -,·t:::.: ·_,,._,, ,- -· '.<,: . <··.< --_., \-' , .. ":·,<;--:.:-~ ·:,··r::· ·' '-."·-·_ ~. _,:::t' · ._;,'-~e'"'"··, L\<:~ _-,.~-;- . -

remover las trazasde Hoferiof:s~secó~'elpt;lleten vaCío·Ysiftí!'suspenCiió ell 100 µl de agua. 

AMPLIFICACION Y CLONACION DEL OLIGO MUT AGENICO GAFTGA. 

El oligo mutagénico GAFTGAmutup y otro oligo de secuencia 

AGCTTAGTGATGGTGATGGTGATGAG que incluye el sitio de restricción Bgl 11 fueron 

usados para amplificar un fragmento de 728 bp (pares de bases) por PCR convencional, usando 

como templado el gene pspF contenido en el plásmido pMJI 5. El fragmento fue purificado por 

gel de agarosa y columnas QG de Qiagen. A continuación, tal fragmento se usó como 

megaprimer con otro o ligo de secuencia GCA TTT A TCAGGGTT A TTGTCTCA TG que contenía 

el sitio de restricción Eco RI y nuevamente con el gene pspF para generar por PCR fragmentos de 

1289 bp. Estos fragmentos que contenían a los genes mutantes de pspF se sometieron a una 
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digestión doble con las enzimas Bgl ll/Eco RI y los fragmentos digeridos se purificaron como 

antes y se ligaron al vector pMJl5 por.12 h ~l 7ºC, úsando la ligasa T4 de ADN. La reacción de 

.1igacióI1 sede.s~li~ct)'.pori_extrac~iones con n-butanofyl1r1k~u~rta;parte de ella se electroporó en. 

30 µI de ;él~.l~s¡t~6t~o~~~~;t~~t~~-de E. co/i JMJOJ.La~,células transformadas se mezclaron 

con l mi soli¡'ción'.sqC'yise incubaron a 3 7°C por l h para ~u recuperación del choque eléctrico. 

Se plat~óftµL·d~i~~t~ soiución en medio sólido LB co~teniendo ampicilina a 200 µg/ml y se 

incubó=l2 h a~37º,paracuantificar el tamaño de la biblioteca y caracterizar el tipo de variantes por 
,.· ~' ' . . 

secuenciacióri'deADN. 

PURIFICACIQN DEPLASMIDO Y SECUENCIACION DE ADN. 

De la caja de petri anterior, se inocularon 20 colonias al azar en 3 mi de medio LB conteniendo 

ampicilina a 200 µg/ml, por 12 h a 37"C. Tras este tiempo de crecimiento; se recuperaron las 

células por centrifugación a 9,000 rpm durante l min, se eliminó el sobren~dante y se recuperó el 

plásmido de cada una de ellas a través de un "kit" comercial (Cat. No. l 754 785 de Roche) para 

purificación de este material. El fundamento del kit consiste básicamente en lisar la célula en 

condiciones alcalinas, destruir el ARN a través de una ARNasa, precipitar el ADN cromosoma) 

con hidrocloruro de guanidinio y recuperar el plásmido en solución poi'. una columna de afinidad 

a ácidos nucleicos. 

La secuenciación de ADN se realizó por el método dé dideoxyterminadores marcados 

fluorescentemente por extensión por PCR, usando un secuenciador automático de ADN de 

Applied Bios)'stems, modelo ABI prism 377. 

Fmoc-DINUCLEOTIDOS. La parte metodológica ~orrespondiente al área de Fmoc-dímeros y su 

aplicación a esquemas de mutagénesis a nivel de codón, se detalla en el artículo acomplañante y 

por tal razón no será descrita en esta sección. 
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ABSTRACT 

Four known and nine new ceftazldime-resistance 
13-lactamases were generated by a novel, con­
taminatlng codon-based mutagenesis approach. In 
thls method, wild-type codons are spiked with a set 
of mutant codons durlng oligonucleotide synthesis, 
generatlng random ·comblnatorial librarles of prl­
mers that contaln few codon replacements per 
varlant. Mutant codons are assembled by tandem 
addltlon of a diluted mixture of five Fmoc-dimer 
amldites to the growing oligo and a mixture of four 
DMTr-monomer amidltes to generate 20 trlnucleo­
tides that encode a set of 18 amino aclds. Wlld-type 
codons are assembled with conventional chemlstry 
and the whole process takes place in only one syn­
thesls column, maklng Jts automatlon feaslble. The 
random and blnomlal behavior of this approach was 
tested In the polylinker region of plasmld pUC19 by 
the synthesls of three oligonucleotlde librarles 
mutagenlzed at dltferent rates and cloned as muta­
genlc cassettes. Addltlonally, the method was blo­
loglcally assessed by mutatlng slx contlguous 
codons that encode amino acids 237-243 (ABL 
numberlng) of the TEMpuc19 13-lactamase, whlch Is 
functlonally equlvalent to the clinically Importan! 
TEM-1 13-lactamase. The best ceftazldlme-recognlz­
lng variant was a triple mutant, R164H:E240K: 
R241 A, dlsplaylng a 333-fold hlgher reslstance than 
the wild-type enzyme. 

INTRODUCTION 

Many methods have been developed to accelerate the artificial 
evolution of proteins, either by enzymatic mutagenesis of the 
genes that encode them or by amplification from mutant 
primers. Enzymatic methods are mainly based on PCR 
techniques [e.g. error-prone PCR ( 1 ), DNA shuffiing (2) and 
StEP (3)), taking advantage of the Jow fidelity of sorne 
therrnostable DNA polymerases under special amplification 
conditions. For instance. Taq DNA polymerase may exhibit 
base substitution error rates ranging from 10-2 to 10-~ (4). 
However, these approaches are limited to point mutations and 
each wild-type amino acid will only change to a fraction ofthe 
other 20 (5). A similar effect is seen with libraries of spiked 

oligos (6), where each wild-type nucleotide is contaminated 
with the other three bases during oligonucleotide assembly. In 
order to cover ali the sequence space, severa( schemes of 
saturation mutagenesis ha ve been described. The most popular 
are the 'NNN' und 'NNG/C' approaches (7), which generate 
pools of 61 and 31 sense codons. respectively, that encade the 
20 amino acids. Unfortunately. when a region of sorne amino 
acids has to he sampled. these strategies only allow the 
complete exploration of a maximum of four amino acids due 
to the restriction imposed by the practica( transformation 
efficiency of 107 variants (7). Additionally. the frequency of 
mutants gcnerated with these saturation methods is strongly 
biased towards those sequences encoded by redundan! codons. 
Codon rcdundancy has been circumvented by the use of sets of 
DMTr-trimer amiditcs (DMTr represents the 4,4'-dimethoxy­
trityl protecting group) that encade ali 20 amino acids (8) ar a 
subset of them (9, J 0). Howcver. in contras! to enzymatic and 
spiked methods, ali common saturation schemes of muta­
gencsis gcncrate librarles enriched with variants bearing 
multiple amino acid substitutions and single mutants are 
poorly represented. The enrichment of librarles with variants 
carrying few cm.Ion rcplacements in codon-based mutagenesis 
approaches can be performed by an appropriate contamination 
of the wild-type codon with a specific mutan! codon ( 11 ). 

In 1998, Neuner et al. ( 12) described an ingenious codon­
bascd saturation mutagenesis method that combines the use of 
DMTr-dimer amidites anda resin-splitting approach ( 13) as a 
means to eliminate codon redundancy in random oligonucleo­
tide Jibraries. In this method, subsets of difterent codons with 
the sequence B 1 B2 B3 can be generated if during oligonucleo­
tide synthesis, proceeding in the common 3' -t5' direction, the 
growing aligo is split into four fractions and each of these is 
coupled to a specific mix of DMTr-dimer amidites bearing the 
sequences B2B3• corresponding to the sccond and third 
nucleotide positions of the mutan! codons. Mutan! codons 
are completed by coupling a specific DMTr-monomer amidite 
to each separated fraction to define the first nucleotidic 
position B1• Disappointingly, this scheme of mutagenesis 
requires the use of 11 DMTr-dimer amidites and falls into the 
resin-splitting procedures. wbich are very tedious. Jaborious 
and impractical to automute. 

We took this conccpt of dimers. employing the fact that the 
Fmoc (9-fluorenylmethoxycarbonyf) and DMTr protecting 
groups are mutually orthogonul ( 11) (Fmoc is Jabile to base 
and stable to acid, while DMTr is the converse) to develop a 
novel codon-based mutagenesis method executed in a con­
taminating approach. The randomness of the method Jies in the 

•Tu whum correspundence should be addressed. Tel: +52 777 3 29 16 04; Fax: +52 777 3 17 23 88: Email: paul@ibt.unam.mx 
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combination oF five Fmoc-dimer amidites and faur DMTr­
monomer amidites to generate 20 trinucleotides that encade a 
set oF 18 amino acids, as illustrated in Figure 1. In this method, 
the growing oligonucleotide is contaminated (spiked) with a 
diluted mix oF Fmoc-dimer amidites. the wild-type codon is 
assembled with conventional DMTr-monomer amidites and 
the set of mutant codons is completed with a mix of DMTr­
monomer amidites, as shown in Figure 2. This mutagenic 
cycle of synthesis can be repeated far each wild-type codon 
where variability is to be explored. 

The randomncss and the binomial behavior of this approach 
were evaluated in the polylinker region of plasmid pUCl9 by 
the synthesis of three oligonucleotide libraries mutagenized at 
different rates and cloned as mutant cassettes. Additionally, 
the method was biologically assessed by mutating a region of 
six contiguous amino acids [237-243, ABL numbering ( 14)] 
located between the end of the B3 f3-strand and ut the 
beginning of the 84 f3-strund of rhe TEMruc 19 f3-lactamase 
( 15) and selecting mutants with a marked change of specificity 
from ampicillin towards ceFrazidime (CAZ). TEMruc 19 

f3-lactamase ( 16) was chosen as the model protein because 
this enzyme is faund in the world wide spread plasmid pUCl9, 
because it is enzymologically e<Juivalent to the well known 
TEM-1 enzyme, in that it contains only two neutral amino 
acids replacements, and because numerous natural (www. 
lahey.org/studies/temtable.htm) and laboratory mutants of 
TEM-1 ( 17-20) ha ve demonstruted that significan! determin­
ants of the specificity change from ampicillin to CAZ ure 
located in the rundomized regían. 

MATERIALS ANO METHODS 

Jlp NMR unalysis was performed at 162 MHz. using 85% 
triphosphoric acid as the externa) reference. The oligonucleo­
tide libraries were assembled on two DNA synthesizers 
(model 391) from Applied Biosystems using a 0.2 µmol 
standard protocol as recommended by the manufacturer. 
HPLC analyses were performed on a System Gold chromato­
graph and an ultrasphere Cl8 analytical column (4.6 X 
250 mm), both from Beckman, with detection at 260 nm. 
N-acyl-deoxynucleosides and thymidine were purchased from 
Chemgenes and DMTr-deoxynucleoside f3-cyanoethyl 
phosphoramidites (DMTr-monomer amidites) from Glen 
Research. 9-Fluorenylmethoxycarbonyl chloride (Fmoc-CIJ. 
l ,8-diazabicyclo[5.4.0]undec-7-ene (DBU). N.N-diisopropyl­
ethylamine, t-butyl-hydroperoxide and ali ancillary reagents 
far oligonucleotide synthesis were purchased from Aldrich. 
Anhydrous tetrahydrofuran (THF) was purchased from 
Fisher, while anhydrous acetonitrile was from American 
Bioanalytical. Ali chemical reactions in solution phase were 
followed by thin layer chromatography (TLC) on aluminum­
backed silica gel 60 F2~" sheets (Merck) using a mix of ethyl 
acetate/dichloromethane/triethylamine (45:45: 10 v/v) as the 
elution system. 5'-Fmoc-monomers were synthesized and 
recovered by the method described by Lehmann et al. (21 ). 3'­
DMTr-monomers were prepared by our reported procedure 
( 11 ). The phosphitylating agent chloro(diisopropylamino)­
ethoxyphosphine (EtOPCIN'Pr2) used in the synthesis of 
Fmoc-dimers and their corresponding amidites was prepared 
according to Atkinson and Smith (22), using ethoxydichloro­
phosphite instead of methoxydichlorophosphite. 
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The antibiotics cefotaxime (CTX), ampicillin (AMP) and 
kanamycin (KAN) were bought from Sigma Chemical Co., 
while CAZ was from Glaxo. Restriction endonucleases and T4 
DNA ligase were purchased from New England Biolabs, while 
Taq DNA polymerase, plasmid pUCl9 and deoxynucleoside 
triphosphates (dNTPs) were bought from Boehringer 
Mannheim and used according to standard protocols. 
Plasmid pT4Bla was the parent plasmid of ali random 
libraries. 11 is a f3-lactamase promoter derivative from cloning 
vector pT4 (kindly donated by Peter Kast and Ying Tang, 
ETH. Zurich, Switzerland), containing 3.2 kb that include the 
KAN resistance gene and also the Col E 1 and fl origins of 
DNA replication. Escherichia co/i XLl-Blue (recA/, endA/, 
gyrA96, thi-1, hsdR/7, .rnpE44. re/Al. /ac [F' proAB, lac/q 
/acZ6Ml5, TlllO(tet'Jll was obtained from Stratagene and 
used for the cloning and plasmid purification procedures. 

Synthesis of Fmoc-dimer amidites 

Synthesis of Fmoc-di mers. precursor synthons of the Fmoc­
dimer amidites, proceeded in the 3' ~5' direction in a 
completely protected scheme to ensure the exclusive forma­
tion of 3'-5' phosphotriester bonds andina 'one pot' approach 
to avoid isolation of thc intermediate phosphoramidite 
(Scheme 1 ). We describe hcre the procedure used for synthesis 
of the Fmoc-TT dimer and its corresponding amidite. The 
other four Fmoc-dimer amidites. AA, AT. CG and GC, were 
prepared with the same general procedure. 

5' -0-(9-íluorenylmethoxyca rbonyl )thymidine-3' -yl­
ethylphosphate-5' -yl-thymidine (Fmoc-TT dimer) 

3'-0-(4,4'-dimethoxytrityl )thymidine ( 1.53 g. 3.3 mmol) was 
dried by co-evaporation with anhydrous tetrahydrofuran (2 X 
1 O mi) and redissolved in 25 mi of the same solvent. N,N­
diisopropylcthylamine (0.68 mi. 3.9 mmol) and the phos­
phitylating agent (0.84 mi. 3.9 mmol) were added using 
independent uisposable syringes under a nitrogen atmosphere 
and with magnetic stirring. After 30 min reaction. TLC 
analysis showed complete conversion of the nucleoside to its 
phosphoramidite and this reaction mixture was transferred by 
tefton tubing to another ftask containing a mixture of 5' -0-(9-
fluorenylmethoxycarbonyllthymidine (2.2 g, 4 mmo)) and 
tetrazol ( 1.05 g, 15 mmo)). previously co-evaporated with 
THF (2 X 10 mi). After 60 min of the second reaction, the 
TLC analysis showed complete disappearance of the inter­
mediate phosphoramidite (limiting rcagent) andan excess of 
t-butyl hydroperoxide was added to oxidize the· recently 
formed phosphite-triester bond to the more stable phosphate­
triester. Aftcr 1 h reaction. the mixture was concentrated to 
dryness. redissolved in dichloromethane ( 100 mi) and 
tandemly washed with a saturated solution of sodium bicar­
bonate (2 X 20 mi) and brine (2 X 20 mi). The organic phase 
was dried over anhydrous sodium sulfate, tiltered and 
concentrated until formation of a foam. The fully protected 
dimer was detritylated with 3% trichloroacetic acid (TCAJ in 
dichloromethane (200 mil at OºC for 20 min and was 
immediately neutralized with a saturated solution of sodium 
bicarbonate. The mixture was washed as befare and concen­
trated to a foam. The Fmoc-TT dimer was purified by flash 
column chromatography using silica gel 60 H (5-40 µm; 
Merck) as the stationary phase, eluting with 3% methanol in 
dichloromethane. The pure compound was recovered as a 
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white powder after precipitation over 11-he,¡ane and vacuum 
drying. 

5' -0-(9-Huorenylmethoxycarbonyl)thymidine-3' -yl· 
ethylpbosphate-5' -yl-tbymldlne.J' ·Yl·O·ethyl-N .N· 
diisopropylaminophospboramidlte (Fmoc-TT amidite) 

The Fmoc-TT dimer ( 1.19 g, 1.5 mmol) was dried by co­
evaporation with anhydrous THF (2 X 10 mi) and was 
redissolved in 15 mi of the same solvent. N.N-diisopropyl­
ethylamine (0.43 mi, 2.5 mmol) and the phosphitylating agent 
(0.47 mi, 2.25 mmol) were added using independent dispos­
able syringes under a nitrogen atmosphere and with magnetic 
stirring. After 35 min reaction an abundant amount of 
precipitate corresponding to N,N-diisopropylethylammonium 
chloride arase. but the reaction was continued for an additional 
25 min. TLC analysis showed a complete transformation of 
the starting dimer to a more hydrophobic product correspond­
ing to its phosphoramidite. The reaction was quenched with a 
saturated solution of sodium bicarbonate (5 mi), diluted with 
dichloromethane and washed as befare. The crude compound 
was finally recovered as a white powder after precipitation 
over 11-he1'ane and vacuum drying. 

Random oligonuclcotidc librarles 

Three oligonuclcotides of sequcnce agtgccaagcttgga-GCC/B 1 
B1B.i-GGT/B 1B1B.rGAG/B 1B2B.rCGT/B 1B1B.i-GGG/8 1B2 
8 3-TCT/B 1 B2B,,-cgcgaattcgtaatc were assembled at different 
leve Is of mutagenesis containing the mutant codons B 1 B2B3 
represented in Figure 1. The wild-type codons subjected to 
rnutagcnesis are those marked in capital letters. lt is worth 
noting that the wild-type nucleotides of the sequence were 
added by comrnon DMTr-monomer amidites while the codons 
8 18 1B.1 were incorporatcd by a mix of the five Fmoc-dimer 
arnidites dcscribed above and an equimolar mixture of four 
DMTr-monomer amidites, as shown in Figure 2. The flanking 
arrns included two restriction sites, Hi11dlll and EcoRI. 

The assembly process required the use of two DNA 
synthesizers, labeled A and B (Fig. 2). Synthesizer A was 
titted out with common reagents for oligonucleotide synthesis, 
including clean 50 mM DMTr-monomer amidites. Al position 
X (fifth vial from left to right) a mix B1B3 of the five Fmoc­
dimer amidites TT:AA:AT:GC:CG in the relative molar ratio 
1.0: 1.03: 1.03: 1.03: 1.23 and ata total 50 mM concentration in 
anhydrous acetonitrile was installed for assembly of the 
library polylinkerlOO. Synthesizer 8 was prepared with the 
common activating, capping and oxidizing solutions. but 
the detritylating reagent was substituted for a 'defluorenylat­
ing' reagent made up of 0.1 M DBU in acetonitrile. This 
solution was used to rernove the Fmoc protecting groups ofthe 
incorporated dimers. At position X (fifth vial from left to right) 
an equimolar 100 mM acetonitrile solution of the four DMTr­
rnonomer amidites (A, C, G and T) was installed to complete 
the mutant codons. This mixture of monomers is usually 
designated N, but here is namcd B 1 because these monomers 
will define the first 5' nucleotide position of the mutant 
codons. With regard to the synthesis program. co-dclivery of 
arnidites and tetrazol to the column was accomplished by three 
pulses of 3 s (-400 µI). as opposed to the conventional pulses 
of 3 X 2 s. Under these conditions, clcan DMTr-monomer 
arnidites were coupled with an efficiency of98%, while Fmoc­
dimer amidites were coupled with an efficiency of 95%. The 
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assembly of polylinkerlOO (rnutated at saturation, 100%) 
sturted on synthesizer A with synthesis of the sequence 
5'-(818 3)-cgcggtatcatt-3' in the trityl-on mode. Next. the 
column was transferred to synthesizer 8, the Fmoc protecting 
groups were removed and one coupling with the mi" B1 was 
perforrned to complete the mutant codons B 1 B2B-', in trityl-on 
mode. The column was returned to synthesizer A for one 
coupling with the mix Fmoc-828 3 and then to synthesizer 8 to 
complete the mutant codons. This process was repeated four 
more times and tinally the sequence agtgccaagcttgga was 
added on synthesizer A, in trityl-off mode. to complete the 
library and remove the last DMTr protecting group. 

For the second library. originally expected to be mutated at 
50%, the assembly started on synthesizer A programming the 
sequence TC(T/B1B-')-cgcgaattcgtaatc in the trityl-on mode. 
The bases in parenthescs were automatically co-delivered to 
the growing chain. During this step the wild-type sequence 
grew by only 1 nt. while the pool of mutant sequences grew by 
2 nt. In the next two cycles of synthcsis, the wild-type codon 
was completed with addition of clean DMTr-monomer 
amidites, while the mutant segments bearing the Fmoc 
protecting group were in standby. As befare. the column 
was transferred to synthesizer B to complete the set 8 18 18 3. 
The column was returned to synthesizer A for three coupling 
cycles to add the sequence 5'-GG(G/B2 B.1)-3' and then the 
mutan! codons were completed on synthesizer B. The cycling 
processes were repeated for each wi ld-typc codon to be 
explored. Finally. the 5' flanking region gataaatctgga was 
added on synthesizer A. The leve! of mutagenesis per codon, 
indicated by thc incorporation of Fmoc-82B.,. was deterrnined 
by the difference in absorbance of the DMTr cation released 
from the previous nuclcotide to the mutagenized codon and 
the DMTr-monomer amidite incorporated with the mix Fmoc-
8283. This library was mutated atan average 48.9% per codon 
and was named polylinker49. 

For the third library, 100 mM solutions of clean DMTr­
monomer amidites were installed in synthesizer A and a 
20 mM solution of Fmoc-828-' in the X position. This aligo 
was synthesized as was polylinker49 and mutated at an 
average 20.5% per codon. lt was named polylinker20. 

Two additional libraries of sequences 5' -ggtttattgctg­
ataaatctgga-GCC/B 1B2 B3-GGT/8 18 2B.rGAG/B 1 8 28rCGT/ 
B1B18rGGG/B 1 B2B-'· TCT/B 1 B1B-'·cgcggtatcattgcagcactgg-
3' and 5'-gataaatctgga-GCC/8 18 2 B.i-GGT/B 1 8 18.rGAG/ 
B1B2BrCGT/8 1B2 BJ·GGG/B 1B2 B-'·TCT/B 1 B2B3-cgcggtatc­
att-3' were synthesized to mutate the region 237-243 of the 
TEMpuc 19 P-lactamase. The first library was named Blamut63 
and the second Blamut42. to rellect their respective Jengths. 
Thc main differences between the two libraries were the sizes 
of the flanking regions (marked in lower case), the relative 
ratio of components in che mutagenic rnix and the level of 
mutagenesis. Blamut63 was assembled using 100 mM DMTr­
monomer amidites and the mix Fmoc-B 2 B.i at 40 mM in the 
same ratio of components as was used for the polylinker 
libraries. Blamut42 was al so synthesized with 100 rnM 
DMTr-monomer amidites. but Frnoc-B 2B3 was at 50 rnM 
and the ratio of the components was 1.0: 1.0: 1.1: 1.8:2.3 for 
TT:AA:AT:GC:CG. respectively. 

The sol id supports containing the libraries were subjected to 
treatment with 0.5 mi of thiophenol/triethylamine (3: 1 v/v) for 
2 h at 55ºC to remove the internucleotidic ethyl groups of the 
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mutant codons. The supematant was removed by filtration and 
each support was subjected to an ovemight treatment with 
concentrated ammonium hydroxide to remove ali remaining 
protecting groups and release the oligonucleotides from the 
supports. Librarles were purlfied on 15% polyacrylamide gels 
containing 8 M urea and recovered in deionized water after 
11-butanol desalting. 

Relatlve reactlvlty of Fmoc-dimer amidltes 

Each mix Fmoc-B2BJ used for assembly of the libraries was 
tested by coupling to a solid support carrying dAbz in order to 
generate a pool of five trlmers with the sequences TIA, AAA. 
ATA, CaA and aCA. Previous experiments performed by 
conventional chemistry had demonstrated that such a pool was 
well resolved by HPLC, using a gradient of 5-12% acetonitrlle 
in 20 min, ata flow of 1 ml/min, and 0.1 M trlethylammonium 
acetate, pH 7.0, as the aqueous buffer. These experiments 
were performed in duplicate and the relative reactivities were 
determined by correcting the integrated areas of each 
componen! using calculated molar extinction coefficients (23). 

Clonlng of mutant cassettes 

Duplexes of the librarles polylinker20. polylinker49 and 
polylinkerJOO were generatcd by extension of the comple­
mentary primer 5' -gattacgaattcgcg-3' and the Klenow frag­
ment (3'~5' exo-) of DNA polymerase 1 as described earlier 
( J J,24). The products were double digested with the restric­
tion enzymes Hi11dlll and EcnRI and cloned into the 
previously opened plasmid pUC 19. These recombinan! 
plasmids were electroporated in to XL 1-Blue ce lis and one­
thousandth of the electroporntion mixture was plated on LB 
agar containing AMP at 200 µg/ml. The plates were incubated 
ovemight at 37ºC and many clones per library were scquenced 
to complete 32 in-phase sequences. 

Amplification and clonlng of lihraries Blamut63 and 
Blamut42 

Each oligonucleotide library and a primer of sequence 5' -
agccgtggatcgtggctcgagtcattaccaatgcttaatcag-3'. which included 
the underlined cleavage site Xlwl, were used to amplify a 
195 bp fragment (megaprimer) by conventional PCR, using as 
template the gene blapucio· These megaprlmers were purified 
in agarose gels and on Qa columns from Qiagen. They 
were independently combined with a primer of sequence 
5 '-e gggccat g gctattcaacatttcc gtg te ge ce ttattccc ttttttgcggcattt -3 ', 
containing the underlined cleavage site Ncol, and plasmid 
pUC 19 to yield 873 bp fragments by PCR. These fragments 
containing the complete mutant genes of b/apuc 19 were 
subjected to double digestion with the enzymes Ncol and 
Xlwl and the fragments were purified as befare and ligated 
ovemight to plasmid pT4Bla. using T4 DNA ligase. The 
ligation reaction was desalted with 11-butanol and one-quarter 
of it was electroporated on 30 µI of electrocompetent E.coli 
XLI -Blue cells. After a 1 h recovery of the transformed cells in 
1 mi of SOC medium. 1 µI of this mixture was plated on a solid 
LB plate containing 25 µg/ml KAN and was incubated 
ovemight at 37ºC to quantify the library size. The remaining 
solution was diluted with 19 mi of liquid LB containing 
26.3 µg/ml KAN and was incubated ovemight at 37ºC. Each 
library arising from Blamut63 and Blamut42 was recovered as 
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a populntion of mutant plasmids using miniprep columns from 
Qiagen. 

Selectlon of active mutants 

Far selection of functional mutants agnin CAZ, each library of 
mutant plasmids arlsing from Blamut63 and Blamut42 was 
used to transform E.co/i XLl-Blue cells by electroporation. 
The mixture was plated on five LB plates (200 µI each) 
containing CAZ at 12.5 µg/ml and incubated for 16-20 h at 
37ºC. Resistan! mutants that arase on these pintes were 
inoculated into 3 mi of liquid LB (containing 25 µg/ml KAN) 
and were incubated ovemight at 37ºC to recover plasmid from 
each of them. Plasmids were retransformed, subcloned and 
sequenced. 

Antihiotlc susceptibility 

Mínimum inhihitory concentrations (MICs) of E.co/i XLl­
Blue cells carrying mutant plasmids obtained by CAZ 
selection were assessed in salid LB plates contnining 2-fold 
increasing concentrations of the antibiotics AMP and CTX. 
For CAZ. we used linear increasing concentrations, starting 
with three low concentrations (0. JO, 0.125 and 0.150 µg/ml) to 
determine the MIC of the wild-type TEMruc 19 ~-Jactamase 
and ending .with six higher concentrations ( 10, 15, 20, 30, 40 
and 50 µg/ml) for the mutants. Assay of each mutant was 
performed at three different dilutions (104. JOS and 106 c.f.u./ 
drop). Spotting of cells was done with a multipipette device, 
inoculating 5 µI per dilution. PI ates were incubated at 37ºC far 
16-20 h and the presence of colonies in the most diluted spot 
was interpreted as a signa! of resistance. 

RESULTS 

Fmoc-dimer amidites 

Chemical synthesis of five Fmoc-dimers with the sequences 
TI, AA. AT, ac and Ca, precursors ofthe target Fmoc-dimer 
amidites, was accomplished in two stages, as shown in 
Se heme 1 A. In the first stage, fully protected dimers were 
ohtained through a 'one pot' reaction where activation of the 
3' nucleoside, coupling with the 5' nucleoside and oxidation of 
the intemucleotidic phosphite took place without isolation of 
uny interrnediate material. In the second stage, each crude 
fully protected dimer was detritylated and purified by flash 
column chromatography. In general, Fmoc-dimers were 
obtained in modest to good yields, but with very high 
standards of purity as assessed by HPLC and 31 P NMR 
(Table 1 ). lt is worth noting that each Fmoc-dimer was 
obtained as a mixture of two diastereoisomers dueto the chiral 
center formed in the intemucleotidic phosphotrlester, account­
ing for the pair of peaks that appeared in HPLC and 31 P NMR. 
Table 1 also shows the appropriate protected starting nucleo­
sides required to assemble each dimer. 

Fmoc-dimer amidites were obtained by phosphitylation of 
the corresponding Fmoc-dimers (Scheme 18) and were 
recovered in a crude form to avoid chromatographic purifi­
cation of such reactive species. a step that is frequently 
deleterious to the nverall yield. In spite of this. the four Fmoc­
dimer amidites (TT. AA, AT, aC) were highly pure, as 
indicated in Table 1. and only ca resulted in low purity dueto 
formation of a large amount of an H-phosphonate subproduct. 
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Scheme l. Syn1hetic palhway for preparulion of Frnoc-dirner amidlles. DMTr. -l.4'·dirne1hoxy1rityl group: Frnoc, 9-fluorcnylmethoxycarbonyl group; DIPEA, 
N.N·diisopropyle1hylamine:p •BuOOH, t·butyl-hydroperoxide: TCA, 1richloroacc1ic acid. 

Table l. Analysis and resulls of lhe Fmoc·dimer amidi1es TT. AA. AT. GC und CG und lheir corrcsponding prccursors 

Compound Stnning nuctcosides Yield Purity 
(%) (%) 

Fmoc·TT 5'·0·Fmoc·dT, 3'·0·DMT-dT 55.2 95.6 
Fmoc-TI amiditc Frnoc·TT 90.5 82.4 
Fmoc-AhrAbr 5'·0·Fmoc-dA"'. 3'·0-DMT-dA•• 50.6 94.5 
Fmoc-Ah1Ah1 amídite Fmoc-Ah1Ab1 79.4 82.1 
Fmoc·A•rr 5'·0·Fmoc·dA°', 3'·0-DMT-dT 61.9 93.2 
Fmoc-Ab'T amidite Fmoc·A"'T 71.5 91.2 
Fmoc·G8 UCb1 5'·0-Fmoc·dG'º'· J'·O·DMT-dc•• 89.6 97.9 
Fmoc-GBUCh1 amiditc Fmoc-G'8 'C"' 89.0 82.1 

Fmoc-ctu(JlBu 5'·0·Fmoc·dCb', 3'·0·DMT·dG•8• 48.2 98.0 
Fmoc-Ch1Q18u umiditc Fmoc-ct'1G1811 82.4 54.5 

Although this subproduct reduces the purity of the expected 
amidite, it is innocuous during the coupling reaction. Each 
Fmoc-dimer amidite was obtained as a mixture of four 
diastereoisomers because two chiral phosphorus atoms were 
generated per molecule, one corresponding to the inter­
nucleotidic phosphotriester and another one to the phosphor­
amidite function. Such a diastereoisomeric mixture was 
evident in the HPLC analysis of the compounds AA. GC 
and CG, where four peaks appeared. 31 P NMR analysis 
revealed two highly differentiated sets of signals, one of them 

Rctcntion time (minl 11p NMR íp.p.m.) 

4.34. 4.59 -0.483, -1.216 
18.78, 18.95, 19.65 148.399, 147.998, -0.671, -0.695, --0.718 
7.07, 7.45 -0.896,-1.135 

24.32, 24.58, 24.71, 24.91 148.210. 148.190. 148.178, ·0.695, -0.900 
5.69, 5.98 -0.567, -1.098 

21.48, 22.21 148.30, 148.00, -0.668, -0.685, -0.705 
6.95. 7.94 0.092, -1.683 

24.01. 24.29, 25.27. 25.48 149.10, 148.70. 148.30, -0.530, --0.607. 
-0.705, --0.718 

8.29 -1.263,-1.656 
25.19, 25.38, 26.90. 27.07 148.452, 147.968, 147.656, -1.545, -1.697, 

-1.828 

centered around 148 p.p.m., corresponding to the phosphor­
amidite function, and the other one around -1.0 p.p.m., 
corresponding to the intemucleotidic phosphate. 

Oligonucleotide libraries 

Performance of the dimer approach for the non-saturating 
codon-based mutagenesis method was assessed by the 
assembly of five libraries. These included a mutagenic 
window of six contiguous codons that encode amino acids 
Ala237, Gly238. Glu240, Arg24 I, GI 2 f the 
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~ . ~ o ~ . ~ 1 ~ 
Fii.:urc t. Codrn1' B1B2 B_, gcncntlcd with thc mix uí dirncrs TT, AA, AT, 
GC ami CG and ínur momnncrs. 

TEMpuc 19 ¡3-l:1ctamasc. Thrcc lihraries wcrc constructcd to 
dcmonstratc thc rohustncss ami rcliability oí thc mcthml. 
whilc the othcr two wcrc applicd to a real prnhlem, thc search 
for mutants displaying a changc oí spccificity l'rom AMP 
towards CAZ that could emerge in naturc duc to thc increasing 
use oí this ccphalnsporin in clinical trcatmcnts. 

Polylinkcr libraril's 

Thc tirst thrcc lihrarics ní scqucnce agtgccaaccttgga-GCC­
GGT-GAG-CGT-GGG-TCT-cgcgaattcgtaatc wcrc mutated at 
thrcc experimental ratcs (20 . .'i, .J8.9 and IOO'i;,), suhstituting 
cach wiltl-type codon markcd in capital lettcrs with thc pool ni' 
trimcrs B 113 2 B, shown in Figure l. Sincc thcse nligos werc 
dcsigncd to he clonetl in thc polylinkcr rcgion oí plasmid 
pUC l <J through thc //i11dll I anti EmR 1 sitc,, thcy werc namcd 
pnlylinker20, polylinkcr.J9 anti pnlylinkcrlOO. In l':u::t. syn­
thesis of pnlylinkcr 100 was \'cry simple beca use the growing 
oligo was saturnted with a mix of thc tive Fmoc-dimcr 
amidites <Fmoc-ll 2B,). the unrcactcd d1ains wcrc hlockcd by 
acetylation. thc Fmoc gniup was removed and thc mutan! 
codons wcrc cnmplctctl with a mixture ol' thc four DMTr­
m1111omcr amiditcs (Dr--!Tr-B 1 J. Fnr asscrnhly of pnlylinker.J9, 
wc originally cxpc·ctcú 50'.'fo mutagcncsis pcr cndon and. 
knnwing of thc similarity of rcactivity hetwccn monomcrs ami 
dimcrs ( 12.25). a 50 mM mix Fmnc-B 2B, and .'iO mM clcan 
DMTr-monomcr :uniditcs wcrc cn-dclivcrcd to thc synthcsis 
cnlumn. nbtaining a substitution ncar to that wanlcd. At this 
pnint. wc must rcrncmhcr that cach wild-typc codon was 
crnnplctcd by two succcssivc couplings with clcan DMTr­
monorncr amiditcs while thc mutan! codons wcrc complcted 
with thc mix B 1• as shnwn in Figure 2. Polylinkcr20 was 
planned to be mutatcd at 17%, hnwcvcr, undcr the conditions 
uscd for pnlylinkerl 00 ami pnlylinkcr50. thc mix Fmnc-13 2 13.1 

would hnve to he at 10 mM, and with cn-dclivery with thc 
50 mM DMTr-monomcr amidites the resultan! mixture would 

DMTr-CPG 

Synthesizer Aj W¡W2(W3/B2D3) 

DMTr-W¡W¿W3-CPG 
Fmoc-B2B3-CPG 

Synthesizer BjB1 

DMTr-W¡W2W3-CPG 
DMTr-B1B2B3-CPG 

Synthesizer A 1 W¡W2(W3/B2B3) 

DMTr-W¡ W2 W3 -w¡ W2 W3 -CPG 
DMTr-W1W2W3-B1B2B?-CPG 

Fmoc-B;B3-W¡W2W~-CPG 
Fmoc-82 a, -B¡ B~ B:! -CPG 

synthesizer BjB1 

DMTr-W¡ W¡ w,, -w1 W¡ W:, -CPG 
DMTr-W¡W2W3-B¡B2B;-CPG 

IIlliilLJ 'f'n'r=-B¡ B2 B ~ -W¡ W2 W3 -CPG 
ITifilii]i"fflee-B¡B,B3-B¡B2B3-CPG 

l'AGE 601' ll 

.... 
o .. 
'& ... 
"), 

.;J 
g: 
e: 
~. 
"' '..., 
" F. 

Fl~urc 2. Conlumin:lling :1pproad1 oí thc codon-ha~c<l 111u1agcncsis rnclhod 
through thc use of Fmoc-Uimcr ;1111idilc!>.. Thc rnlinnalc fur thc mcthod is 
thoroughly dc~nihcJ in thc Di:-.cm • ..,ion. For s11nplici1y, thc proccss is cxcm­
plillcd with a l\\O cmJon window ;md lhc \\'ild-rypc flanldng rcgions urc not 
'tmwn. Thc proi:c'~ wa.., pcrformcd wi1h two DNA ... yn1hcsi1.cr~. displuycd 
;11 1hc top. Thc c~i.:lc of mu1agc11c..;i., \\ih "" follo\\~. Thc grm\°ing oligo 
Jinl-..cJ IO lile ~oJid ~Ufl(lll!I tC'l'Cil ¡., rc;u:lcd, in ~ynth1.'!>.Íi'Cr !\, wilh 11 mix OÍ 
dilutc-d Fmoc-dimcr umidi1c..; (B:.B,1 and a concc111rall·d DMTr·rnonnrncr 
mniJi1c (IJf\ITr-wd 1ha1 tkfinc..; lhc J' nuclc-otidc of 1hc wild·typc codon to 
he c.\flhlrcd: lwo mldili<1nal 1.·11upling' \\Ílh c..·onurnm Dfv1Tr-monomcr 
ami<lih~" urc c:..c1.'ll!C'd 10 cmnplclc lhc wiltl-rypc rodon (\\'¡\'-':.\'-'J); thc 
column i~ lramícm:d 10 ... ynthc.,i1cr B. 1he Fmo1.· group is rcmo\'cd ami ali 
1hc growing mutant .,cgrncnti; are rL·actcd wilh a mi~ of Df\tTr-rnonnrncr 
mni<litc.\ CD~1Tr-B 1 ) hl gcneratc a ~el 11mt<111I cod1ms tB 1B:.B 1). In rhc rcpc­
tilion 1hc colu11111 ¡., mo\'cd 10 ... y111hc~i1.cr t\ ;md lhc cyclc of 111u1;1gcnc!->i:o. is 
rcpco11cd "'" many rime., ai; there are 1.·odon:-. ro he 11111t;11cd. AnL'illary 
n .. ·:1gc1w .. : activating .,oh11i11n 11c1ra1ulc. T1), c:1pping A Coi<.:cri<..- anhydridc, 
AL·:.Ol, capping B 1N-mc1hylimid;11ok, NMll, dc1ri1yla1ing agclll CTC'AI. 
oxid:llion ~olu1in11 fl:.l. dcllu1ircnyla1ing ... 01u1i1111 CDlllJ)_ 
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Fl1111rc 3. Hl'LC nnalysis of trimers asscmhlcú wi1h thc mixtures uf Fmoc-úimer amiúitcs 1T:AA:AT:GC:CG in thc ratios (Al l.O:l.03:1.03:Ul3:1.23 nnú 
(11) 1.0: 1.0: 1.1: 1.8:2.3. 

Table 2. Expcclcd (/'Thcur.l und cxpcrimcn1al (/'c,r) frcc¡ucncy uf in-plmsc mutnnts ~cncra1cd wilh thc livc oligonuclcotidc librarics m .. scmhlcd in 1his work, 
undcr no sclcctivc condi1io11~ 

Mu1a111 ctKlon" Pt1lylinl-.:cr::!O ca:: :m.sr/r·) Polylinkcr49 (a= -18.9%) PulylinkcrlOO Ca= IOO'ñ·) Blamut63 fu= 29.0'ld Blmnut·12. írt = .w.srAi) 
pcr vurimll 

P11w11r /',.,I' /'¡¡,,·.,r p""P f 1
·11wn1 Pnl' /'·111..: .. r /'"'I' /'·111, ... , Pnr 

o 0.:!62 0.:'81 (IJ) 0.016 O.O<KJ 10) 0.000 º·ººº (IJ) 
0.128 0.428 ((>) 0.0-17 0.500 (8) 

1 O .. llJl O.:i.ll (17) tl.fllJ.J 0.12:; (.1) 0.000 º·ººº(O) CUl4 0.21.J (J) 0.187 0.0C>J ( 1 l 
O.:'!·l<l Cl.12:i 141 0.2:14 0.2:;0 18) 0.000 0.000 (O) 11..1:'1 11.286 (4) CUll O.CKKl (()> 

3 0.082 ().(}(,;'.! (2) 11..lU 0.2.10 (81 0.000 0.00010> 0.175 11.071 ( 1) 0.276 fUl.1 f5l 
4 0.(ll:i O.OllOiO) 0.2:14 0.187 (í>I 0.000 O.OIKl 10) 0.0.1.1 (1.000 10) O.U8 0.12:; (21 
5 11.001 O.OOOiOI 0.0IJ.j 0.12:; (4) º·ººº 0.11110 (()) fl.009 OJKlO ¡()) 0.():17 O.lllK! (IJ) 
(, º·ººº 0.1100 101 ll.016 0.062 (2) 1.0110 1.0110 (.12) 11.1100 11.000 (()) 0.110·1 0.000 (01 
An.ilyzc<l !<.Cl(UCnl'l'., :\2 ."\2 J2 l·I 11> 

n represen!~ lhc cxpl•rimcntal average lc\'cl of mula!!cnc ... b. / 11h, ... , wa' calculi1tcú hy !he cquation of hinomiill di~lrihulion (2·t). Thc kin<lo.; nf mutunl~ fnund 
in cuch lihrnry me imfo;;i1cd in parcnllic.;,c!'.. Thc !<.CljUCnl·c" oí lihr11ric~ polylinkcr20, polyli11kcr49 ;md polylinkcrJOO me ll\'ailahlc "' Supplcmcntary ~1:1tcrinl. 

have bccn 30 mM. aml a poor coupling cflicicncy would havc 
hcen obiaincd. For this rcason thc 50 mM clcan DMTr­
monomcr amiditcs wcrc substituted for IDO mM solutions ami 
the mix Fmoc-13213 3 was at 20 1111\·I. A slightly highcr 
nrntagencsis ratc rcsul1cd. but it is not cxperimentally 
significan!. Thc thrcc librarics wcrc subjccted to a two·stcp 
dcprotcction ami wcrc purilicd hy pnlyacrylamide gel 
clcctrophorcsis. The Frnoc-B 2B, solutions uscd for thcsc 
Jibrarics conlained !he Fmnc-dirncr arniditcs ·n·:AA:AT: 
GC:CG in the molar ratio 1.011 .03/J .03/1.03/1.23, a combin­
ation that yiclded an c\·cn frcquency of trirners (ITA, AAA, 
ATA, GCA and CGA) whcn coupled to a solid support 
currying dA. as shown in Figure 3A. 

Cloning or thc libruries polylinkcr20, polylinkcr49 and 
pulylinkcr 100 

These mutagcnic oligonucleotidcs were converted into their 
corrcsponding DNA duplexcs by extcnsion of the comple­
mcntary primer gattacgaattcgcg under mild polymeriz:ition 

conditions, using the Klcnnw fragment of DNA polyrncrasc 
that Jacks 3'~5' and 5'~3' cxonuclcasc activity, in ordcr to 
avoid any additional mutagcnic condition. Thc duplexes were 
doublc digcstcd with thc cnzymcs Himllll and EcoRI ancl 
cloncd into thc polylinker rcgion of plasrnid pUC19 as 
rnutagcnic cassettes. With this mndilication the AMP resist· 
anee gene lempucr•i rernaincd intact ami the clcctroporated 
XLJ-Blue cells wcrc plated on salid LB containing AMP to 
genera te threc libraries of mutants ( 1 1 ,24 ). From thc Jibrarics 
polylinker20, polylinker49 and polylinkerJOO. 36. 38 and 41 
clones, respcctively, werc scqucnced (sce Supplernentary 
Material) in order to complete sets of 32 in-phasc mutants. Thc 
additional sequenccs containcd 4, 6 ar 9 nt inscrtions or 
deletions, rcspcctivcly. and wcrc no! considcred far the 
statistical analysis. ln-phasc mutants followed a binomial 
bchavior predicted by the experimental leve! of mutagenesis 
as scen in Table 2 ami Figure 4. In this scnse lhe robustness 
and reproducibility of the mcthod has becn completely 
dernonstrated. It is worth noling that the rate of aberrunt 
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Figure 4. Expcri1ncnt•1l frl'qucm.·y of "ª' ianl' gcncralcd in 1hc lihrarics 
polylinkl·r20, polylinh·r·tlJ mul polylinkn!OO, ... uhjccit..•d IO 20, ·19 mul JOOt;~ 
le\'cls of nrn1·agcnc,i!->, rc..,pcc1ivdy. 

mututions incrcascd with tite leve! ni' mutagcncsis, indicating 
thc likely cxistence ol' contaminants in thc Fmoc-dimer 
amiditcs tlrnt are magnificd as thc conccntration is incrcascd, 
or perhaps duc to incompletc rcmoval ni' thc Fn10c group. Wc 
do not considcr the observed proportinn or aherrant scquences 
as signilicant for thc purpose ni' lihrary creation, cspecially at 
the lower lewl ni' mutagenesis. 

J3-Lactanrnsc lihrarics 

A lihrary ol' scquence 5'-ggtttattgctgataaatctgga-GCC-GGT­
GAG-CGT-GGG-TCT-cgcgglatcattgcagcactgg-J' was asscm­
bled using JOO ml'vl clcan DMTr-monnmer amiditcs ancl a 
40 mlvl mixture ni' B"B,. The ratio ni' components ror this mix 
was thc samc as that uscd fnr the polylinker lihrarics. Undcr 
thcsc <:onditions nf rcaction wc cxpcctcd to ohtain a 28.6<'/o 
J,,.veJ ol' mutagcrwsis. Expcrimcntally wc obtainccl an average 
29.0<;f· pcr codon. This mutagenic primer contains 63 nt ami 
was named Blarnut63. 

Thc secoml Jihrary asscmhled for mutagcnesis ol'J3-lactamase 
was synthesized with thc sequence 5'-gataaatctgga-GCC-GGT­
GAG-CGT-GGG-TCT-cgcggtatcatt-3' ami named Blamut42. 
This oligo was implemented with shortcr llanking arms as 
cornpared to Blamut63 and was mulatee! with 50 mM Fmoc­
B,B, mix ami 100 mM Dl'v!Tr-rnnnnmcr amidites. In contrast 
to-lile mix Fmoc-B"B' used for lihrary lllanrnt63, which \\'as 
-20'7r more cnncentrated in thc dirner CG 10 cnrnpcnsate for its 
minor rcactivity with reganl to thc othcr dirners. thc mix used 
for this cxpcrirncnt was 80 and 130% more conccntratcd in thc 
di mcrs GC ancl CG with regard to thc othcr cornponcnts. When 
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this mix was cnrrpled to dA1", a pool ofthc trinucleotidcs TTA, 
AAA, ATA. GCA and CGA in the rnolar ratio J.01/1.10/1.00/ 
1.60/J.l)J was ohtained hy HPLC analysis (Fig. 38). With 
regard to thc Jevel ol' mutagenesis, wc expccted to ohtain a 
33% valuc hascd on the concentration of reagents, however, 
the cxpcrirnental result was 40.5%. The only cxplanation we 
flnd for this bias is a probable mis-adjustment in thc flow rute 
of the amiditcs and a large amnunt of Fmoc-Jl"B" must have 
becn added to thc column in comparison to the DMTr­
monomer amidites. The lihrarics were deprotccted ami puriflcd 
as for thc polylinker Jibraries. 

Cloning ancl sclcction of lihrarics Blamut42 11ml 
Bhmrnt6J 

Since thc region 237-243 ol' thc TEMpi.:cr 9 fl-Jactamase to he 
mutatcd is cncodcd hy nucleot ides 703-720 of the gene 
tempucr•¡, composed ol' 858 nt, and the flanking sequences did 
not contain putative restrictinn sitcs for the en1.ymcs Ncol and 
Xltol, availahle in thc recipient plasmid pT4Bla, it was evident 
that the olignnuclentidc lihraries could nnt be intrnduccd as 
cassettes. ami the process would require two rounds of J>CR to 
complete the rnrrtant genes. 

The oligonuclcotidc Jibrarics Blarnut63 and Blarmrt42 anda 
primer COl11J1ICl11Cntary to thC J' JlOSitinn Of thc hfllplJCl'I gene 
wcre uscd to gencratc two megaprirners (26) hy PCR using as 
tcrnplate the /J/11p1:c 19 gene containcd in plasmid pUC 19. In a 
sccond PCR, thcsc rncgaprimers \\'ere indcpcndcntly used 
with another primer complementary to thc 5' position of thc 
h/apuc 19 gene to gcncralc complete rnutant genes. again u~ing 
plasrnid pUCllJ as templatc. After a douhle digestion with thc 
rcstriction cnzymes Nc'ol ancl X/101, thc fragmcnts were cloncd 
into plasmid pT41lla, which also contained the KAN resist­
ance gene, ami the resrrltant ligations were used to transforrn 
E.co/i XL 1-Blue cclls. One-thousandth of caeh clectroporation 
mixture was plated on sol id LB containing KAN to quantify 
the lihrary si1e, giving in hoth cases an average sizc nf 1.5 X 

JO" variants. Twcnty clones ol' each lihrary were sclccted al 
random ami labclcd with a sequcntial nurnhcr and cithcr the 
prctix 631\1 or ·12M. indicating thc lihrary frorn which thcy 
carne. Their plasmid DNA \\'as isolated and suhjectcd to DNA 
sequencing to analy1c thc distrihutinn ol' variants in thc 
mutagcnic windnw. with no sclectinn for J3-lactamase func­
tion. Amnnl! them, thrcc Blamut63 ami nnc Blamut42 wcre 
cnntarninatc~I with other sequences and werc not includcd in 
thc analysis. Thrce clones pcr library rcsulted with nucleotide 
insertions or delctinns. whilc six wild-type scqucnees occurred 
in Blarmrt63 ant.I eight in Blamut42. Thc rcmaining scquenccs 
wcre in-phasc rnutants ami are shown in thc uppcr scctions of 
Tables 3 and 4. Thc scqucnce analysis of thc ampliticd region 
fnund betwcen the mcgaprimcr and thc 5' primer of severa! 
clones shnwcd that a 0.095'k hase substitutinn error rate was 
intrmluccd hy thc PCR. A similar rcsult (0.11 %) was reponed 
by Shatikhani et al. (4). 

Once the variahility of both lihraries had bccn asscsscd, we 
arhitrarily selcctcd a wild-type clone from one of thc librarics 
to use as a control. Thc idcntitics of thc wild-typc gene 
/J/apt:cr 9 and thc promoter bla wcrc confirrncd by complete 
DNA sequcncing. The bacteria! background resistancc to CAZ 
was considered at 0.15 ~tg/111!, although the precise 111inimu111 
concentration at which we still observcd sorne growth was 
0.125 pg/rnl. In order to isolate mutants with at least a 
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Tuhlc J. DNA !<tcqucncc oí lhc r(!gion 2'.\7-2.:tJ of clone' gcnL·rnlcd with 
che rnndom oligonuclcolidc librnry íll:unut63 with :rnd without CAZ 
sclcction 

Clone Amino acid ;.1nd nuclcotidc !'lcqucm:c 
Wild-typc A237 a2.18 F.240 R241 G242 S:!·B 

Wild-typc GCC GGT GAG CGT GGG TCT 
No !-.clccliun 
6.lMI AIT 
(1.1M2 CAT GCa TAA 
í1.1MJ CGC CTT 
í1.1M4 a ca CAA 
(1.1M5 AaC 
hJ~16 TIT 
6.lM7 aAT aco 
ñ.lMN G"IT TAT 
CAZ sclcc1ion 
(13cazl CGC 
(l3C::tZ2 AaC 
h3caz3 AaC AAA 
6Jcuz4 AA1\ aCG 
63caz5 CGC 
6Jcn7.6 CGC 
63c:.1z7 TCG cae 
h3cnz8 TCG cae 
63caz9 cae 
63cuzl 1 AAA GCG 
(>3cai". l 2 AAA GCG 
fi3cazl3 cae GAT 

Empty cclls rcprcscnl wikl-typc co<lons. 

100-fold increase in rcsistancc with rcspect lo the wild-lype 
clone, each lihrary was retransformcd and thc lransformation 
mixture was distrihutcd 011 Ílve LB plales containing 
12.5 µg/ml CAZ. Aftcr incuhation, 13 colonics arose for 
Hlamut63 (Table 3. lowcr scction) ami 11 fnr hlamut42 
(Table 4, lowcr section). As these resistancc mutants were 
gcneraicd by CAZ sclcction, ihcy wcn: nurncrically onlcn:d 
and labclcd with thc prclix 63caz or ·12caz. Each colony was 
indcpendcntly inoculaicd in liquid LB conlaining KAN and 
thc plasrnid was rcco\'crcd. Alkr analysis on agarosc gcls. 
mutants 63caz 10 ami ·12ca13 turncd out lo he false l''"itivcs 
ami wcrc discardcd. Each plasrnid containing a mutan! gene 
was rctransforrncd. "'hclnncd and scqucnccd in ordcr to 
cnsure ihat thc spccilicity changcs of ihc isnlatcd mutants 
tnwanls CAZ wcrc indccd duc In a changc in thcir amino acid 
scqucncc and not to additional mcchani"ns ofrcsistancc ofthc 
cclls. such as gcncralilln of rnutant pcnicillin-hinding prolcins 
inscnsiti\'c to thc antibiotic or rnutanl porins that prcvcnt entry 
ofthc antihiotic into tite pcriplasmic arca (27). All clones werc 
grnupcd according to tltcir scquencc and analyzed for 
rcsistancc against AMI'. CAZ and CTX. Thc rcsults for both 
lihrarics are shown in Table 5. 

DISCUSSION 

In lhis work wc describe the hcncÍJls of a novel codon-bascd 
mulagencsis mcthod for the random modification of a region 
of amino acids that is supposed to be implicatcd in a protein 
function. This approach reduces codon redundancy by 
conlaminating wild-type codons with a set of mulllnt codons, 
as applicd to enrich lihrarics with variants carrying fcw 
rcplaccmcnts. Thc resultan! librurics allow a more complete 
exploration or the scquencc space concerning single, douhlc 

Tnhll· ..a. DN1\ .o.cqucnc.;c of thc rcgion 237-2·1'.l uf clones gcncrnlcd with 
thc random oligornu.·lco1idc lihrnry Rlmnut-12 wi1h mul withoul CAZ 
'Ckl:tiun 

Clone Amino o.icid nnd nuclcrnidc .o.cqucncc 
Wild-typc A237 0238 E240 R241 0242 S24.1 

Wild typc a ce GGT GAG CGT aaa TCT 
No sclcclion 
42MI GTG TCG Tea 
42M2 cae AGG GAT 
42M.1 CGC GCG GAA 
42M4 GAA GAA AGC 
42M5 ACG GGG GGC 
42M6 GCG TGC AaC aAT 
42M7 rrr 
42M8 GCT TCG GAT GCG 
CAZ !o.clcclion 
42cu1.I ,\AT AAA CAA 
42l'Ul.2 GCG 
42cnz·I cae 
42ca1.S oca 
4:?cad1 AGC AAG GGC 
.t2ca7.7 CGC 
42c:11.R AAA GCG 
42caz9 AAG 
42ct11.IO 1\AT AACi GAA 
42c:11.l I GTr 

Empty cclls rcprcsc111 wild-rypc codons. 
42cn1.2 and 42c:.iz5 corrci.po!lll 10 codon-dclc1ion mulmH whcrc GAG nnd 
CGT \\'ere rcpl:1ccd for GCG. 

and triple mutants in long mutagenic windows as opposccl to 
conventional saturatinn mcthods. 

Cnnsidcring that a pool of 20 trinucleotides may he 
generated by comhination of livc dimcrs and four monomcrs, 
as illuslrntcd in Figure 1, lite rationale for the codon-bascd 
mutagcncsis mctltnd wc dcwlopcd. as shown in Figure 2, is 
that wild-typc codon!> may he conlaminated with a pool of 
mutant cnclons if during oligonuclcotidc synthcsis a diluted 
mix of Fmoc-dimcr amidilcs (Fmoc-B 2B.d anda conccntratcd 
solutinn of a cnmn11m Dtv!Tr-rnonomer a111iditc (DMTr-w 1 ) 

are cn-deli\'cn:d and cnuplcd to thc ~rnwing oligonucleotid~. 
rvlany cltains will rcact willt thc rnnnnmcr DMTr-wi. growing 
by only 1 nt. whilc fcw chains will rcact wilh thc mix Fmoc­
ll21l3, growing hy 2 ni. Sincc thc Fmnc and DMTr protccting 
groups are mutually orthogonal ( 11),1wo addilional cyclcs of 
synlhesis can he cxccutcd wilh cnnvcntional DMTr-monomer 
amiditcs to complete thc wild-typc codon whilc thc rnutant 
scgmcnts slay arrcstcd. Ncxl. the fmoc group is removed. 
whilc tite wild-type cndon is in standhy. ami a mix nf DMTr­
mnnorncr mniditcs !DMTr-13 1 ) is couplcd to tite mutant 
segmcnts to complete thc set of codons B 1B213 3• TI1is 
mutagenic cycle can he repcated for cach wild-typc coclon to 
be explored. Such an approach rcquires six pnsitions for 
phosphormniditcs. four for clcan DMTr-monomcr amidites, 
one for the mutagcnic mix Fmoc-B 2 B.1 ami tite last one for the 
mix DMTr-B 1• ami sevcn ancillary hottles. Since ihe instru­
ments at our clispnsal are cquipped with only five vials for 
phosphornmiditcs and six ancillary bottlcs, two DNA 
synthesizcrs, lahclecl A and B (Fig. 2). werc nccessary to 
assemhlc the lihrnrics. In foct, most of the assemhly process 
takcs place in synthesizcr A ancl !he synthcsis column is only 
trnnsferrcd to synthesizer B to complete each set of mutan! 
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Tnhlc S. Amino acit.1 rcpl<Jcerncnts in CAZ 1·csiMancc mutants obiaincd from thc lihrnric' Ulmnut6J :uul lllmnut42 :.mi.J 1hcir corrc~pomling su~ccptihilitics 
to diffcrcnt antibiotics 

Clone Amino acid (codnn) MIC Cµg/ml) 
AMI' CAZ CTX 

Wild·lype RIM (cgl) 0238 CggO E240 CgagJ ll24 I (cgll 2400 0.15 0.06 
ll3M7, ll3M8 S (lcg) R (cgcJ 2400 20 J.92 
ll3M3 S (agcJ K (;H1a) 1200 15 0.06 
ll4M6 S (agc) K (aag) G Cggc) 1200 15 0.48 
ll4MI N(aall K (aaa) Q (caa) (100 15 0.24 
ll4MIO N CaulJ K (:H1g) ll (gm1J 600 15 0.48 
ll4M2, ll4M5 t\ Cgcgl A (gcg) 2400 20 0.48 
ll·1M9 11 (cal) K lnngl 2400 15 0.12 
ll3M 1, ll3M5, ll3M6, 113M9 11 (cal) R (cgc) 1200 30 0,24 
1131\-12 11 (c111) S (agc) 1200 20 0.12 
114Mll 11 (C:ll) V Cgll) 1200 10 0.12 
IJJM4, ll3M 11, ll3M 12, ll4M8 11 (cal) K (anal A (gcg) 600 50 0.48 
ll4M4, IJ4M7 e Clgll R (cgcl 1200 20 0.24 
ll3Ml3 e c1g11 R (cgcl D (gal) 600 10 0.12 

Ernpty cclls rcprcscnt wild-lypc cmJuns. 
B4M2 amJ íl4M5 currc~pond to u cmlun·dclction mutant whcrc GAG ami CGT wcrc rcpluccd for GCG. 

codons. lt should he notcd that che method cun be imple­
mcntcd in only onc synthesizcr, completing the mulant codons 
by co-dclivcry of the four clcan DMTr-monomer amidites to 
lhe column, wilh thc concomitan! pril'e of obtaining a bias 
towanls G ancl A residues (P.Gay1:ín. personal rcsults), ami 
syringe removal of thc Fmoc group. Beller aulomalion could 
he achicved with othcr synthesizer models equipped wilh eight 
phosphoramidite vials, such as lhc 394 DNA/RNA synthcsizcr 
from Applicd Bimy,lcms (h"ler Cily. CA) or thc ASM-800 
DNA synlhesizcr frnm llimscl Ltd (Novosihirsk, Russia), and 
an appropriatc synlhesi' prngram. 

In order lo assess thc mclhnd, fivc Fmoc-dimer amiditcs of 
sequcnccs Tr. AA. AT. GC ami CG werc synthesizccJ as 
shown in Schemc 1. These cnmpounc.ls were choscn hecausc 
on comhination in lhc 5' pnsilion wilh any of' lhe nlher 
monomers (A, T. U nr C) 19 sense codnns :111d one nonsl'nsc 
codon are gcncratcd, nwsl of' thcm of pr<!f'erenlial use in lo.co/i. 
These 19 trimcrs encnde 18 amino acids and thcrc is nnll' onc 
rcdunclancy, for serine. Mclhionine and tryplophan · wcre 
excluded frnm thc lihrary hecausc their inclusion would have 
requirecJ lhe use nf' lwo :1dditional Fmoc·dimcr amidites, 
increasing codon redundancy. l'rcliminary coupling rcsults 
with each indepenclcnt Fmoc-dimcr a111idi1e revealcd that they 
were as rcactil'c as convcnlional DMTr-monomcr amiditcs, in 
agree111ent with previnus rcports on DMTr-dimer amidilcs 
( 12,25 ). Such a rcsult 'uggcslcd lhat thc lc\'cl of nrnlagencsis 
could he controllcd by appropriatc sclcction of' thc clcan 
DMTr-monomer amidites ami lhc mix Fmoc·B~BJ conccn­
lrations if thcse wcrc co-dclivcrcd lo lhc synthcsis column. 

In ordcr to demonslratc lhc rnhustncss ami rcproducihili1y 
of thc melhod, thrcc oligonucleolide lihrarics of scquence 
agtgccaagcllgga-GCC-GGl'-GAG-CGT-GGCi-TCT-cgcgaalt­
cgtaatc wcrc mututed al differenl expcrimenlal rates (20.5. 
48.9 and 100'/n). subslituting cach wild-typc codon murkcd in 
capital Jcttcrs with the pool of lrimers B 1 1l~BJ. Thcsc rcsults 
were in close agrecment with thc expccted valucs ( 17, 50 :mcl 
100%), confirming our hypolhesis uf thc rclalionship hctwccn 
the reactivities of the components and the lcvel of mutu­
genesis. Thc libraries were Jabelcd polylinker20, polylinkcr49 

and polylinkerlOO, rcspcctivcly, ami cloned into lhe poly­
linkcr region of plasmid pUC 19 as mutan! cassettes ( 1 J ,24). 
As shown in Table 2 ami Figure 4, thc nnalysis of 32 in-plmse 
scqucnccs per lihrary (sce Supplcmcntnry Muterinl) from 
random selectcd clones showcd that thc leasl conlaminated 
lihrary was cnriched wilh single mulants, 1he half-mulalccl 
lihrary was cnriched wilh douhle ancl triple mutants ancl lhe 
salurated lihrary containcd only multiple mulants. The threc 
lihrarics followcd a binomial distrihulinn and the cxpccled 
f'rcquency of' \'ariants pcr lihrary was \\'ell correlatcd with the 
cxperimentul rcsults, dcmnnstrating thc confidence of the 
mcthnd. 

Binlogical asscssmcnt of lhe apprnach was carried out by 
mutating six contiguous codnns in thc /J/a111}cl•J gene that 
cncodc the amino a(·ids Ala237. Gly238. Glu240, Arg24 I, 
Gly242 and Scr243 of 1he TEMpt:c 19 ¡3-Jac1a111asc, a region 
shown in Figure 5. Residue 239 does mil exist in TEM-typc 
11-Jactamascs according with A111hlcr numbering ( 14). This 
rcgion compriscs impnnanl detcrminants of the specificity 
changc from AMI' 10 CAZ. as cxemplitied by lhe replaccment 
of the Glu240 residue hy a posilil'ely chargcd amino acid such 
as Jysine or arginine ( 18,20). 

Wc tcstcd twn oligonuclcotide Jihraries at diffcrent lcvels of 
mutagenesis. spiking the codo11s 5'-GCC-GGT-GAG-CGT­
GGG-TCT-3' wilh thc 111utanl codons B 1 B2 B1. Thcse lihruries 
wcre named Blamut63 ancl Blanrnt42, according to lhcir 
nucleotidc composition. Blamu163 was synlhcsizcd with 
longcr fl:111king arms lhan 1hose asscmhled in Blamut42. Thc 
lihrarics wcrc mulated al 29 and 40'7r, respectively. with two 
mutagenic mixcs cnntaining differcnt ratios of the five Fmoc­
climer amidites. Each library was con\'crtcd lo a mcgnprimer 
by a first PCR ami intn complclc mutan! genes by a second 
PCR. Thesc gene libraries wcrc cloned and 1he varinnts that 
emerged witl~ ancl withoul CAZ sclection were analyzed by 
DNA sequencing. 

Only 8 of 14 clones of the non-sclectcd fllamut63 library 
werc mutan! (Tables 2 and 3), representing a 57% efficiency of 
mutagencsis. Howcvcr, hased on thc 29% Jcvel of muta­
gencsis, Blanml63 should contain 12.8% wild-typc clones as 
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Fli:urc S. Structurc of TEM-1 rl-ló..1clama.,c. "imilur IO TEMplrl•J r~-lacta­
ma.,c. Thc mutntcd rqdon i-. di.,playcd in green ornd thc íl-loop in ycllow, 
whilc thc c:11:1lytic rc.,iduc Scr70 mul thc i111por1:111t !'opccifici1y rc!'oiliucs 
1\rgl6·t :rnJ Glu:.:!"10 are !'ol10wn in red fnr rcfo1cncc. 

calculated hy a binomial distrihution (24). This rcsult indicatcs 
that a 30% difference in wild-tyre scquence cxists hetween thc 
cloncd lihrary ami the cxrectcd nligonuclcotide lihrary. A 
similar bias (45%) was also ohscrvcd with the non-selectcd 
mutanls of library Blamut42 (Tables 2 ami 4). In comrarison 
with the frequcm:y or varianls ohservcd in thc pnlyl inkcr 
librarics, it is cvidcnt thal cnrichmcnt nf thc wild-typc 
scqucnce arosc durin[! thc PCRs. eithcr due lo bcllcr 
hybridization of thc most 1e111pla1c-si111ilar scqucnccs (28) or 
by in 1·i1ro rccombination of incomrlete fragmcnts (3). 
Rcturning to the nnn-sclcctcd 1111ilanls of Blamut63. il is 
worth noting its cnriduncnt in douhle mutanls corTclating wilh 
thc level of 111ulagc11csis. Anothcr rcmarkablc rcsull is 
rcprescnlcd by thc 'el nf 14 mu1a11l codons obtaincd in thcsc 
variants, which cncodcd 12 dillcrcnl amino acids, mnsl nf 
tbcm rcprescntcd only once. a rcsull lhal is in agrccmcnt wilh 
an cvcn frcqucncy of trimcrs (Fig. JA) gcncratcd with thc 
mutagcnic mix uscd for this library. Thcrdnrc thc frcqucncy 
of amino acids in the librarics is prcdictablc from lhc 
reactivitics obtaincd through Hl'LC analysis of trimcrs 
gcncratcd with the mix. Arparcntly !he bcsl combination lo 
cnsure an cven frcqucncy of mutan! amino acids must he 
cquimnlar in Tr. AA. AT ami GC bccausc thcy cxhibit similar 
reactivitics allll CG must he uscd in a 0.23 molar exccss due In 
ils lower rcactivity. Mutanls for thc cndnn GGG werc nol 
found in this library. because expcrimcntally this was ponrly 
contaminatcd and the analyzcd sample was very small, 
however, il did occur in Blamut42. 
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In the nnn-sclected mutants of Blnmut42 (Table 4) all 
codons nf the !argel window were cxplorecl and mainly triple 
mutanls were obtained bearing alternaling mutan! and wild­
lype codons, a rcsull only accessible through this kind of 
contaminating mcthod or with cumbcrsome resin-splilling 
methocls ( 13). This library was hiased towards mutan! codons 
assembled with !he GC nncl CG dimcrs, as a consequcnce of 
thc major conccnlration of lhcsc compounds in the mutagenic 
mix. This rcsuh is intcrcsling. hccausc one could dclibo:rately 
enrich librarics with diffcrent subscts of a111ino acids without 
excludin~ !he nlhcrs. 

Snmc ~lelctions nf 1 and 2 ni alsn nccurrcd in both lihraries. 
Such 111uta1inns sco:111 to bo: inhcrclll subrrnducts gencralecl 
during convcntional synthcsis. perhars as a conscquence of 
incnmplctc capping nr dc1ritylation during thc cycles of 
synthesis. Such a hypothcsis is suprnncd bccausc on<: nf thc111 
fcll in a 5' llanking rcginn and anoth<:r eme in a wild-type 
cndnn lncatcd in !he mutago:nic windm1· and o:xclusivcly 
assemhkd wilh con\'cntinnnl Dl>!Tr-monomer amiditcs. 
Framo:shin mulalinns of thi' kind haw also hecn rcrorted 
with nlhcr olignnuckotidc-based mutagencsis melhods 
(9,10,29.30), bul lhcir precise nrigin is no! clear. 

Anolher 'urprising rcsult found in Blamut42 was the 
emergcncc of 111u1anl codnns thal wcre 1rnl gcncraled with 
thc mix of dimcrs. Thcy wcre poinl mutanls gcncratcd by Tnq 
DNA polymera'e crrors. For inslancc. !he wild-typc codon 
GAG was changcd to GTG. GGG and AAG. The analysis of 
non-selcctcd clone' frnm lllamut63 and Blamut42. in a rc~ion 
lncated bclweo:n lhe 111o:gapri1rn:rs and lh<: 5' rrimer, allo~ved 
us tu calculate an error ralc of 0.095~'r. On avcra~e. 1 nl was 
substilulcd per mutan! geno: ami tfw,.., ¡10inl 111u~11ions wcrc 
distributcd alnng tho: go:ncs in an aprarcntly random mode. 

The lihrarics wcrc selccl<:d nvcr a high conccntration of 
CAZ, 100-fold higlwr than the wild-typc TEM.,1x 1,, P-lacta­
mase. Aflcr scqucncing, tho: resultan! mutants, 12 for 
Blamut63 ami 10 for l!lamut42. shown in the lnwcr section 
ofTables 3 and-1. rcspcclivcly. wcrc grnurcd and subjectcd to 
susceptihility tests againsl thc po:nicillin antibintic AMP and 
the cephalnspnrin compounds CAZ and CTX !Table 4). 

Thc lirsl pnint lo nnle from Table' 3-5 is thal residues 
Ala237, Gly242 and Scr243 wo:rc always conscrvcd undcr 
CAZ sclo:ction, suggesting thal they are the optima! amino 
acids for eflido:nt hydrolysis of this ccphalosporin. A similar 
rcsult was pro:viously found nnly fnr Ala237 ( 18), lhrough 
convo:ntional NNG/C mutagencsis of thc tlm~e contiguous 
amino acids Ala2J7. Gly2J8 and Glu240, hul has ncver been 
descrihcd fnr the amino acids Gly242 ancl So:r24J. Thc mcthod 
was alsn ahlc to rcprmlucc the douhlc nn!lanls G2J8S:E240R 
ancl G2J8S:E240K ancl tlw triple mutan! G238S:E240K: 
R24 I G lhal o:mergcd in twn independenl librarics ( 17,20). Thc 
triple mutants G238N:E240K:R24 IQ ami G2J8N:E240K: 
R24 I E, allhnugh ncw, are cssentially similar to the double 
mutan! G238N:E240K ( 18). 

As secn from thc middle nf Table 5. 'ame very inlcresting 
double and triple nrntants occurred in both libraries, where lhe 
mutations were separatcd hy al lea'! 74 amino acids. Thc 
suhstitution of Arg 164 hy eithcr histidine or cysteine was 
clcarly gencrated hy a Taq DNA polymcrase error, rcplacing a 
guanine for an adcninc nr a cytnsinc far a thymine, rcspeet­
ivcly, in the original wild-lypc codon. lt has been demon­
struted thal suhstitution of thc residue Arg 164 by any of lhe 
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other 19 amino acids increases the resistance to CAZ ( 16). lt 
has been suggested that this change of specificity from 
penicillins towards cephalosporins is due to disruption of a salt 
bridge farmed between the highly conserved residues Argl64 
and Asp 179, relaxing the íl-loop structure that covers the 
active si te pocket and, thcrcfare, allowing a better fil of bulkier 
antibiotics in the active si te. In fact, mutation R l 64H has 
emerged in eight different clinical isolates (www.lahey.org/ 
studies/temtable.htm) in combination with replacements at 
other positions. One example is the natural double mutan! 
TEM-28, carrying the changes R l 64H:E240K, which also 
emerged in our libraries as mutant 42caz9. The question al this 
point is why Arg 164 was replaced by histidine and cysteine 
and not by asparagine ar serine if single mutants of these 
amino acids display higher CAZ resistance. as was demon­
strated by Vakulenko et al. ( 16)? The reason is really simple, a 
change from Arg to Asn requires two base substitutions in the 
wild-type codon cgt. a very unlikely event in point mutation 
strategies. In the case of mutation R l 64S, a nucleotide 
transvertion is required, which is less likely to occur as 
compared to the transitions that gave rise to the histidine and 
cysteine codons. 

Analyzing the region mutagenized with the oligonucleotide 
libraries in ali the CAZ-resistant mutants shown in Table 5, a 
preferential substitution of Glu240 by positively charged 
amino acids such as lysinc or arginine was evident. This result 
is in agreement with the suggestion that a specificity change 
towards CAZ may also be obtained by farmation of an 
electrostatic interaction between the side chain of the amino 
acid and the carboxyl group attached to the oximino chain of 
the antibiotic (31 ). In this sense, the increase in CAZ 
resistance of the double mutants R 164H:E240K, R 164H: 
E240R, R l 64C:E240R is a result of the combination of two 
effects: an expansion of the active site and an electrostatic 
interaction between the substrate and the mutant enzyme. 

The best of our variants. displaying a 333-fold increase in 
CAZ resistance in comparison to the wild-type enzyme. was 
the triple mutant Rl64H:E240K:R241A. which combines the 
two effects described above. However. the additional substi­
tution of Arg24 I by alanine generales a 3-fold increase in 
resistance with respect to the double mutant R l 64H:E240K. A 
reduction in the vol u me of the si de cha in of residue 241 could 
make room to allow a better fil of the bulky and negatively 
charged 713-chain of CAZ. 

Other evidence that suggests a better fil of the 713-chain of 
CAZ in the active site comes from the doubly isolated mutan! 
42caz2 and 42caz5. lt corresponds to a substitution-deletion 
mutant in which two contiguous amino acids. Glu240 and 
Arg24 l, were replaced by one alanine. Such codon deletion 
may have occurred by incomplete removal of one Fmoc group 
incorporated with the dimers and incomplete capping or 
detritylation of one of the subsequently added nucleotides. 
This deletion might genemte un expansion of the groove 
formed between the Q-loop and the turn that joins 13-strands 
B3 and B4 and could account for the 133-fald increase in CAZ 
resistance. This finding agrees with described specificity 
changes towards CAZ causcd by expansions of the active si te 
due !O relaxation ( 16), reduction (32) or enlargement (33) of 
the .el-loop structure (Fig. 5). 

The double mutant R 164H:E240S is interesting because a 
serine al position 240 is the most frequent amino acid faund in 
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the class A 13-lactamases ( 14). Perhaps this mutant increases 
its affinity far CAZ through farmation of a hydrogen bond 
between the hydroxyl of the side chain and the carboxylate of 
the oximino moiety in the antibiotic. 

From a clinical point of view, the double mutan! 
R 164H:E240V is interesting because both mutations can be 
generated by single point mutations of the original codons. 
However, the replacement of glutamate by valine requires a 
transversion from adenine to thymine. and lhis may be the 
reason why it has not yet emerged in clinical isolates. This 
mutant clearly developed CAZ resistance by the expansion 
(34) model of the active site pocket. In mutan! clones 
containing G238S il has been proposed that expansion may 
be caused by steric hindrance of scrine with the residue Met69 
or Asnl70, by shifting the position of either the B3 13-strand 
(34) or the íl-loop (35). We speculate that. in contras! to the 
polar wild-type Glu240 residue. which is facing the aqueous 
solvent, !he hydrophobic side chain of valine moves away 
from the aqueous mcdium and generales steric hindrance with 
any of the amino acids mentioned above. expanding the active 
si te. 

From all these results. the versatility of !he method may be 
highlighted, as different subsets of amino acids can be 
represented in the region modificd with primers, modifying 
the mix ot' Fmoc-dimer amidites or the mix of DMTr­
monomer amidites in the third position. as shown in Figure 1. 
The frequency of variants (few versus multiple codon 
replacements) can be controlled by the appropriate selection 
of the concentration of the mutagenic mix and, additionally. 
the contamination of the wild-type sequence may be per­
farmed by a pre-addition protocol (24) in arder to optimize the 
use of !he Fmoc-dimer amidites. 

Here we ha ve explored a window of six contiguous codons. 
but the method can be easily applied to windows of non­
contiguous codons and/or larger windows of up to 15 amino 
acids per oligonucleotide, which can be reliably made up to 75 
bases long. With a window of 15 codons anda recursive PCR 
approach (36) one could completely explore genes of the size 
of b/npt:Cl'l (263 amino acids) with only 18 mutant 
oligonucleotides and a high likelihood of completing the 
search of most single and double mutants. Other multiple 
mutants would also be well represented in a manner unavail­
able by any other method. 

The present requirement far non-commercial compounds 
may be casily ovcrcome becausc we have demonstraled the 
reproducibility of the synthetic pathway far Fmoc-dimer 
amidites and. far instance. Monomer Sciences (New Market. 
AL) sells 5'-Fmoc-monomers while Chemgenes (Ashland. 
MA) offers services to synthesize dimers. Furthermore. the 
ethyl protecting group could be replaced by the common 
13-cyanoethyl group in arder to simplify the final oligonucleo­
tide deprotection. 

This mutagenesis method allowed us not only to find known 
13-lactamase mutants. but also new specificity mutants. The 
finding that expansion of the groove located between the 
íl-loop structure and the turn joining the 83 and 8413-strands 
through deletion of one amino acid located in this regían also 
affords activity towards CAZ suggests the value of a method 
that deliberately introduces codon deletions. Such a method is 
currently unavailable, but can be conveniently implemented 
through orthogonal chemistry. 
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SUPPLEMENTARY MATERIAL 
Supplementary Material is available at NAR Online. 
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