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RESUMEN

Ac_:tuélmente existe un arsenal de estrategias mutagénicas para generar diversidad
genética in vitro e in vivo con el fin de optimizar proteinas naturales a nuevos escenarios de
accion, Las modificaciones se pueden realizar a lo largo de todo el gen en forma aleatoria, o bien
en regiones especificas que pudieran tener alguna implicacion funcional. Las mutaciones pueden
ser puntuales o basadas en la sustitucién de codones completos. En el caso de sustituciéon por
codones, éstos son introducidos a través de oligonucledtidos sintéticos en dos posibles esquemas:
saturacién y contaminacién. En términos generales, los esquemas de mutagénesis a saturacion
solo permiten explorar un espacio de secuencia maximo de 5 aminoacidos por oligonucleétido,

favoreciendo las sustituciones miltiples y dificultando en consecuencia el andlisis de la relacion

entre la estructura y funcién de la proteina de interés. En cambio, en los: métodosﬁpor

contaminacion el tipo de mutantes favorecidas es directamente proporcional a 1
mutagéne51s empleada en el experimento, generando una distribucién binomial de varlantes,
predecible. Es decir, una tasa de mutagénesis baja generara preferencialmente mutantes con
pocos reemplazos, facilitando el analisis de la relacion entre la secuencia de aminoécidos y la
proteina modificada.

Sin embargo, a pesar de los avances en los esquemas de mutagénesis basados en codones,
hasta antes de este proyecto todavia era obligatorio contender con toda la mezcla de mutantes en
los experimentos de clonacidén, obligando a generar bancos grandes de mutantes con el fin de
incluir en la biblioteca bioldgica todas las variantes. Dado el gran niumero de clonas modificadas,
la aplicacidon de métodos de monitoreo —screening- elaborados practicamente estaba limitado.
Por tanto, en el trabajo que aqui referimos, se desarroll6 la tecnologia necesaria para conjuntar
por primera vez en el campo de la mutagénesis, a nivel de oligonucleétidos, dos variables pilares
de la evolucidn, variacion y seleccidon. Este concepto permitira generar bibliotecas depuradas
mas faciles de analizar. Basados en esta tecnologia, se desarrollaron dos métodos de mutagénesis
combinatoria, donde los oligonucledtidos sintéticos fueron aleatorizados a través de trimeros o
dimeros y ambos fueron evaluados en distintas proteinas modelo.

El resultado del primer método, basado en el uso de un Fmoc-trinucleétido amidito, fue
un mayor enriquecimiento de las mutantes dobles con respecto a las esperadas en la distribucién
binomial de variantes del banco crudo. Sin embargo, una vez que este método sea optimizado,

permitird generar bancos exclusivos y completos de mutantes sencillas, dobles o triples en
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ventanas de hasta 15 aminoacidos. Por ejemplo, si se requmera hace un: bamdo de alanmas de

cocteles de 20 trinucledtidos al combinarse durante el ensamb del olig cdﬁ una mezcla de los

4 DMTr-nucleésido amiditos convencionales (A, G,Cy T) Esta mez la codlﬁca a 18 delos 20
posibles aminodcidos, un coddn de paro y sélo una redundanc1a para serina. El proceso de
separacion de variantes sdlo se demostré para oligos de 15 nucledtidos, 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 aminoacidos de la enzima B-lactamasa TEM-1, seleccionando
mutantes resistentes al antibidtico ceftazidima, una cefalosporina de tercera generacién utilizada
en el tratamiento de enfermedades infecciosas. Algunas de las mejores mutantes obtenidas en los
dos experimentos coincidieron con mutantes clinicas y con mutantes de laboratorio previamente
descritas. Por tanto, este método de mutagénesis podria aplicarse para evaluar el riesgo de

surgimiento de mutantes contra nuevos antibidticos, inclusive antes de las pruebas clinicas.




INTRODUCCION

Sin duda alguna, el siglo XX fue el periodo de las grandes transformaciones quimicas 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 contaminacion del aire, agua y
tierra en forma cada vez mas alarmante. Una importante contribucién a la solucidén de este
problema de contaminacidn esta en manos de la Biotecnologia, para cambiar del uso de grandes
volumenes de disolventes orgédnicos y sustratos toxicos a grandes volimenes de agua como
medio de reaccién y sustratos biodegradables, usando enzimas como motores de las
transformaciones quimicas. Sin embargo, la mayoria de enzimas naturales que podrian ser usadas

en Biotecnologia han evolucionado a través de millones de afios para funcionar. 6ptimamente en

un organismo localizado en un hébitat, bajo condiciones especificas de = cion. ~De

esta manera, si se pretende extrapolar una reaccién quimica'intracélular‘ ond:cxones ir vttro [1],

serd necesario modificar la enzima responsable de ta‘ a on para lograr la me_]or

eficiencia en el proceso quimico requerido en sus nuevas. condlclones de trabajo. Esto representa

generar enzimas mutantes con propiedades mejoradas con. respecto a’las enzimas silvestres, por
ejemplo, enzimas con resistencia térmica [2], establhdad a pHs extremos [3] o bien disolventes
organicos [4]. Tal tarea se puede abordar a través de ingenieria de proteinas si se cuenta con
antecedentes de proteinas homoélogas a la de interés, estructuras tridimensionales determinadas
por rayos-X y mecanismos finos de reaccidon propuestos por mutaciones sistematicas. De otra
manera, la mejor opcioén es a través de Evolucidn dirigida, la cual se basa en los conceptos claves

de la evolucidn natural, variacidn al azar, recombinacidn y seleccion.

INGENIERIA Y EVOLUCION DIRIGIDA DE PROTEINAS

Uno de los problemas mas importantes y de mayores implicaciones en Biologia Molecular, es la
comprension de la relacion que existe entre la funcidén de las proteinas, su estructura
tridimensional y su secuencia de aminoacidos. Las proteinas son un elemento de estudio de suma
importancia, debido a que juegan un papel central en los procesos bioldgicos, consecuencia
directa de su caracter polifuncional. Pueden presentar una actividad meramente estructural, como
en el caso de las particulas virales o la queratina del pelo, una actividad catalitica como en el caso

de las enzimas, una actividad protectora como en el caso de los anticuerpos o bien una actividad




reguladora como en el caso de muchas hormonas y elementos de control genético como los

reguladores transcripcionales [5)],

En la literatura existe una vasta informacién enfc‘:uanto‘ 7|as~'propiedades fisicas, quimicas

y bloléglcas de las proteinas en general y de muchas protemas spemﬁcas Sin embargo, aun es
limitada la capacidad de formular nociones suﬁctentemente generales, con capacidad predictiva,
sobre las relaciones entre la estructura y funcién de kestas moléculas. En forma simplificada, las

preguntas por resolver son: L

e Dada su secuencia de aminoécidos, ;jcual es la estrﬁt:tiiré tridimensional de la proteina?
e Dada la estructura tridimensional de la proteina, g,éuéi es su funcién?
e Para una funcién requerida, ;qué secuencia generaria una proteina que la cumpliera?

Es parad¢jico, pero en plena era genémica, cuando ya se descifraron los genomas de un
gran nimero de organismos, incluyendo el nuestro, la solucién a las preguntas recién formuladas
aun se encuentra distante y requiere la acumulacidn de mas trabajo. De hecho, I{prys‘ avances
ocurridos en la tecnologia del DNA recombinante han generado una acumulacién exponencial de
datos en los bancos de secuencias de proteinas, pero al parecer no es suficiente

En el terreno quimico, todos sabemos que las enzimas son catalizadores maravillosos
caracterizados por presentar especificidades y actividades elevadas. Sin embargo, la evolucién
sb6lo ha seleccionado enzimas utiles para sostener el desarrollo de células que viven en su
ambiente natural.

Gracias a la tecnologia del DNA recombinante se originé la Ingenieria de Proteinas, esto
es, la modificacién racional del gen que codifica a una proteina, permitiendo generar variantes
que presenten uno o mas residuos modificados [6]. En este enfoque se estudia primero las
propiedades de una proteina de estructura conocida, y posteriormente se proponen alteraciones
especificas para probar hipdtesis concretas. Las modificaciones se ejecutan a través de una
reconstruccion del gen, utilizando oligonucleétidos especificos en los cuales se ha sustituido el
codon silvestre por el mutante, denominando a esta metodologia mutagénesis sitio-dirigida. Una
segunda alternativa, denominada Ingenieria Evolutiva de Proteinas o mutagénesis regional [7],
consiste en generar colecciones de variantes que incorporen diversidad con gran eficiencia en
zonas preseleccionadas de la proteina, sin necesidad de hipdtesis precisas respecto a las
implicaciones de cada cambio particular, pero si con una idea de la importancia de la regiéon. Una
tercera opcién, radicalmente opuesta a la Ingenieria de proteinas y en consecuencia la mas

aleatoria de todas, se denomina Evolucion Dirigida de Proteinas. Esta metodologia 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 todavia pobre entendimiento en la relacién estructura-funcién en las

" proteinas, los mejores resultados en la adecuacion de~protéinas naturales’ a nuevas 0 mejores
act1v1dades, se han conseguido precisamente a través de i mgemena evolutivay evolucidn dirigida.
En este contexto, los buenos resultados dependen de la calxdad de las bibliotecas de mutantes,

combinadas con buenos métodos de seleccion o bien métodos de monitoreo rapidos y confiables.

PROPIEDADES PROTEICAS ALTERABLES

Las en21mas pueden ejecutar intrincadas reacciones quimioselectivas, regioselectivas y

enantloselectlvas, a velocidades de reaccion sumamente elevadas, todo bajo condiciones -de

aves [1]. Aunque son muy atractivas para sintesis quimica, las enzimas casxk

. reaccnén
resentan problemas para su uso mdustnal Entre las principales llmltantes se

encuentran, catalxsxs atenuadas sobre sustratos no naturales, baja estabilidad o poca- toleranma a

camblos operacnonales, baja actividad en medios no acuosos y el requerimiento de cofactores
: COStOSOS
: En este contexto, un ejemplo muy interesante estd representado por la enzima a-amilasa
de Bacil[us licheniformis, la cual es utilizada a nivel industrial, en combinacién con la enzima
glucoamilasa para producir glucosa a partir de almidon [1]. El papel de la o-amilasa consiste en
fragmentar las cadenas de almidén a oligosacaridos de glucosa, que a su vez son hidrolizados
hasta glucosa por la enzima glucoamilasa. Sin embargo, las a-amilasas usadas en los procesos,
estan restringidas a funcionar a temperaturas elevadas y pH 6 o superior, siendo inestables a pHs
bajos [1]. En cambio, el funcionamiento 6ptimo de las glucoamilasas se da a temperaturas y pHs
mas bajos, por lo que las condiciones de operacion deben modificarse continuamente. A fin de
simplificar el proceso, se estan haciendo reiterados intentos para generar enzimas mutantes que
funcionen 6ptimamente en las mismas condiciones de reaccion. Por ejemplo, a través de
repetidos ciclos de mutagénesis al azar, Declerk y colaboradores encontraron que la mutante
cuadruple M15T:H133Y:N188S:A209V, a pH 5.0 y 83°C, presenté una estabilidad 23 veces
mayor con respecto a la proteina silvestre, es decir, se hizo mas estable a menor pH [9] ¥ en
consecuencia mas compatible con las condiciones de funcionamiento de la glucoamilasa.
Desde un punto de vista quimico, resulta interesante citar también el trabajo de Amold y

colaboradores, los cuales han evolucionado artificialmente proteinas naturales para funcionar en
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disolventes organicos, en razén de que muchos sustratos son insolubles en condiciones acuosas.
Por ejemplo, modificaron la: subtilisina E -una proteasa- a través de varios ciclos de PCR
(reaccién en cadena de la pohmerasa y PCR por sus siglas en inglés) mutagénica, para generar
una enzima mutante que presenté una eficiencia catalitica 471 veces mayor que la enzima
silvestre en 60% de dimetilformamida contra el sustrato peptidico succinyl-Ala-Ala-Pro-Phe-p-
nitroanilide [4]

En la literatura estan apareciendo de manera continua una vasta cantidad de ejemplos,
donde se cambian las propiedades de proteinas 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 nimero de variantes.

CONSTRUCCION DE BIBLIOTECAS
Actualmente existe una variedad amplia de técnicas para construir bibliotecas de proteinas
mutantes, a través de la diversificacion del geni srilvestre que lascodiﬁcé. Dicho tema sera
revisado en la seccidn de antecedentes. Sin embargo, el primer factor a considerar antes de
aventurarse en tal labor, es el tamaifio de las bibliotecas, tanto quimica como biolégica. La
biblioteca quimica representa el nimero de genes modificados que se pueden crear in vitro,
mientras que la biblioteca bioldgica representa el numero de variantes que realmente se pueden
expresar en células, a fin de unir fenotipo y genotipo [10]. Generalmente se pretende que toda la
biblioteca quimica sea incorporada en la biblioteca bioldgica, a fin de completar el analisis con
respecto a la mutante menos representada en la poblacién. Si la técnica utilizada para crear la
biblioteca bioldgica es la electroporacion de células con DNA plasmidico [11], la eficiencia
practica es de 107 variantes [10], y por tanto es inutil que la biblioteca quimica contenga mas de
4.3 x 10° variantes, si se desea completar el analisis con un 90% de certeza de encontrar la
mutante menos representada. '
Otra opcidn que permite analizar un gran nitmero de variantes quimicas es el despliegue
en fagos [12]. Los bacteriéfagos filamentosos de E. coli, tal como M13, son ideales como
vehiculos de seleccion in vitro, debido principalmente a las siguientes caracteristicas:
e contienen genomas pequeiios en los que facilmente se pueden construir bibliotecas grandes;
e las particulas virales son estables a condiciones potenciales de elucidn, tal como pHs bajos;
e se acumulan con altos titulos (10'*/ml), de tal modo que cada clona de una biblioteca puede

estar bien representada y




e las clonas extremadamente raras pueden ser ennquec1das a traves de ‘cwlos repetldos de

seleccidn por afinidad y crecimiento en cultxvo

carboxilo esta unido al virion y participa en la morfoggneSI .ADe»esta manera, la secuencia

exogena es expresada en la superficie de la particula,_wr:él,"f:éﬁ forma inmunolégicamente
accesible y la mejor variante de una biblioteca puedé 'égf:‘séif;eécionada por cromatografia de
afinidad contra un antigeno especifico [12]. 7 o

Una tercera opcion, altamente prometedora bara el andlisis de un gran nimero de
variantes quimicas es el despliegue en ribosomas [13], capaz de unir genotipo y fenotipo en
condiciones estrictamente in vitro. Este método permite seleccionar proteinas 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 region
promotora y un sitio de unién 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 proteinas nacientes. A
continuacion la traduccion es detenida por enfriamiento y los complejos ribosomales son
seleccionados por cromatografia de afinidad. En el siguiente paso, los complejos ribosomales con
propiedades mejoradas son disociados, el mRNA es aislado y se sujeta a transcripcion 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 10" variantes.

MONITOREO Y SELECCION DE MUTANTES

Los métodos de monitoreo de alto rendimiento ~robotizados- estan siendo cada vez mas
usados para rastrear proteinas con propiedades mejoradas, ya sea en bibliotecas naturales o
artificiales. Sin embargo, el disefio del método de analisis para seguir una actividad particular
puede ser un verdadero reto. Se requiere una alta sensibilidad, especificidad para la actividad
buscada y una facil deteccion de sustratos o productos. El mejoramiento del equipo y el disefio

del ensayo son metas constantes en este campo. Generalmente se requiere usar equipo
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automatizado o robético costoso. Muchos reportes recientes ilustran el uso eficiente e ingenioso
de técﬁicés s>o>‘ﬁs't“i¢adas. Por ejemplo, Manfred Reetz reporté el uso de una cimara de infrarrojo,
Vgltamréinrte sensible para la deteccién de microreacciones exotérmicas, a fin de monitorear la
acilacion enantioselectiva de 1-feniletanol con acetato de vinilo. Esta biotransformacién ocurre
con un 99% de especificidad hacia el isémero R usando la lipasa de Candida antarctica como
catalizador [14].

Otras técnicas de nanoanalisis, basadas por ejemplo en espectrometria de masas o
electroforesis capilar han sido adaptadas para monitorear hasta 1000 6 7000 muestras por dia,
respectivamente. Al montar un método de monitoreo, se prefieren los métodos fisicoquimicos
que permitan correlacionar la actividad buscada con la absorcién de luz o emisién de
ﬂuoresCenc;ia_ [15]. En caso de que el “screening” deba realizarce por métbdos quimicos, se
prefieren las réacciones colorimétricas para una deteccidn rapida.

81 bien en las estrategias de monitoreo o “screening” cada clona de una biblioteca tiene
que ser analizada de manera individual, en los métodos de seleccion sélo las mejores mutantes

P rign_tc), los-métodos de seleccién

que son capaces de pasar una prueba son considerada

representan la herramienta mas poderosa para_’ai:slka rapldhmeﬁté variantes mejoradas. Los
métodos de seleccidon in vivo dan facil acceso a m@;an es ue;pf;:)ducen enzimas nuevas, mas
activas 0 bien que producen mayores proporciones'déteﬂas. Sih embargo, estos métodos de
seleccidn in vivo requieren que la enzima expresada confiera una ventaja bioldgica significativa
sobre la ya existente. En vista de esta limitante se han desarrollado estrategias alternas de
. seleccion in vitro, todas basadas en la unidn de fenotipo y genotipo, siendo el despliegue en fagos
el sistema mas conocido. Los métodos de seleccion in vitro practicamente siempre recurren a
técnicas de cromatografia de afinidad, inmobilizando anidlogos de estado de transicion,
anticuerpos, metales, inhibidores suicidas o cualquier molécula que permita separar fisicamente
las mejores mutantes. '
Con respecto a la forma de generar mutantes, un método muy recurrente en biologia
molecular es a través de oligonucleotidos sintéticos que son incorporados al gen de interés por
PCR. Los oligos pueden poseer secuencias especificas mutantes o bien pueden corresponder a
mezclas de oligonucleétidos aleatorizados en ciertas bases con el fin de crear bibliotecas
combinatorias. Por esta razon y sobretodo porque la tecnologia que se desarroll6 en el presente
trabajo de tesis esta basada en la sintesis quimica de estos materiales, se consideré necesaria la

descripcion del proceso para su preparacion.




SINTESIS QUIMICA DE OLIGONUCLEOTIDOS

" El 4cido desoxirribonucleico o DNA por sus siglas en inglés, es un polimero bioldgico
cuyos mondmeros son los desoxirribonucleétidos de adenina, guanina, citosina y timina. Esta
compuésto por dos cadenas poliméricas antiparalelas, arregladas en forma de doble hélice, unidas
a través de puentes de hidrégeno especificos entre las bases adenina-timina y guanina-citosina,
haciéndolas complementarias. Cualquier modificacion quimica en alguna de estas bases puede
generar un cambio en el patron de apareamiento y en consecuencia una mutacion puntual durante
el proceso de replicacion.

El DNA es un material muy soluble en agua, consecuencia directa de la presencia de
fosfatos ionizables en la cadena y grupos amino primarios en las bases de citosina, guanina y
adenina. Sin embargo, su sintesis quimica requiere condiciones anhidras totales y la proteccion
parcial o permanente de estos centros potencialmente reactivos, incluyendo los hidroxilos
terminales 3' y 5' que permitan el acoplamiento internucleotidico especifico de cualquier
combinacion de nucledtidos [16, 17]. En este punto es importante subrayar que el DNA
preparado por sintesis quimica, realmente es DNA de cadena sencilla, representando una sola de
las cadenas poliméricas y su preparacion no requiere de una cadena templado como ocurre en la
sintesis enzimatica. El DNA compuesto desde unos cuantos nucledtidos hasta decenas es
conocido como oligonucledtido, término que sera reiteradamente usado a lo largo de este trabajo.

Aunque la sintesis de oligonucledtidos (oligos) se inicié en fase liquida, a finales de la
década de los 70 cayd en desuso debido principalmente a la complejidad que representa la
purificacion de cada producto intermedio por cromatografia en columna y al surgimiento de una
poderosa tecnologia basada en el ensamble en fase sélida [16].

La mayoria de las aplicaciones biologicas de oligonucleétidos requieren cantidades en el
orden de picomolas, por lo que los métodos en fase sélida proporcionan material suficiente para

€stos ensayos.

SINTESIS DE DNA EN FASE SOLIDA

El ensamble de DNA estd fundado en cuatro conceptos basicos [17]:

-El oligonucledtido es ensamblado uniéndose covalentemente a un soporte sélido, donde la
sintesis procede en la direccion 3’—5’, esto es, en direccién contraria a la sintesis enzimatica.

-Los reactivos en solucion son adicionados en exceso, dando lugar a reacciones casi cuantitativas.




-Todas las reaccmnes son reahzadas en un solo dispositivo para ev1tar perdldas mecanicas de

material. -
-Los procedlmlentos 0 facxlmente automatxzados debndo longacxon de la cadena se

e accmnes repetmvos hasta comp etar la secuencna planeada.

GRUPOS PROTECTORES USADOS EN SINTESIS DE DNA EN FASE SOLIDA

Los grupos protectores utlllzados en smtesns de DNA, pueden ser clasificados en dos tipos [17]:

. Grupos permanentes aquellos que se mantienen intactos durante el crecimiento del oligo y
son removidos solo hasta el final de la sintesis. En esta categoria caen los grupos protectores
convencionales de las nucleobases -benzoilo para citosina y adenina e isobutirilo para
guanina-, los grupos protectores de los fosfatos internucleotidicos —Bcianoetilo- e inclusive el
grupo succinilo que se encarga de unir el nucledsido 3’-terminal a través de su hidroxilo 3’
con el soporte. Estos grupos son eliminados por hidrolisis basica con NH,OH concentrado.

e Grupos temporales: son introducidos para asegurar la -especificidad de reaccion entre los
hidroxilos 3" y 5’, siendo eliminados en cada ciclo de sintesis. En esta clase cae el grupo
dimetoxitritilo (DMTT), el cual se ha convertido en el grupo convencional utilizado para la
protegciénic’l‘é] hidroxilo 5’ de los mondémeros. DMTr presenta dos ventajas claras sobre otros

os::1) es muy voluminoso y por tanto protege selectivamente al hidroxilo

pnmarlo,, e Ios hucleosndos, dejando libre al hidroxilo 3’ para su posterior fosforilacion; 2) su
remocién en condiciones acidas genera una solucion anaranjada brillante que permite
cuantificar la eficiencia de acoplamiento de cada uno de los nucledtidos que se van
adicionando a la cadena oligomérica.

En la figura | se muestra un oligonucleétido completamente protegido, atin unido al soporte de

sintesis y se indican los grupos protectores convencionales.

METODO DE ENSAMBLE

El método actual para la sintesis de oligonucledtidos se denomina “método de fosfito-
triéster”. La razon para llamarlo asi, se debe a que uno de los intermediarios formados durante el
acoplamiento internucleotidico corresponde a un atomo de fosforo trivalente enlazado a tres

alcoholes, formando un fosfito-triéster.
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dimetoxitritilo (DMTT)- .

\ OMe.

betacianoetilo

Figura 1. Oligonucle6tido convencional, completamente protegido y ensamblado a base de
DMTr-B-cianoetil-amiditos en la direccion 3’—5°. CPG representa el vidrio de poro controlado,

utilizado como soporte sélido.

A diferencia de la:}s;l'frlltc}sjs_[enz:ivmética de DNA, donde lqs s;i_s't:x:'ii:_to's son nucledsido-
trifosfatos (dNTPs), los sustratos péra ensamblar oligos son fosfotafniditos, nucledsidos
protegidos en el hidroxilo 5’ con el grupo DMTr y derivatizados en el hidroxilo 3’ con un dtomo
de fésforo trivalente, que a su vez tiene unido un radical alcohoxilo —nomalmente B3-
cianoetanoetilo- y un grupo dialquilamino como grupo saliente.

Especificamente, la sintesis procede adicionando monémero por mondémero, a través de
los pasos que se indican en la figura 2 y que se detallan enseguida:

1) El grupo DMTT que se encuentra protegiendo al nucledsido inicial, unido al soporte, es
removido por hidrolisis acida.
2) El hidroxilo 5° del nucledsido recién desprotegido, se hace reaccionar con un fosforamidito

especifico (A, G, C o T) y tetrazol como catalizador de la reaccion. Esta reaccidn genera un
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dmucleotldo enlazado por un grupo fosfito-triéster, procedlendo con rendlmxentos promedno '
de 98%. ' £ S
}),El 2%'de nucledsidos que no reaccionaron, se bloquean-bof*‘aé y;fa;ﬁdﬁe
7cont1nuen ‘acoplandose con los monémeros que se adlclonaran s l_clqs»pqstendrés y
,ev1tar secuencias inespecificas. ‘
4) El grupo fosfito-triéster del dinucledtido es inestable a condlclones c1d' 0 tantp, 'aintes de
verse expuesto a dicho tratamiento en el siguiente- cxclo de s ado a fosfato-

triéster mas estable.

El método se ha convertido en el protocolo convencxonal de smtems‘de ohgos desde 1984
[18], debido a las siguientes caracteristicas: o : s "
-Los DMTr-nucledsido fosforamiditos, sobre todo aquellos cuyo fosforo tfivaIénte se encuentra
funcionalizado con el grupo diisopropilamino y el grupo B-cianoetilo, son estables en acetonitrilo
anhidro hasta por varias semanas.

-El rendimiento promedio por acoplamiento es muy alto.

-El tiempo total de sintesis por monomero es de 4 a 7 min dependiendo de la cantidad de soporte
inicial (escala).

-La aparicién de equipos completamente automatizados para sintesis de DNA.,

-Los productos ensamblados, aun en su forma cruda, poseen una alta calidad para ser usados
directamente en la mayoria de aplicaciones bioldgicas. Por ejemplo, pueden ser usados como
“primers” en reacciones de secuenciacidon y amplificacion de DNA, o bien en experimentos de

mutagénesis sitio dirigida o regional.

RECAPITULACION

Las enzimas, proteinas que catalizan una gran cantidad de reacciones in vivo e in vitro,
cada vez tienen mayor aplicacidn industrial debido a su conocida especificidad y accién
catalitica, mismas que dependen de una estructura tridimensional bien definida, originada por su
secuencia primaria de aminoacidos. Actualmente, el mejoramiento en la funcién de una proteina

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

12




estructura cristalografica resuelta, suficientes datos de secuencias homoélogas y se conozca un

posible mecanismo de reaccidn.

Figura 2. Ciclo de sintesis para el ensamble de oligonucledtidos en fase sélida, a través del
método de fosfitotriéster. TCA: écido tricloroacético, Ac,0: anhidrido acético, [,: Yodo, NH,:

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

De no ser el caso, los métodos de evolucidn in vitro basados principalmente en la
generacidn de mutacxones puntuales al azar, a lo largo de todo el gen, generan buenos resultados
en periodos de tiempo cortos. Desafortunadamente, las mutaciones puntuales solo pueden

explorar un espacio muy reducido de secuencia, ya que los aminoacidos codificados por los
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codones silvestres, s()]o podrén cambiar hacia aquellos aminoacidos localizados a un nucledtido -

de distancia y snempre se favoreceran las mutaciones. de transicion sobre las de transversién, A

de manera recurrent mezclas de oligonucledtidos degenerados que representan a los 20

ammoamdos, aunqu{ con frecuencxas heterogéneas, dando lugar preferentemente a mutaciones

multiples. Estos tlpOS ~de mutagénesis se denominan “estrategias a saturacién” o
“‘estequiométricas”. En nuestra linea de trabajo, hemos desarrollado un método de mutagénesis
basado en el empleo de trinucleétido-fosforamiditos como unidades mutagénicas, usados durante
el ensamble convencxonal de ohgonucleotldos a fin de generar bibliotecas de variantes
enriquecidas con mutantes de baja mult1p11c1dad esto significa, variantes con pocos reemplazos

de aminoacidos por protema.

Por tanto, en prev105 trabajos hemos logrado eliminar la redundancia del c6digo genético

a través del uso.de trmucleotldos y también reducir la proporcnon ‘de mutantes multiples. En el

presente proyecto‘ pretendemos refinar adn mas el metodo de mutagenesm incluyendo

“seleccion” in vitro a nivel de oligonucledtidos a fin de crear blbhot pequenas y completas
con respecto a cierto tipo de mutantes, con el objetivo de fac1htar la apllcac1on de estrategias de
monitoreo elaboradas. -

Por tanto, antes de contar con métodos tedricos altamente predictivos en cuanto a la
funcion de las proteinas, tendra que acumularse una mayor cantidad de datos experimentales. Por
el momento (y quiza por un buen tiempo todavia) el uso de colecciones combinatorias de

variantes serd una avenida importante para la investigacion y la biotecnologia de proteinas.

tod el espacm de secuencia en pequeiias regiones de aminoacidos, se ha utilizado



ANTECEDENTES

Muchos métodos han sido desarrollados para acelerar la evolucién artificial de las
proteinas, ya sea por mutagénesis enzimatica de los genes que las codifican o por amplificacién
de oligonucledtidos mutantes. Los métodos enzimaticos estan 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

condlclones espec1ﬁca de reaccion. Estas condxclones ‘pueden ser la adicion de sales de

1on m:vztro [20] Sin embargo, estos métodos estan

en mutacxones puntuales y-cada aminoécido (aa) silvestre podra

cambxar a solo ‘ | de’ os otros 19 aa, como se ilustra en la tabla I disefiada por Karl
Sirotkin [25], donde las celdas vaclas representan reemplazos de aa inaccesibles a través de

sustituciones de 1 nucledtido en cualquiera de las posiciones del cododn silvestre.
Tabla I. Reemplazos posibles de aminodcidos a través de mutaciones puntuales, ejemplificado para 5 residuos. Los

aminodcidos silvestres y sus respectivos trinucledtidos codificantes se localizan en la primera columna. Una
interseccién marcada con “x™ significa un reemplazo posible.
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- Peor aun, en estos sistemas muchos de los reemplazos posibles de nuclestidos tienden a
generar ammoac1dos de caracteristicas fisicoquimicas similares al aminoacido silvestre debido al

efecto protector del codlgo genético, Por ejemplo, cambios sencillos de bases en cualqmera de los

codones de alanma —con51derado un residuo hldl‘OfOblCO pequerio- generaran"res uos pequenos,

ammoacxdos en una regioén pequeiia de aa, muchos esquema devmutagenesw a saturacion han

sido descntos. ‘Los més comunes son los metodos “NNN y “NNG/C’ que cons;sten en sustituir

cada uno de los nucleétidos del codén silvestre con una mezcla e ulmo] de las 'c,ﬁatro bases (N)

o bien una mezcla equimolar de las bases G/C en la tercera poslc1on de codé‘p.’Es"tas estrategias

generan mezclas de 61 y 31 trimeros codificantes respect{va : u engIOban a los 20 aa
naturales [29] y solo permiten la exploracién completa de ﬁn~méx1mqidi_e 4 aa debido a la
restriccion impuesta por la eficiencia de transformacién practlc 07'5\"'ariantes. Por ejemplo,
una mutagénesis NNG/C de cuatro residuos generaria una poblaclon de 32“ (1.05x10°%) variantes
nucleotidicas y para tener una certeza del 95% de que la mqtante menos representada en la
poblacidn estara incluida entre las transformantes, se necesita unv banco de por lo menos 3.1x10°
células transformadas. Adicionalmente, la frecuencia de mutantes generada con estos métodos a
saturacion estd desviada hacia aquellas secuencias codificadas por codones redundantes; por
ejemplo, una mutante cuadruple de serina estard 81 veces mas representada que una mutante
cuadruple de metionina usando el método NNG/C. El problema de redundancia se ha eliminado
usando mezclas de DMTr-trinucledtido-fosforamiditos que codifican a los 20 aa [30] o s6lo un
subconjunto de ellos [31, 32]. En contraste con los métodos enzimaticos y oligos “punteados”,
estas estrategias de mutagénesis a saturacion generan bibliotecas enriquecidas con variantes que
portan sustituciones multiples de codones, donde es dificil encontrar mutantes con pocos
reemplazos de codones si no hay acceso a un buen método de seleccion. Se ha demostrado que la
frecuencia de variantes, es decir, la proporcién de mutantes sencillas contra mutantes multiples,

en los métodos de mutagénesis basados en codones puede ser controlada por una contaminacién
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apropiada de los codones silvestres con un codén mutante especuﬁco o una mezcla de codones

[33]. La frecuencm de variantes se puede predecxr con la ecuacmn general de dxstnbucmn

bmomxarl_r.”;
P= [n’/x’(n-r)/].

donde P representa la proporcién de cada conjunt : P el“mvel de

contammacwn por codon, n el numero de codones sxlvestres a explorar enla’ ventana ,x el t1po :

de mutante en la biblioteca (x=1 para mutantes sencillas, x=2 para mutantes dobles, etc’)z[29]

Hasta el momento, solo existen dos métodos de mutagénesis basados en c d es, ‘que

pueden ser ejecutados en forma contaminante, Estos son los métodos de separacxon d resina [34-

36]y los métodos basados en quimica ortogonal propuestos por Davxd Shbrtle' [37] y
desarrollados independientemente por nuestro grupo [33, 38].

En el método de separacion de resina, 11ustrado en la figura: 3 un v

iene 'el oporte de smtesns y se

contaminar uno de los codones silvestres se abre e reactor que c )

transﬁere una proporcion de material a un segundo reactor En el pnmer reactor se ensambla el
codoén 51lvestre mlentras que en el segundo se ensambla un codon degenerado NNG/C o una
mezcla de nucleotldos que genere solo cierto subgrupo de ammoac:dos [39]. Completados ambos
codones, klos s}qpko‘rrtes son mezclados y nuevamente divididos si se desea continuar contaminando
los siguienteé é‘oddne‘s’silvestres.

En los métodos basados en quimica ortogonal [38], los codones silvestres son
ensamblados a base de DMTr-mondémeros convencionales y son contaminados en una sola
columna con Fmoc-trinucleétidos. El proceso de contaminacién es posible debido a la
ortogonalidad quimica de los grupos protectores DMTr y Fmoc. DMTr es labil a condiciones
acidas y estable a condiciones alcalinas, mientras que Fmoc es de caracteristicas contrarias
(Figura 4).

Ambos métodos de mutagénesis basados en contaminacién por codones, generan
bibliotecas donde todas las variantes -sencillas, dobles, triples, etc.- estan mezcladas e inclusive
contaminadas con la secuencia silvestre. Aun no se ha descrito ningun método de mutagénesis
combinatoria que conjunte las dos variables pilares de la evolucion -variacién y seleccién- a
nivel de oligonucleétidos sintéticos, que permita disectar las mutantes por su tipo, a fin de crear

bancos mas pequefios y en consecuencia mas faciles de analizar.
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Figura 3. Método de separacidn de resina
ejemplificado con la aleatorizacién de 3
codones. N representa una mezcla equimolar
de los cuatro nucledtidos, mientras que w a
cada uno de los nucledtidos silvestres. Las
intersecciones representan puntos de
mezclado y separacion 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-trinucledtido-
amiditos y ejemplificado para dos codones.
DMTr-CPG representa al oligonucledtido
creciente, ensamblado a base de nucle6tidos
convencionales (DMTr-w) y unido al
soporte solido CPG (vidrio de poro
controlado). Los codones mutantes son
ensamblados a través de Fmoc-trinucle6tidos
de secuencias especificas (Fmoc-XXX).
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Por con51gu1ente, _en el presente proyecto nos. trazamos como ObjetIVO sintetizar Fmoc-

tnnucleotxdo amldxtos cuyos fosfatos mtemucleo‘tndlcos estuvneran protegidos con grupos

resnstentes a 'ndlcl nes basw,s suaves y qu a‘vmlsmo tiempo pudieran utilizarce para

contammar codones sﬂvestres durante el ensamble de oligonucledtidos. La hipdtesis de trabajo

es. que dlchds trmucleotxdos al mezclarse con codones silvestres cuyos grupos protectores
mtemucleotldlcos son sensibles a alcali, generaran variantes que posean codones silvestres y
mutantes alternados entre si, con un contenido diferencial de carga que los hara separables por
métodos cromatograficos de alta resolucién 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 tecnologia necesaria para generar un método de mutagénesis a nivel de codén, que

conjugue variacion y seleccion in vitro a través de bibliotecas de oligonucledtidos sintéticos:

OBJETIVOS PARTICULARES

1)

2)

3)

4)

5)
6)

Estudiar la estabilidad de varios grupos protectores de fosfatos, frente a distintas condiciones
basicas que han sido utilizadas para la desproteccion final de oligonucleétidos. =~ = =~
Estudiar condiciones selectivas de desproteccidn para los grupos protectorés de fosfatos; ya
que una vez separados los diversos componentes de la biblioteca, podria ser necesaribfliberar'
a los oligonucledtidos de estos grupos para obtener un material bioldgicamente actiVo. v ‘ |
Sintetizar quimicamente un trinucledtido (figura 5) con las siguientes caracteristicas:
Hidroxilo 5’ protegido con el grupo Fmoc. ' ‘

Hidroxilo 3’ derivatizado con la funcién fosforamxdlto‘: C

Fosfatos internucleotidicos y fosforamldlto pr teg"

' d'x‘i:.el::r:nejor,‘gmp‘o proveniente de los

ob_]etwos ly2.

Evaluar rutas alternas de sintesis para op

ar el;metodo de smtesxs

Evaluar la separacion de variantes en ollgonucleotxdos mutagemzados con el trmucleotldo
Realizar la evaluacion bioldgica a traves de segmentos de genes modlﬁcados con bxbllotecas

particulares de oligos mutagénicos..

Figura 5. Trinucleétido )\ o
objetivo. B,, B, y B, o” o
0\‘

representan a cualquiera

de las bases nucleotdicas i o B,

dT, dA™, dC* o dG™. R °=}’\o’\(_7/

es un grupo protector RO $

ortogonal al grupo @3- ? o 8

cianoetilo. °=,P\o ?
RO A
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RESULTADOS Y DISCUSION

El principal objetivo de este trabajo consistié en sintetizar al menos un trinucleétido que
pudiera Ser"'utilizado en esquemas de mutagénesis por contaminacidon, a través de su
incorporacion subestequiométrica a las cadenas silvestres de oligonucledtidos. Al mismo tiempo,
dicho trinucledtido le debia inducir ciertas caracteristicas fisicoquimicas a las cadenas
modiﬁéédas, a fin de poder purificar las vaﬁantés pbr algin método de separacion. De esta
manera, seria posible clonar bancos espebriﬁcoﬁsﬁdé::’r’hhﬁéﬁtie's'sénéillas,'dobles, etc., e inclusive
poder eliminar las secuencias silvestres que suelen causar confusion en los métodos de monitoreo
de las mutantes, sobre todo cuando se buscan acti?idades enzimaticas vestigiales. Para generar
variacion basada en codones y seleccién a nivel de oligonucleétidos, el trinucledtido debia

1 gxfupo Fmoc

presentar dos caracteristicas principales: 1) estar protegido en el hidroxilo §
para poder contammar la secuencia sﬂvestre en una proporcion pre _ada y 2) estar

protegido en los fosfatos mtemucleotldlcos y en el fosforamidito con un grupo rtogonal al f3-

manoetllo, 1ntroduc1do con los DMTr-mononucleotldos convenc1onales, utlllzados para

o gonucleotldo Tras el ensa nble del ohgo mutagemco

postulamos que senapomble su separacion por tecmcas de e]ectrofore51s o blen por HPLC de
intercambio idnico. -
Con fundamento en estas hipotesis y los objetivos bien planteados, iniciamos el desarrollo del

proyecto.
MUTAGENESIS BASADA EN Fmoc-TRINUCLEOTIDOS.

Seleccion del grupo protector de fosfatos internucleotidicos.

En razén de que uno de los principales objetivos de este trabajo consistia en sintetizar
Fmoc-trinucledtidos cuyos fosfatos internucleotidicos y funcion fosforamidito estuvieran
protegidos con un grupo resistente a las condiciones normales de sintesis de DNA y también a

condiciones basicas suaves, el primer paso en este proyecto consistio en analizar la estabilidad de

21




varios grupos. _protectores de fosfatos buscando sobre todo que fueran resistentes a las

condiciones hidroliticas de o]lgos convenmok 'ales, ludrox1d0 de amonio concentrado por 12h a
55°Co bxen 72'h a 25°C [40], Estas: cond1 ,

une al soporte sélido con el hidroxilo 3»\ de

s son suﬁmentes para hidrolizar el grupo éster que
exociclicas de dA, dC y dG formadas con béhzoilo e isobutirilo como se muestra en la
figura 1. De hecho, en la exposicién a a_lqa i, ér_: ‘g'rgpoy,cn ksex; ;'emovido es el B-cianoetilo
[18] que protege los fosfatos intemﬂ u 2 mode B-eliminacién,

favorecido por la extrema ac:dez de 1 nlo y la capacidad de

acomodar una carga negatwa por part argo'fcon otros grupos

protectores dlstmtos al B- cwnoetllo, el ataque. hld_ osforo y en caso de

fosfotneste'ﬁs se favorece la ruptura hacia los sustltuyentes qu la 'me_]or capacidad de

acomodar una carga negativa. Tal capacidad estd relacxonada co

d’elloys sustltuyentes. a
menor pKa (mayor Ka) sera mayor la capacidad del comp acqﬁ;'old‘grtla carga y en
consecuencna serd mejor grupo saliente, pero menos reswiente 1es de hidrélisis.
Basados en este precepto, decidimos analizar los alcoholes ‘metilico [41 :(Me pKé 15.3), etilico
[42] (Et pKa 15.9), isopropilico [43, 44] (‘Pr, pKa 16. 1), 1sobut111c<‘)‘ [45] (‘Bu, pKa =16.1) y 2-

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

distintas condiciones hidroliticas alcalinas que han sido utilizadas en la desproteccion final de
oligonucleétidos, adicionales a las mencionadas arriba. Ademas del pKa, los primeros cuatro
grupos se escogieron por haber sido utilizados en la preparacion de oligonucledtidos parcialmente
protegidos. El quinto grupo, TMSE, se escogié como grupo potencial, a pesar de no conocer su
pKa, porque ha sido utilizado en sintesis convencional de oligos, es resistente a NH,OH y es
facilmente removido por B-eliminacion a través de algun fluoruro en condiciones de reaccion
suaves, _
Para determinar la estabilidad de los grupos, se sintetizaron los 5 dinucledtidos de
timidina que se muestran en la figura 6, a fin de utilizarlos como compuestos modelo para medir
la estabilidad por cinética quimica a través de analisis por HPLC. El analisis se inicio con los
compuestos T(Me)T y T(Pr)T frente a distintas condiciones basicas a 50°C. En el caso de
T(Me)T su vida media frente a NH,OH 4M en acetonitrilo:agua (1:1) y NH, 1.8M en
metanol:acetonitrilo (9:1) fue de 2.3 y 10.7 hr respectivamente, mientras que T(Pr)T mostré una

vida media superior a 12 dias para ambas condiciones de reaccion.
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Figura 6. Dinucleétidos rﬁodélos?de_‘tim.i_ 'Mc;:ﬁt,' ipr, iB‘u,;TMSE. :

Aunque este tipo de :‘ahélisis' pemiife Sepafai' y cuantlt‘ aniloS’productos y sustratos a
distintos tiempos de ré"acciéri en fomia'precisa, lo"s anélisis ﬁaeronzprolbngados 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 oligémeros de timidina parcialmente protegidos en distintos fosfatos. Estos analisis
podian ser realizados de manera multiple por electroforesis en geles de poliacrilamida y al mismo
tiempo permitirian comprobar la eficiencia del proceso para la separacién de las variantes.

Se sintetizaron 5 juegos de pentadecatimidilatos conteniendo distintas combinaciones de

fosfodiésteres y fosfotriésteres:

TpTpTpTpTpTpTpTpTpTpTpTpTpTpT Clave: T|,X;5-R
TpTpTpTpTpTpTpTpTpTpTpTpTpTpT Clave: ToXs-R
TpTpTpTpTpTpTpTpTpTpTpTpTpTpT Clave: T,X,-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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numero de “Xs” representa el numero de fosf‘otnesteres por. cadena' La smte515 de estos

pentadecatlmldllatos requmo la’ combmaclon de un fosforamldlto conve

ICE- amldtto) para generar los fosfodiésteres y cada. uno de los cmco fosforamldltos modlﬁcados

de dT (DMTrdT alqu11 -amiditos) para ensamblar los fosfotnesteres ‘Las structurés qulmlcas de

estos compuestos se muestran en la figura 7. El dnico compuesto que-adquiri ’de una fuente

comercial fue el DMTrdT-BCE-amidito, mientras que los otros c1hco fueron mtetlzados en el

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

soporte de~sintés‘is,fué\irdﬁ;,:-él_ic ota 0s. y eValuados frente é las 51gu1éntes condlclones de
desproteccion: Ll :
”'NHS 2M en MeOH 25 C 5 mm, 1 hr
NH4OH 28%, 25°C, 10 mm, I hr, 4 hr 26 hr, 72h
Tiofenol:trietilamina 3:1, 25° C -“fl __:»55 'C-1hr, 60°C- 12 hr
Etilendiamina:etanol 1:1,25° C 2 hr, 55°C - 7 hr,
Hidracina 0.5 M en piridina:acido acético 4:1 ,25°C-24hr

Tras multiples analisis realizados por electroforesis, como se muestra en la figura 8 para cada uno

de los grupos protectores, llegamos a las siguientes conclusiones.
Figura 8. Analisis electroforético de pentadecameros de timidina parcialmente protegidos en

algunos fosfatos.
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Figura 8. Analisis clectroforético de pentadecameros de timidina parcialmente protegidos en algunos fosfatos. A) Grupo
Metilo; B) Grupo Etilo; C) Grupo Isopropilo; D) Grupo Isobutilo; E} Grupo Trimetilsililetilo. Las condiciones de
desproteccion se muestran en la parte lateral izquierda de cada gel. Carril 1: T, control, carril 2: T,X;-R, carril 3: ToX,-
R, carril 4: T,X,y-R. En los geles donde aparecen nimeros prima, las muestras se trataron primero con NH,0H, 25°C, 4h
(carriles 2,3,4) y una fraccion de ellas se evapord y traté con las condiciones indicadas en la parte lateral del gel,

etiquetandolas con el niimero prima.
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A _)uzg,ar por. la ﬁgura 8A el grupo,metllo resu]to labil a h1drox1do de amonio en sélo. 5 mm,

condlclones qu "son ncapaces de re over lo' grupos acﬂo (benzoxlo 0 1sobut1nlo);que

desprotecmé ‘en los fosfatos internucleotidicos como se observa en la figura 8E. Mas

adelante confirmamos que tal desproteccion es catalizada por el tratamiento 4cido utilizado en
cada ciclo de sintesis, ya que al tratar de destritilar el dinucleétido modelo de timidina
portando TMSE que se muestra en la figura 6, con acido acético, gener6 el dinucle6tido de
timidina completamente desprotegido. Este resultado correlaciona con la observaciéon de
Chao [49] de que el grupo TMSE es labil al acido trifluoroacético utilizado en la sintesis de
péptidos.

El grupo isopropilo [43, 44] resulté muy estable a la mayoria de las condiciones de
desproteccion utilizadas para desacilar las nucleobases. De hecho, pensamos que éste seria el
grupo ideal para nuestra estrategia, pero cuando utilizamos las condiciones sugeridas por
Yamana [43] para la desisopropilacion selectiva (tiofenol:trietilamina, 60°C), obtuvimos solo

una remocion parcial. Por otra parte, las condiciones de desisopropilacién en buffer de
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boratos propuestas por Gallo [50] no son practicas, ya que el grupo tlene una v1da media de

ias de"reaccwn

2.13 dfasv y remover ‘el grupo completamente tomaria al menos 8

_El grupo‘ sobutllo [45] también fue muy estable, res:stlendo ‘etxlendiamma :etanol hasta por 24

h e NI—L,OH por 72 h, condiciones suficientes para remover todes los grupos protectores
convencxonales de oligonucleodtidos, pero al igual que el grupo 1soprop|lo no encontramos las
condlclones apropiadas para removerlo selectivamente, sin causar dafioala cadena fosfatada.

- Fmalmente, el grupo etilo fue ligeramente labil al tratamiento con etilendiamina:etanol (1:1)
durante 2 hr a 25°C, generandose una gran cantidad de productos parcialmente etilados, en
contra a los resultados de estabilidad descritos por Gallo [50]. Inclusive, un tratamiento més
severo a 55°C durante 7 hr generé exclusivamente el pentadecamero completamente
desprotegido, mostrando idéntica movilidad al control completamente desprotegido T,
preparado por el método convencional. El grupo etilo también fue facilmente removido por el
ion tiofenolato a 55°C, durante 2 hr. Por otra parte, experimentos adaptados por nosotros,
demostraron que el grupo etilo es practicamente estable a NH,OH concentrado, por 4 hr a
25°C, condiciones suficientes para liberar al oligonucledtido 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 desproteccion en dos pasos
[51]: primero una desproteccién con hidracina amortiguada para remover los grupos benzoilo
y posteriormente un tratamiento amoniacal para liberar al oligonucleétido del soporte. Los
oligonucledtidos enlazados al soporte a través de succinilo-sarcosilo [52] resultaron estables a
hidracina 0.5 M en piridina:acido acético 4:1 durante 24 hr a 25°C. Tras remover los
oligonucledtidos del soporte con NH,OH por 2 hr a 25°C, el anélisis electroforético evidencio
la completa resistencia del grupo etilo a ambos pasos de desproteccion. En un tercer paso, el
grupo etilo fue removido con etilendiamina:etanol por 2 ha 55°C. ‘

El analisis electroforético permitié separar cada tipo de variante en base a su contenido
diferencial de fosfatos i6nicos como se muestra en la figura 8, para los pentadecameros de
timidina protegidos con los grupos Et, 'Pr e ‘Bu.

Como conclusion final a esta primera etapa, se propuso la sintesis de dos Fmoc-trinucledtido-
fosforamiditos, correspondientes a un codon y un anticodén para alanina, protegidos en sus
fosfatos internucleotidicos con el grupo etilo y un esquema de desproteccién de los

oligonucledtidos mutantes en tres pasos.
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Sintesis de Fi moc-trinucledtido Josforamiditos. ,

B D"e'sdé 1992 han aparecido en la literatura varios trabajos re!acionadbs con la sintesis de
trmucleotldo fosforamiditos y su uso en la generaclon de blbhotecas combinatorias de
ollgonucleétldos Sin embargo, en la mayoria de ellos i ceﬁ us “del grupo DMTr [30-32, 53]

para la proteccxon del hidroxilo 57, y sélo en uno reportado p nuestro grupo de trabajo se hace

uso del grupo Fmoc [33].

i Con base en los antecedentes, puede aprec1arse que‘los acoplamlentos internucleotidicos

para el ensamble de Fmoc-trinucleétidos, precursores de los trmucleotldo fosforamiditos que se

deseaban smtetlzar, podia realizarce por varias rutas, Por eJ' plo, por el método de fosfito o

fosfatotnester, esquemas completamente protegidos o semlprot

dos, direccion 3= 5’ 6 5'53°,
y finalmente a través de intermediarios aislados o gener:

El método de fosfatotriéster requiere el usd de grupe r;i,()f;pf;l,ra la proteccién de los

fosfatos internucleotidicos, debido a que éstos estabiliz ntermediarios activados con

triazoles a través de un efecto electroatractor' mient alquilo los dcsestabilizan.
En nuestro caso particular, dado que. los: ‘ar

alquilo), optamos por el método de. fosfi samblar los Fmoc trmucleotldos

on;-se decndlo utilizar un sistema completamente
protegido -combinando un nucle051do protegldo en la terminal 5” y otro en la terminal 3°- debido
a que en un trabajo previo [54], la,ruta de sintesis semiprotegida ~combinando un nucleédsido
protegido en el hidroxilo 5’ con un nucledsido completamente desprotegido-, di6 lugar a varios
subproductos de polaridad similar al compuesto esperado, dificultando su purificacién
cromatogréfica.

Para decidir el tipo de intermediarios a usar, es decir fosforamiditos aislados o generados
in situ, se realizo la sintesis 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, comparénaolos
contra dinucleétidos control preparados en fase sélida que contenian 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 observd casi exclusivamente el acoplamiento 3°-5°. En cambio, en el método

denominado *‘fosforamidito in situ™ se obtuvo entre 5 y 10% del subproducto 3°-3°.
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Con base en estos resultados, se decidi6 sintetizar los ‘trimeros por el método de
fosforamidito aislado, a-pesar- de requerlr un. mayor: esfuerzo por la punf‘cacmn de los

fosforamldltos mtermedxanos.
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Esquema I. Rutas alternas de acoplamiento mtemucleotxdlco En la ruta fosforamzdtto azslado, el
intermediario es sintetizado, aislado por cromatografia y usado en forma pura para 1a 51gu1ente

reaccion. En la ruta fosforamidito in-situ; el fosforamidito mtermcdlauo se hace reacc1onar en el

mismo matraz con el nucledsido 3’ terminal.
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Figura 9. Analisis por HPLC de los productos obtenidos en la preparacién de dinucleétidos de
timidina por dos rutas sintéticas. A) Mezcla control de dinucledtidos de timidina, preparados por
quimica convencional y enlazados por los hidroxilos 3°-5°, 3°-3" y 5°-5°. B) Productos obtenidos

en la ruta de fosforamidito‘faislado.C) Productos obtenidos en la ruta de fosforamidito in situ..

En mgemerla de protemas, una tecnica muy utilizada para: detectal aminoacidos criticos

para una detenmnada funcnon, con51ste en hacer sust1tuc1ones sencﬂlas de alanina por cada uno
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de los reSIduos 51lvestres que se infiere pudxeran estar mvolucrados Esto puede realxzarse por

Sy

S de multlples

mutagene51s smo dmglda (sustituyendo ammoacxdo por ammoacldo) a tra

expenmentos o bien en un esquema completamente combinatorio:[55].en:un olo;cxpenmento.

Por tanto, en este trabajo decidimos sintetizar el codon GCT 1 n‘_ d 0 S'fpfeférenciales

en E. ‘coli para este aa y su respectivo anticodén’ AGC para poder' gi6nes de la
cadena codificante o la cadena templado de los genes a evaluar .

~De estas secuencias nucleotidicas, “es -claro “que ambas c

combmacnon, GC, por lo que ideamos la estrategia sintética que se muestra en el esquema: II a ﬁn,

de preparar los dos Fmoc-trinucleétidos a partir de un solo dlmero, ex endlendo;la'

secuencia hacia la terminal 3’ o bien hacia la 5 (esquema II). ,

En total, la sintesis de los dos Fmoc-trinucledtido-fosforamidi qtésis de 12
compuestos: Fmoc-dG®, Fmoc-dG®-etil-amidito, Fmoc-dA%, Fi midi;to, dcbz.
DMTr, dT-DMTT, etil-amidito-dT-DMTT, el dimero Fmog—diG@(Et)d '
Fmoc-dG®(Et)dC*(Et)dT y Frhoc-dA"‘(Et)dG“’(Et)dC"‘ y loﬁ,sy dos ‘

Tras purificacion en cromatografia en colu‘rphg” l,q‘éi tfimucleétido-
fosforamiditos fueron obtenidos con una pureza supéﬁdf él,aﬁ‘élisis por HPLC,
aunque con rendimientos finales muy pobres (10- 30%)""; o

El paso critico en la preparacion final de los tnnucleotldo-foéfofamiditos correspondio a
su purificacién, ya que una gran parte del material reaccxono covalentemente con los silanoles
que componen la silica gel, a pesar de utilizar condiciones hgeramente basicas para la elucion de
los compuestos. '

Con base en estos pobres resultados, se reintent6 la sintesis del trimero GCT, pero ahora a
través del método de “‘fosforamidito in sitn”, a fin de evitar el aislamiento de las especies
reactivas. Esta sintesis se realizd en la direccién 3’—5°, iniciando con la fosfitilacién del
nucledsido 3’-dimetoxitritilado, acoplando el intermediario formado con el nucleésid6 5’
florenilmetoxicarbonilado y oxidando el fosfito-triéster internucleotidico a su forma mas estable
de fosfato-triéster con hidroperdxido de terc-butilo (esquema III). Se removid el grupo Fmoc y se

repitio el proceso para adicionar la 5°-O-Fmoc-desoxiguanosina y completar el trimero GCT en
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Esquema II. Sintesis de Fmoc-trinucledtido-etil-amiditos en solucidn por el método de
“fosforamidito aislado”. 'BuOOH = hidroperéxido de terc-butilo, TEA = trietilamina, H" = 4cido
tricloroacético, DIPEA = N,N-diisopropiletilamina, G*= 2N-isobutirilguanina, C"= 4N-

benzoilcitosina, A= 6N-benzoiladenina, T= timina, 'Pr= isopropilo, Et= etilo.
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Esquema III. Sintesis del Fmoc-trinucleétido-etil-amidito GCT por el método de “‘fosforamidito
in site” en la direccion 3’—5°. 'BuOOH = hidroperdxido de terc-butilo, TEA = trietilamina, H" =
acido tricloroacético, DIPEA = N,N-diisopropiletilamina, ib= isobutirilo, bz= benzoilo, T=

timina, 'Pr= isopropilo, Et= etilo

T CON
32 FALLA DE ORIGEN




forma protegida. El grupo DMTr fue removido por hidrélisis acida y el trimero 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, recuperandose en
forma cruda por precipitacién. El compuesto se obtuvo con una pureza de 66% y un rendimiento
superior a 90%. El principal subproducto de la sintesis correspondi6 al H-fosfonato del trimero,
el cual es inbéilo a las condiciones de reaccion de acoplamiento para fosforamiditos y por tanto el
tﬁmero-fosfdramidito es util para los ensayos de mutagénesis.

A ﬁn de determinar la reactividad del trinucleétido en fase: sollda, se prepararon 4

solucxones de este compuesto a distintas concentraciones en acetomt’ ilo- anhldro y se hicieron
reaccwnar por duplicado con un dinucleétido DMTr-dTA, umdo al soporte de sintesis a través

del h1drox1lo 3’ de dA. De esta manera, el acoplamlento de tnnucleétldo con el dimero daria

lugar-al pentamero d(GCTTA). A fin de medir la eficie acop]amlento del trinucleétido,

éste se incorporé a través de un ciclo de sintesw que,carec1a de los pasos de acetilacion,
oxidacion y destritilacién para evitar el b]oqueo de los h1drox1los '5’:que no reaccionaron. En el
siguiente ciclo de sintesis, los dimeros dAT que noAreaccmnaron conel trimero, se saturaron con

el nucleétido DMTrdT-Bcianoetil-amidito, gen “ando el tnnucleotldo DMTr-dTTA. La eficiencia

de acoplamiento en cada uno de los expenmentos se calculo por la diferencia de absorbancia a
416 nm del cation DMTr, liberado de las espec1es DMTr-dTA y DMTr-dTTA. Al graficar las
eficiencias de acoplamiento contra las concentraciones de trinucleétido utilizadas, como se
muestra en la figura 10, se observd una correlacion lineal entre ambas variables, indicando por
tanto que la tasa de mutagénesis experimental podria controlarse por una selecciéon adecuada de
la concentracion del trinucledtido. De manera adicional, dos de las muestras ensambladas con el
trinucle6tido 10 mM y 40 mM fueron completamente desprotegidas y analizadas por HPLC
(figura 11C y 11D respectivamente), generando exclusivamente las especies esperadas GCTTA y
TTA, permitiendo confirmar la autenticidad del trinucleétido por comparacion con espécies

control sintetizadas de forma convencional.
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Figura 10. Reactividad del Fymo;-ytriﬁi;clbééyt‘idd-amirdito G_CT en fase solida.
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Figura 11. Anilisis del pentdmero GCTTA ensamblado con el Fmoc-trinucleétido-amidito GCT
a dos concentraciones distintas y comparados contra controles sintetizados por quimica

convencional.

Por tanto, en esta etapa se logré desarrollar una ruta de sintesis reproducible para la
preparacién de Fmoc-trinucledtidos, misma que procede en la direccion 3’—5’ y fue planeada de
tal manera que los reactivos utilizados en exceso, esto es, los Fmoc-nucledsidos, siempre sean los
mas féciles de preparar (esquema III). E]l método es robusto porque el compuesto expuesto a las
condiciones de fosfitilacién, las cuales son ligeramente béasicas debido al uso de
diisopropiletilamina, es el nucleésido 3’-dimetoxitritilado, estable a condiciones alcalinas. En el

segundo paso de la reaccidn, el nucledsido 5’-fluorenilmetoxicarbonilado estable a acido, es
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coevaporado con tetrazol, un compuesto ligeramente acido que actia como. catalizador en la
reaccidn internucleotidica, pero que no afecta la estabilidad del grupo Fmoc En el esquema de

sintesis basado en la proteccmn total, el compuesto determmante en 1 preparacnén de

mutagénicos, puede ser controlada por una se]eccmn aproplada de la concentracxén del

trinucleétido.

Evaluacion Biologica _

Como proteina modelo para estudiar el barrido co;hbiriato'rio devélaninas a través del uso
del Fmoc-trinucleétido-amidito GCT descritd arriba, se decxdlo utilizar el activador
transcripcional PspF [56], una proteina de 324 aa que regula ]a expresxén del operdn psp (siglas
en inglés provenientes de “phage shock protein®). PspF pe;ftenece a una gran familia de proteinas
de unidn a “enhancers”, capaces de activar la transbrip‘ciéﬁbdle DNA a través de sitios distantes
[57]. En especial, PspF es responsable de activar genes }hivdlucfados en la respuesta celular al
ataque de fagos filamentosos, proponiéndose qué unareglon conservada denominada C3,

compuesta por los aminoécidos Gly83, Ala84, PheSS,Thr86 G]y87 y Ala88, abreviada como

GAFTGA, esta involucrada en el reconocimientroj ge‘l" 'dig‘d sigma 54 (¢*), cuando ésta

forma parte de la holoenzima de RNA-po]imerasa f o
na Gly83, Phe8S, Thr86 y Gly87,

por lo cual el primer paso con51st16 en smtetlzar un: ohgonucleétldo mutagénico con la secuencia:

El barrido combinatorio de alamnas se plane par

5' G TTC GGT CAC GAA GCG GGG/X GCG TTT/X ACC/X GGT/X GCG CAA AAA CGT CAT 3’

a través de un programa de sintesis que omite los pasos de “capping”, oxidacién y destritilado
para la adicién correspondiente al vial X, lugar donde se coloc6 una solucion diluida del Fmoc-
trinucledtido-amidito GCT que serviria para contaminar la secuencia silvestre con el coddn de
alanina. De hecho, la concentracién utilizada en este experimento (8 mM) generdé una

contaminacion promedio de 24.5% por codén. Los codones marcados con negritas representan a
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los aa silvestres citados arriba y el nucleésido subrayado representa un cambio silencioso de
C—T, ideado para dxferencxar las secuencias silvestres generadas con el banco de ohgos

mutagénicos de aquel]as provementes de] templado. Aqui, es 1mportante recordar que la sintesis

automatizada de DNA es reahzada en la direccién 3°= 5’ y que despue e contammar la

secuencia silvestre con el trlmero, el codén silvestre es ensamblado‘con tres ac plamlentos
consecutivos de los DMTr-nucleosxdo-B cianoetilamiditos aproplado B ”iinto',’ cuando el

codén silvestre ha alcanzado el nivel prevxamente logrado con el

grupos protectores de manera sucesiva y se comp]eta el prlmer c1cl”' génesxs como se
ilustra en la figura 2. Este oligonucleétido se denommé GAFTGAmut Adwnoﬁalmente, también
se sintetiz6 el mismo oligonucleétido con la secuencla sn]vestre, denominandolo GAFTGAwt a
fin de utilizarlo como control en los experimént_os' de electroforesis.

'Una pequeiia fraccion del oligokG‘A‘FTGA’Wt fue desprotegida completamente con NH,OH
concentrado (12 hrs, 55°C) yﬁle;s}emiﬁu’v‘riﬁt:ado por electroforesis en gel de poliacrilamida para
utilizarlo como control. El resto de este oligo, asi como el oligo mutagénico GAFTGAmut fueron
tratados con hidracina 0.5M en piﬁdina:écido acético 4:1 durante 24 hrs para desbenzoilar las
nucleobases adenina y citosina. Después de esto, el soporte que contenia a cada oligo fue lavado
y tratado con NH,OH concentrado, 2 hr a temperatura ambiente, condiciones que dejan intactos
los grupos etilo internucleotidicos, pero que son suficientes para remover el oligonucledtido del
soporte, hidrolizar los grupos B-cianoetilo internucleotidicos de los codones silvestres e hidrolizar
el grupo fenoxiacetilo que se usé en este experimento para la proteccion de las guaninas.

El experimento de electroforesis mostré que el oligo GAFTGAwt, sometido a los dos
tratamientos de desproteccion dié lugar al mismo patrén de bandas, siendo esto indicativo del
cumplimiento hidrolitico descrito en el parrafo anterior (resultado no mostrado). En cambio,
GAFTGAmut se observé como una mancha ancha ligeramente retardada, que se extendia
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 cuadruples), como se esperaba de su contenido diferencial de fosfatos idnicos y
que de hecho fue posible con los homopolimeros de timidina (figura 8B). Se probaron distintas
concentraciones de geles, obteniendo la mejor resolucidn con acrilamida al 12%. La mancha fue
disectada en dos fracciones, llamando a la de menor migracion GAFTGAmutup y a la de mayor

migracion GAFTGAmutdown (Figura 12B) por su posicién en el gel. Cada una de estas
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fracciones fue posteriormente desetilada con una mezcla tiofenol/NH,OH -condiciones
implementadas en nuestro laboratorio, en razoén de que la mezcla tradicional tiofenol/trietilamina
no generd desproteccion por la insolubilidad de los sustratos-, generando especies con la misma

migracion que el oligo control GAFTGAwt (Figura 12C).

Figura 12. Analisis del oligo mutagénico
GAFTGAmut por electroforesis. Gel A):
carril 1: oligo GAFTGAwt semipuro, carril
2: oligo GAFTGAmut parcialmente etilado
(1/500), carril 3: oligo GAFTGAmut
parcialmente etilado (5/500). Gel B): carril
1: oligo GAFTGAwt semipuro, carril 2:
oligo GAFTGAmut parcialmente etilado
(5/500), carril 3: oligo GAFTGAmutup,
carril 4: oligo GAFTGAmutdown. Gel C):
carril 1 y 2 igual que gel B, carril 3: .
GAFTGAmutup desetilado, carril 4:
GAFTGAmutdown desetilado. ‘

| .
5

Debido a que la fraccion GAFTGAmutdown parecia estar mas contaminada con secuencia

silvestre (figura 12B) que la fraccion GAFTGAmutup, se decidio realizar la evaluacién biolégica
de solo ésta ultima. Esta labor fue realizada por el Dr. Ricardo Grande en el laboratorio del Dr.
Enrique Morett, ubicado en este instituto. Primero se generd un megaprimer por PCR, utilizando
como oligos amplificadores a GAFTGAmutup y un oligo llamado Bg/II localizado “rio abajo” de
la terminal 3 del gene pspF, que a su vez se us6 como templado. Este gene se encuentra clonado
en el plasmido pMJ15. El megaprimer fue purificado por gel de agarosa y utilizado junto con otro
oligo (£coRI) localizado “ rio arriba” del gene pspF para amplificar y generar la genoteca de
variantes. La genoteca fue digerida con las enzimas de restriccion EcoRI-Bg/Il y clonada en el
mismo pldsmido previamente digerido con este juego de enzimas (figura 13).

Para la transformacidn se usé la cepa £. coli IM101. A fin de estudiar la variabilidad del
banco, las transformantes fueron plateadas sobre medio LB sdlido, sin seleccion de funcién. Tras

crecimiento a 37°C, se inocularon 17 colomas y se punﬁco el plasmido de cada una de ellas para

analizar el banco por secuencnacmn de DNA (T la1I).
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Plasmido: PMJ15; Cepa: E. coi JM101

Figura 13. Amplificacidn de la biblioteca de oligonucledtidos GAFTGAmutup por PCR doble.

Tabla II. Secuencias nucleotidicas de la region GAFTGA del gene pspF, mutagenizada con el

trimero 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
9350% LT GG CAL GCGEEEGEGITTIVAC
9351 TTC AGT CAC GAA GCG GCT GCG TTT ACC

9353 G TTC GGT CAC GAA GCG GGG GCG GCT .GCT GGT GCG CAA AAA CGT CAT
9354 G TTC GGT CAC GAR 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 ARA CGT CAT
9358 G TTC GGT CAC GAA GCC GCT GCG TTT GCT GGT GCG CAA AAR CGT CAT
9360 G TTC GGT CAC GAA GCG GGG GCG TTT ACC GCT GTG CAA AARA CGT CAT
9361 G TTC GGT

CAC GAA GCG GCT GCG TTT ACC GCT GCG CAA AAA CGT CAT

TTC TGT CAC GAA GTG
TTCGGGT CAC GAA GCG GGG GTG TTT ACC GGT GCG CaAA AAA CGT CAT
TTC GGG CCC CAA ACG GGG GCCGTTA ACC GGG CCC ChAA AAC CGT ATT
TTC GGT CACGGAA GCG GGG GCG TTT ACC GCT GCG CAA AAA CGT CAT
TTC GGT CAC GAA GCG GCT GCG GCT ACC GCT GCG CAA AAA CGT CAT

\\e]

w

S

\\)
(2R NN

El analisis de tales secuencias nos permiti6 plantear las siguientes conclusiones parciales:
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"electroforétlco, a pesa

De acuerdo al nivel de mutagénesis experimental promedio de 24,.5% por codc'm,'la frecuencia

esperada de vamantes —ca]culada en la tabla Il porla ecuacuSn de dlstnbumén bmomlal- en ]a

blblloteca de ohgonucleotldos deberia estar sesgada hama las mutante‘ senclllas -En ‘este

) punto debemos aclarar que la frecuencia expenmental calculada en la misma’ tabla 111, no se

con51deraron 1las secuenc1as silvestres 9350 9362 y 9363 )Or Se cdntammamones del

en vez de C en la cuarta

templado, las cuales fueron 1dent1ﬁcadas por la presencna

posicién a partir de la termmalf 5’ Estos resultados i ; el proceso de seleccién

enrxquemmlento hacia las

kaber s:do tan ﬁno
mutantes dobles de 20 5° ’
21.4%. Este ,I'_QSUI,FaQO “in
optimiza'rl;)'péi"a,jqu pti}y’o:paracualqthlev tipo de oligc uqueéttldo. Asi, la fraccion
GAFTGAmutup " L |
de‘las 6. os1bles mutantes dobles Es

s sencﬂlas de 42.2% hacia

VO, aunque €s necesario

6 que el método reaim

pesar. de la'zmﬁestra aha]iiadé tan:pequefi a7 'véli)ijas), fue capaz de

mbién indicé que los
forésis como HPLC de

mdo diferencial de

representar
ollgonuc.leétxdos, grandes plerden resolucu.’m tar
intercambio i6nico (resultado no mostrado), a- pesa\
fosfatos no idnicos bastante significativo. La razén e esta pobre. separac1én probablemente

sean los tipos de diasteroisémeros que se forman en las mezc]as

Tabla IIl. Frecuencia esperada (P44,) y experimental (P.,,) de variantes en la biblioteca

GAFTGA y GAFTGAmutup respectwamente

Ptedricn (%)
325
42.2
20.5

4.4
0.4

La mutagénesis mapeo todos los aminoacidos 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 sintesis del oligo. Las inserciones solo se explican por el uso de DMTr-

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

generaron por- bases modlﬁcadas durante alguno de los procesos de desproteccion.

Fmalmente, las delecxones estén b'en documentadas y se generan ya sea por acetilaciones o

destritilados mcomple_tosv’en padg uno “de los ciclos de sintesis [58-60]. Sin embargo, tampoco
descartamos la posibilidad "d‘e qixke 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 limite de resolucién electroforetlca para ohgonucleétldos parcialmente
protegidos, anallzando como principales varlables el tamano .y la relacién fosfato-
tnésteres/fosfatos—lémcos con respecto a la separacxon
Repetir el anallsls de diversidad en bibliotecas pre-seleccmnadas y clonadas.

¢ Abordar el origen de las clonas inesperadas, por ejemplo, aquellas que presentan de]eclones e
inserciones de nucledtidos, para tratar de generar exclusivamente variantes con marcos de

lectura correctos.
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MUTAGENESIS BASADA EN Fmoc-DINUCLEOTIDOS
—-ESTRATEGIA ALTERNA-

Sintesis de Fmoc-dinucleotido fosforamiditos

A pesar de haber desarrollado una ruta de sintesis reproducible para la preparacién de
Fmoc-trinucleétido amiditos mostrada en el esquema II1, es evidente que completar un juego de
20 trimeros que codifiquen a los aminoacidos comunes y poder aplicarlos en barridos multiples
de aminodcidos es urié labor compleja, sobre todo por requerirse una gran cantidad de sustratos

no comerciales. Por tanto, se v1s]umbra que la aplicacién mas practica de estos compuestos estara

enfocada en el barrld spe;cxt'co de ciertos aminodcidos (alanina, glicina, cisteina, lisina,

aspartico, etc.) par de resolver preguntas especificas, como por ejemplo posiciones

éptimas para form Sﬁlﬁ.tro, puentes salinos, catalizar una reaccion, etc.

er [61] describié un.método muy ingenioso para realizar

mutagéne51s a'saturacufm , mvel'de codén (Figura 14). Esta estrategia combina el uso de DMTr-

dinucleétido amldltosy:e] enfoque de separacién de resina, como una forma de eliminar la

redundancia de codones en las blbhotecas de oligonucleétidos. Consiste en generar subconjuntos

de diferentes codones con secuencla B,B,B,, a través de separar la resina que contiene al oligo

cada fraccién con una mezcla espe‘ fica de DMTr-dmuc]otxdo

creciente, y hacer reagc;
amiditos, portando la ¢ ”BéBJ correspondiente a la segunda y tercer posunon nucleotidica
de los codones mutantes Los codones mutantes son comp]etados por la adicién de un monémero
especifico a cada una de las fraccmnes para definir la primer posicién nucleotidica B,.
Desafortuna_damente este esquema de mutagénesis requiere el uso de once DMTr-dinucleétido
amiditos y sobfé'todo, requiere separar la resina para cada codon a explorar, un proceso tedioso,
laborioso y dificil de automatizar.,

Con base en este antecedente, tomamos ¢l concepto de dimeros, junto con el hecho de que
los grupos Fmoc y DMTr son quimicamente ortogonales para desarrollar un método de
mutagénesis también basado en codones, donde los codones mutantes son ensamblados a base de
Fmoc-dimeros y los codones silvestres a base de DM Tr-mondmeros. Esta idea se vio reflejada en

el articulo de investigacidn que acompafia la presente tesis.
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TGT—O CAG— | |AAc—© GAA—O
TGG—O CGT—0O AAA—O GGT—O®

\“\”/

mezclar :

Neumer, P. et al (1998), Nucleic Acids Res ., 26, 1223-1227,
Figura 14. Método de mutagénesis a nivel de cod6n ejecutado con mezclas de DMTr-

dinucleodtido amiditos y separacion de resina en 4 columnas.

La diversidad del método se fundamenta en la combinacion de cinco Fmoc-dinucleétido
amiditos y cuatro DMTr-mondmero amiditos para generar 20 trinucleétidos 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 inclusién hubiese requerido dos Fmoc-dinucleétido amiditos

a2 [ Rse con
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adicionales, generando un incremento en la redundancxa La raclonallzacwn del método, se basa
enla contammaclon del ohgonucleétxdo crecxente con una mezcla dxlu:da de Fmoc-dinucleétido
amiditos;: en termmos estrictamente contammantes so]o una fracc1on muy pequefia de cadenas
reaccionaran con los Fmoc-dinucledtidos y pennanecerah “detemdas , mientras que la mayoria
de cadenas que no reaccionaron son saturadas con el codon silvestre ensamblado a base de 3
acoplamientos secuenciales de DMTr-monémero amiditos convencionales. En este punto, estas
cadenas silvestres se detlenen, se remueve el grupo ‘Fmoc y se completan los codones mutantes a
través de una mezcla G/C/T/A de DMTr-monémero amiditos. Este proceso denominado ciclo

mutagénico, se repite para cada cc_)dén silvestre a explorar.

gl B2B3

B C .A G

I AAAJ Lys |GAA I Glu

[arr |7 |oTr | va

I AAT IAsn I GAT lAsp

AGC. | Ser GGC Gly

2] 3](2] ]l

| acG | | aee | ara

Figura 15, Mezcla de Vigﬁe;@s'vy‘monéme'ros que pueden dar lugar a subconjuntos de codones

que representan aminoacidos de distintas propiedades.

A fin de evaluar esta estrategia, sintetizamos los cinco Fmoc-dinucleétido amiditos, AA,
TT, AT, GC y CG que se muestran en la figura 16, a través de la ruta de sintesis previamente
optimizada para trimeros (esquema III) y los DMTr-etil-fosforamiditos de dA®*, dG™®, dC™ y dT.
Los resultados concernientes a la sintesis de estos compuestos fueron concentrados en la tabla IV,
asi como informacidn de su caracterizacion espectroscdpica y su analisis de calidad por HPLC.
En términos generales, los Fmoc-dinucledtidos se obtuvieron con buena calidad (>90%) y
rendimientos regulares debido al proceso de purificaciéon cromatografico, mientras que sus

respectivos fosforamiditos fueron recuperados sélo por precipitacion en forma cruda.
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sintetizados.

precursores. -
Compuesto’ Materias primas Rcm:‘i;,l)lento P?‘;:)za _t, (min) 3p NMR (ppm)
5'-O-Fmoc-dT 434 -0.483
Fmoc-TT 3.0-DMTr-dT 332 936 459 -1.216
Fmoc-TT-amidito Fmoc-TT 90.5 82.4 llggg‘ 18.95 }3%3199_’012;599_3 718
) bz ;
Finoc-AA™ S oDMIars | 08 | 95 78 s
Fmoc-APAbamidito  [Fmoc-AbA% 79.4 82.1 g:gf' gzg? _l; 29251 ()_'Ol;g(‘)l 90, 148.178
- b 5'-0-Fmoc-dA®™ 5.69 -0.567
Fmoc-A™T 3'.0-DMTr-dT 61.9 93.2 1598 -1.098
Fmoc-A»T-amidito Fmoc-A»T 71.5 91,2 g;;? _lg 26380 ’_:)4685%0 0705
e " iBu '
o SRSt | we | v i I,
Frmoc-G™C-amidito |Fmoc-G™C?* 89.0 821 [2491,2325 114910, 4870, 14830 s
' O-F - cbz R
Fmoc-CoG™ e | 482 98.0 (829 129
bee~iBu oy _(Cbz(iBu 25.19, 25.38 148.452, 147.968, 147.656
Fmoc-C¥*G"™-amidito  [Fmoc-C*G 824 : 54.5 26.90.27.07 |-1.545,-1.607, -1.828
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Evaluacion biologica

Las B-lactamasas son enzimas ampliamente distribuidas enlas-bacterias, siendo-

responsables de la resistencia de estos microorganismos a antibidticos B-lactamicos, como
penicilinas y cefalosporinas de uso muy comin en el tratamiento de enfermedades infecciosas.

Sin lugar a duda, son uno de. los mejores modelos protelcos para estudiar aspectos tan diversos

como especificidad, catahsls y plegamiento, debido- prmmpalmente a su pequefio tamaiio (263
aa),ala presenc:a de estructuras cristalograficas resueltas [62], al conocimiento de su mecanismo
catalmco [63], a: la exxstencxa de una gran variedad de sustratos que comparten el mismo nucleo
basico pero cuyas cadenas laterales confieren un amplio espectro de especificidades. Ademas, se
conoce con cierto detalle el papel que desempeiian chhos de sus residuos [64]. De manera
particular, nosotros decidimos trabajar con la B-lactamasa TEM,c;, porque se localiza en el
vector de clonacién pUCI9 ampliamente difundido en los laboratorios de investigacion y es
funcionalmgnte,_equiyalente a la enzima TEM-1 (figura 17), clinicamente importante. El sustrato
natural de TEM;I es la penicilina-G o bien el analogo de ella, la ampicilina, causando la ruptura
del anillo B-lactdmico. Estos dos antibidticos, mostrados en la figura 18 pertenecen a las
peniciili'nbyas:de primera generacion. En cambio TEM-1 es susceptible a ceftazidima, un
antibiético que pertenece al grupo de las cefalo‘spbyg‘ihg‘s. Aqui cabe mencionar que el esqueleto
basico de las penicilinas esta formado por doél h‘ét"evr'OCikclos fusionados entre si, un anillo B-
lactAmico y un anillo tiazolidina, mientras quefén‘el caso de las cefalosporinas el anillo
tiazolidina es reemplazado por un anillo dlhxdrotlazma Por tanto, aunque ambos tlpos de
antibidticos estan agrupados como B-lactamicos, las cefalospormas son moléculas mas
voluminosas que las penicilinas. e

Para valorar el método de mutagénesis, se aleatorizo Ia regxon 237-243 de la enzima -
lactamasa TEM,cs, que incluye los aa Ala237, Gly238, Glu240, Arg241, Gly242 y Ser243,
numerados con base en la clasificacion de Ambler [65]. En la literatura se ha descrito que
cambios sencillos de G238—S y E240—K en la enzima silvestre, incrementan su eficiencia
hidrolitica hacia el antibiotico ceftazidima aproximadamente 70 veces, mientras que la mutacion
doble G238—S + E240—K la incrementa 2668 veces y la mutacion triple G238—S + E240—K
+ R241—5G 5794 veces [66]. Por tanto, esta region proteica contiene determinantes importantes
para el cambio de especificidad desde ampicilina hacia ceftazidima y resulta un buen modelo
para valorar si tales residuos estaran representados en las bibliotecas ensambladas con Fmoc-

dinucledtidos, en ventanas de mutagénesis superiores a aquellas ya exploradas.
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Figura 17. Estructura de la B-lactamasa

TEM-1, mostrando la regién randomizada
237-243 vy el residuo catalitico Ser70 como

referencia.
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Figura 18. Estructura qufmica de dos

antibiGticos de tipo penicilinico y dos de tipo
cefalosporinico.

Por tanto, éste estudio se inici6 con la sfntesis del oligo mulagénico:

AG

direccidn de sintesis

<

a través del programa convencional de ensamble. Primeramente se sintetiz6 la region flanqueante

3’ usando DMTr-monémeros convencionales; enseguida se contaminé la secuencia silvestre,

mezclando en linea un coctel diluido de los 5 Fmoc-dinucleétido amiditos (XX) y el DMTr-

monémero amidito que definirfa el nucleétido 3° del codé6n silvestre a mutagenizar. Se completé




el codon silvestre con 2 acoplamlentos de: DMTr—monomeros se removid el grupo Fmoc de Ias

cadenas modxﬁcadas y los codones mutantes se completaron con una mezcla equimolar de los

cuatro DMTr-monomeros (N) ’El ciclo mutagemco se:repmo cmco veces mas hasta Vcompletar la, :

ventana de prueba

Anallsls prev1os : ‘mostrado. que: éstos compuestos-

utlhzados a concentracxon lOO mM Asumxendo ‘que tanto los DMTr-monomeros, como los

Fmoc-dimeros debian posee - una- act1v1dad similar, se esperaba obtener una contaminacion

promedio de 29.2%, sin embarg : vel ‘experimental de contaminacién fue de 40.5%, 11 3%

arriba del valor esperado. Tal resultado es indicativo de una mayor reactividad de los dimeros con
respecto a los monomeros y correlacnona con la observacion general de que los alqull-
fosforamiditos [40].son ’ma‘l reactivos que los B-cianoetil fosforamiditos, debido a un efe;:to‘
electroatractor por parte d.el'p\grupo B-cianoetilo sobre el fésforo trivalente, desfavoreciendé la
salida del radical diisopropilamino. A pesar de esto, el nivel de mutagénesis fue cercano al
predicho. |

Este oligonucleétido mutagénico se denominé Blamut42 por su contenido de nucleétidos
y al igual que en el barrido de alanina, también se sintetizd el oligonucleétido silvestre Blawt42 a
fin de usarlo como control en los experimentos electroforéticos.

Una pequefia fraccion del oligo mutagénico blamut42 se tratd igual que el oligo
GAFTGAmut, pero ahora debido al mayor nimero de variantes en la poblacidon, se observé un
barrido de productos de menor migracién con respecto a blawt42, Al tratar una pequefia fraccion
del oligo semidesprotegido con tiofenol/NH,OH para desetilar los fosfatos internucleotidicos de
los codones mutantes, se generé una banda con migracion idéntica al oligonucledtido silvestre
(figura 19). Por tanto, en vista de que no seria posible realizar la separacion de variantes (a pesar

de que con mezclas de pentadecdmeros de timidina si lo fue), el resto del oligo blamut42 todavia
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enlazado al soporte de sintesis, fue primeramente desetilado con tiofenol/trietilamina y luego fue

completamente desprotegido con NH,OH concentrado y purificado por gel de pbliacrilamida. '

Figura 19. Anilisis 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/NH,OH para eliminar
los ctilos internucleotidicos.

La amplificacién y clonacién de la biblioteca Blamut42 se reahzo de manera sum]ar al

barrido- de alaninas, Se cred primero un megaprlmer'
utilizando el plasmido pUC19 como temp]ado, y los ollgos t4 y tall‘nd;Xho como'
iniciadores de la reaccién de pohmenzacnon El ohg t endXho de secuenc1a
S’agccgtggatcgtgactcgagtcattaccaatgcettaatcag3’ es parmalmente complementano ala termmal 3

del gen blaycy localizado en el plasmido pUCI9 y contiene el sitio de restriccién X/o 1. En una
segunda reaccién de PCR utilizando nuevamente el plasmido pUC19 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° cgggecatggctattcaacatttcegtgt-
cgcccttatteecttttttgeggeattt 3° es parcialmente complementario a la terminal 5° del gen blayc,o y
contiene el sitio de restriccion Neco 1. 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 3-lactamasa TEM-1. La ligacion vector-mserto fue electroporada en la cepa E.coli XL1-
Blue y una milésima parte fue plateada sobre LB con kanamlcma para recuperar solo las células
transformadas, ya que el plasmldo pT4 contlene el gene que confiere resistencia a este antibidtico

no-penicilinico. El tamaiio del banco de mutantes, “crecido sin seleccion hacia un antibiotico
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penicilinico se denomind banco 1 y fue de 10° variantes. El resto de la elgctroporacién se diluyo
con LB liquido y se recuperé como una genoteca de plasmidos. Se é‘m'aliz:é”la' diversidad de éste
banco por secuenciacion 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 seleccién hac1a un antibidtico pemcdmlco y
generado con el oligo mutagénico Blamut42, Secuencxas nucleotldlcas de lat reglon 237 243 del
gene blay,c,,. Las celdas vacias representan a los codones silvestres. Las clonas sﬂvestres (8) no

se incluyeron en la tabla.

Clona 24|

“aitsihe - Secuencia nucleotidica

Wt GCC | GGT | GAG | CGT | GGG | TCT
CooBAmutl s B GTG | TCG TCG
Blmut? il CGC AGG | GAT

= BlmutlQ- CGC | GCG GAA
->Blmutl2 GAA | GAA AGC

Blmutl3 ACG GGG | GGC

Blmutl$ : GCG | TGC | AGC | GAT
Blmutl9 TTT
B imut20 GCT TCG | GAT GCG
Blmutd ATT | _A GGC | CCG | AAT
Blmut9 C_T TCG
Blmutl7 TGC | CTT AAA

De estas clonas, una resulté contaminada con otras y fue eliminada, mientras que otras
tres resultaron con deleciones y 8 fueron clonas silvestres. Las deleciones de un nucledtido, al
menos en los casos de las clonas Blmut9 y Blmutl7 cayeron en regiones silvestres ensambladas
a base de DMTr-monémeros convencionales y solo se explican a través de pasos de capping o
destritilados incompletos [58]. En este banco se obtuvieron principalmente mutantes triples y
aparecieron 15 de los 18 posibles aminoacidos. Sin embargo, un analisis mas detallado de las
secuencias, permitié determinar que el banco presentaba sesgo hacia codones generados con el
dimero CG. Este resultado correlaciond con la reactividad relativa de la mezcla de dimeros
utilizada para este experimento, determinada por HPLC a través de la sintesis de una mezcla de
trimeros CGA, GCA, AAA, ATA y TTA (figura 20A). De manera adicional, aparecieron cuatro

codones mutantes que fueron generados con los dimeros TG, GT, y GG, los cuales no forman
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parte del coctel ut1117ado y debxeron generarse por error_de la enzima Taq-DNA-polimerasa
durante las reacciones de amphﬁcacwn [22] o blen por modlﬁcacmncs quimicas de algunos de

los nucledtidos durante el ensamb]e o tratamxento del oligonucledtido mutagénico.
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Para tratar de solucionar el rpr’c:)tbl"“’/: 'de,sesgo hacia cierto tipo de codones y secuencias
extrafias en los ybzmcos, se fesintéﬁié ; nucledtido mutagénico utilizando ahora zonas
flanqueantes mads grandes para tratér de auméntar la especificidad de hibridizacién con el
templado, ademéas de una distinta proporciéon de dimeros (TT:AA:AT:GC:CG—
1.00:1.03:1.03:1.03:1.23). La nueva mezcla mutagénica de dimeros dié lugar a una frecuencia
aproximada de 20% para cada uno de los trimeros generados con el nucle6sido dA, segin el
andlisis por HPLC (figura 20B).

Este segundo oligonucledtido mutagénico Blamut63, fuc ensamblado con la secuencia:

CT.
GG TTT ATT GCT GAT AAA TCT GGA( XN,OX’R x X >CGC GGT ATC ATT GCA GCA CTG G

en forma similar a Blamut42. La tasa promedio de mutagénesis para este oligo fue de 29.1% por

codon.
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El expenmento de clonacmn di6 lugar a un banco sin seleccxon hacna un antlblotlco

pemcﬂmlco gev 'erand‘”

1. 5 x 106 varxantes y denommandosele banco 2. A f'm de anahzar la

dxvermdyad,mtro\d_ucx 0! eli’ohgo Blamut63 se secuenciaron 20 clonas alv zar:de: ste banco y

nc nt ron en la Tabla VI. Tres de las clonas resultaron con mmadas con

los resultados's

v ,31 adas, mientras que otras tres presentaron delecnone ;

nuc]eondos De las 14 variantes restantes, 6 correspondxeron a clona" sxlvestres y no fueron

mcluxdas en la tabla. La dlstnbucxon de mutantes mostro un mapeo ‘casi completo de la ventana

de mutagénesis, obteniendo pnnmpalmente mutantes dobles, ue correlamonan con la tasa de

mutagénesis expenmental El umco codén que no aparec1o

17%, es decnr, 12% menos que el nivel de mutagenesxs r

generado con el oligo mutagénico Blamut63. Secuencias nucleotldlcas del reglon 237 243 del

gene blayce. Las celdas vacias representan codones silvestres. Las clonas,sxlvestrg ,,(6)Vno se

incluyeron en la tabla.

Clona Secuencia nucleotidica

Wt GCC | GGT | GAG | CGT | GGG | TCT
B2mut2 ATT
B2mut4 CAT | GCG | TAA o
B2mut7 CGC CTT. ;
B2mut8 GCG CAA B
B2mut9 AGC
B2mutl0 TTT . y
B2mutl : GAT sl GCG
B2mutl2 GTT TAT i

TRSIS COR ]
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Una fraccion-del banco de plasmxdos proveniente del banco 2 y consecuentemente
generado con el oligo Blamut63 fue retransformada y seleccionada’ sobre 4 cajas de ceftazidima
a concentracion de 12 2§Wug/ml a fin de seleccionar mutantes hacia esta cefalosporina con
resistencia 100 veces mayor a la enzima silvestre. De este banco, denominado bance 3, sélo
crecieron 13 colomas Se recupero plasmido de todas ellas (excepto la mutante B3cazmutl0 que
fue un falso posmvo) y se secuencxo la region mutagenizada, concentrandose los resultados en la

Tabla VII. Estos datos mostraron que el oligo Blamut63 sélo era capaz de explorar el espacio de

secuencia correspondtente a mutantes dobles y sencillas, pero no era capaz de explorar todas las

mutantes triples, porque mnguna de las reportadas por Palzklll [66]

Tabla VII. Banco de mutante (banco_3) crecxdas con:sel

CEFTAZIDIMA, generado con el ollgo mutagemco Blamut6 el encnas nﬁcleotxdwas de Ia

regidn 237-243 del gene bla,,UC,; Las celdas vaclas representan a los

d_opes _s:lvestres.

Clona Secuencia nucleotidica (aminoacido)

Wt GCC (A237) | GGT (G238) | GAG (E240) | CGT (R241) | GGG (G242) | TCT (5243)
B3CAZmutl CGC (R) ’
B3CAZmut2 AGC (S)

B3CAZmut3 AGC (S) AAA (K)

B3CAZmut4 AAA (K) GCG (A)
B3CAZmut5 CGC(R)

B3CAZmut6 CGC(R)

B3CAZmut7 TCG(S) CGC (R)

B3CAZmut8 TCG (S) CGC (R)

B3CAZmut9 CGC (R)
B3CAZmutll AAA (K) GCG (A)
B3CAZmutl2 AAA (K) GCG (A)
B3CAZmutl3 CGC (R) 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 retransformo
una fraccion del banco de plasmidos generado con tal oligo y se seleccion6é nuevamente sobre
ceftazidima a 12.25 pug/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 resurgxo la doble mutante E240K R241
que aparecid por tnphcado en el ‘banco B3 y tamblen surgno la meJor tnple mutante de Palzkxll '
(B4CAZmut6) [66]. o ity :

Tabla VIII. Banco de mutantes (banco 4) recuperadasrcon-seléCcié;‘ﬁlh ciala cef’é:l@s,'pdrina

CEFTAZIDIMA, generado con el oligo mutagénico Bla'mku‘t’42.y Secuen as nucl otidvi"casi,de la

region 237-243 del gene blay ¢, Las celdas vacias representan arios‘:ééd‘i()ﬁ

Clona Secuencia nucleotidica s
Wt GCC | GGT | GAG | CGT | GGG TCTj o

B4CAZmutl AAT | AAA | CAA

B4CAZmut2 GCG

B4CAZmut4 CGC

B4CAZmut5 GCG

B4CAZmut6 AGC | AAG | GGC

B4CAZmut? cGC |

B4CAZmut8 AAA | GCG

B4CAZmut9 AAG

B4CAZmutl0 AAT | AAG | GAA

B4CAZmutl | GTT

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
debian estrictamente a cambios en su secuencia primaria-de aminoacidos y no a mutaciones
cromosomales de la célula huésped [67]. Las clonas fueron secuenciadas completamente, se
agruparon y se les analizé su resistencia contra ampicilina, ceftazidima y cefotaxima. Los
resultados se concentraron en la tabla IX. Varias de ellas presentaron mutaciones puntuales del

residuo 164, causadas por error de la polimerasa.

Discusion de las mutantes.

El primer punto a notar de las tablas VII y VIII es que los residuos Ala237, Gly242 y
Ser243 siempre se conservaron bajo la seleccidén de ceftazidima, indicando que son los
aminoacidos optimos de la region analizada para generar una hidrolisis eficiente de esta

cefalosporina. Previamente se habia encontrado un resultado similar para la Ala237 [68] a través
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de mutagenesxs convencxonal NNG/C de l - tr s resnduos contlguos Ala237 Gly238 y Glu240

pero no hablan sxdo descntos para los
reprodumr las dobles mutante }
G238S: E24OK R24IG que surgxeron en dos‘bxbllotecas mdepend1entes [66 68] Las trlples'
mutantes GZ38N E240K: R241Q y G238N:E240K: R24"l E, aunque son nuevas 'son esencialmente
similares a la doble mutante'Gr238N.E24OK eportadg por Cantu [68].

hténtés resistentes a ceftazidima, obtenidas de las

Tabla IX. Sustituciones de ami
g 63.‘}':’ sus respectivas susceptibilidades frente a
taxima (CTX).

bibliotecas de olig
ampicilina (AMP), ce

O S MIC (ug/ml)
Clonas .- Aminodcidos (codones)
‘ T AMP CAZ CTX
wt R164 (cgt) | G238 (ggt) | E240 (gag) | R241 (cgt) 2400 0.15 0.06
Palzkill wt S (agc) K (aaa) G (ggc) 1200 15 0.48
B3ICAZmut7, BICAZmut8 wt S (tcg) R (cgc) 2400 20 1.92
B3CAZmut3 wt S (agc) K (aaa) 1200 15 0.06
B4CAZmut6 wt S (agce) K (aag) G (gge) 1200 15 048
B4CAZmutl wt N (aat) K (aaa) Q (caa) 600 15 0.24
B4CAZmutlQ wt N (aat) K (aag) E (gaa) 600 15 0.48
B4CAZmut2, B4CAZmut$ wt A (gcg) 2400 20 048
B4CAZmut9 H (cat) K (aag) 2400 15 0.12
B3CAZmutl, BACAZmutS
B3CAZmut6, B3CAZmut9 | HL(ca) R (cge) 1200 30 0.24
B3CAZmut2 H (cat) S (agc) 1200 20 0.12
B4CAZmutl | H (cat) V (gtt) 1200 10 0.12
B3CAZmutd4, B3CAZmutll
B3CAZmutl2, BACAZmug | (30 K(aaa) | Afgeg) | 600 30 0.48
B4CAZmut4, B4CAZmut7 C (tgt) R (cgc) 1200 20 0.24
B3CAZmutl3 C (tgt) R (cge) D (gay) 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 estian separados por al
menos 74 aa. La sustitucion 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 codén silvestre. Estas
mutaciones aparecieron en nuestras bibliotecas porque se ha demostrado que la sustitucién del

residuo Argl64 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 pyenicilinas hacia cefalosporinas se debe a la
destruccién de un puente salmo formado entre los re51duos altamente conservados Argl6d y

Aspl79, lo cualt

cubre el sitio actlv 'y por. lo tanto permite un mejor acomodo de antibiéticos voluminosos como

relaja la estructura ‘denominada Q-loop,.c ompuesta por la region 164-179 que

las cefalosponnas:[69]'v De hecho, la mutacidn R164H ha surgldo en 8 mutantes clinicas en

transwlones ‘e'bases que dieron lugar a los codones de hxstldma y cxstema

Al analxzar la region mutagemzada con las 1bhotecas de ohgonucleotldos ‘en todas las

mutantes re51stentes a cefta21d1ma se observ Ul wu_s_tytuc;on; preferencial del Glu240 por

ammoac1dos catiomcos como Lys y Arg,"' esultado que. con'c'ljerda‘ con un modelo propuesto para

el camblo de especxﬁmdad hacia este antlblotlco el ual suglere la formacion de una interaccién

electrostatlca entre la cadena lateral de estos remduds y el grupo carboxilo de la cadena del
antibidtico [71]. En este sentido, el mcremento de la esistencia hacia ceftazidima por parte de las
dobles mutantes R164H:E240K, Rl64H.E24QR 'y -R164C:E240R es el resultado de la
combinacion de dos efectos: expansion del sitio activo e interaccién electrostatica entre el
sustrato y la enzima mutante.

La mejor de nuestras mutantes, R164H:E240K:R241A, mostrd una resistencia hacia
ceftazidima 333 veces mayor que la enzima silvestre y se recuperé en las dos bibliotecas de
oligonucledtidos. Esta mutante combina los dos efectos recientemente citados, pero de manera
adicional la sustitucion de Arg241 por alanina generd un incremento de resistencia de 3 veces con
respecto a la doble mutante R164H:E240K. De todas las mutantes que poseen un residuo
catidnico en la posicion 240, se asume que la cadena 7 de cettazidima debe estar acomodada en

el surco que se forma entre el Q-loop y la vuelta que une las cadenas-B B3 y B4. Por esa razoén la
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reduccién de volumen de la cadena lateral del re51duo 241 dlsmmuye las mteraccmnes estencas y

penmte un meJor acomodo de este antlblotxco. '

Otra evxdenc1a que sugiere un mejor ac m

surco, es Ia mutante doblemente aislada B4CAZ
G1u240 y Arg24l fueron sustxtmdos por una alani

Esta mutacxon pudo haber generado Ia expans10n del

esultado también

mcremento de‘iemstencxa de 133 veces con respect sﬂvestre T

correlacxona con ef'camblo de. espec1ﬁc1dad hacia ceftazxdlma causado por‘la expansmn del sitio
activo debldo al relajamlento [69], reduccidén [72] o alargaxmento [73] del Q loop

La doble mutante R164H:E240S es interesante porque el re51duo mas frecuente en la
posicién 240 de otras B-lactamasas clase-A es la serina [65]. Qulza esta mutante debe mcrementar

su afinidad hac1a ceﬂazxdlma por la formaclén de un puente de hldrogeno entre el hldroxllo de la

cadena lateral y el carboxilo de la cadena 7B del antxblotlco
Desde un punto de vista: cllmco la do mutante R164H E240V es atractlva porque
ambas mutaciones pueden generarse po mutaciones. puntuales de los codones ongmales Sin

embargo el reemplazo de glutamlco por wvalin g equxere la transversién de adenina por timina, y

esta es la razén por la cual atn no ha surgldo de manera natural. Esta mutante claramente
desarrollé resistencia a ceftazidima a través del modelo de expansion del sitio activo [74].'En
mutantes G238S se ha propuesto que la expansién puede ser causada por repulsion estérica de la
serina con los residuos Met69 or Asnl70, 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 hidrofdbica de la valina se debe alejar del medio acuoso y generar una
repulsion estérica con cualquiera de los residuos mencionados arriba, causando la expansién del

sitio activo.

Discusion de la variabilidad.

Basado en las tasas experimentales de mutagénesis de los oligos Blamut42 y Blamut63, se
calculd a través de la ecuacion de distribucion binomial la frecuencia esperada (Pr.,,) de cada tipo
de mutante y se determiné en base a los datos de secuencia de las tablas V y VI la frecuencia
experimental (P,,,) de las variantes obtenidas en cada uno de los bancos generados sin seleccion.

Los resultados resumidos en la tabla X, evidenciaron un sesgo muy significativo hacia las
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secuencias’ s11vestres Por e_]emplo, en Blamut42 se esperaba un. 4 7% de secuenma snlvestre y se

obtuvo 50%, 45 3% m' S de lo estlmado Enlo que respecta a las mutantes solo Blamut63 parece

verd eram nte bmomlal con el p1co en as

haber generado :

Con base ;:n tales sumimos que el sesgo enla dlstnbucmn de van éb'é'haberse

doble procesok de PCR usado para ensamblar ‘cada blbllO ca d ‘ 'ollgos,

probablemente como consecuenc:a de una mejor complementacion’ de las ‘secuencias mas

homologas a la 5 A 'sﬂvestre, tal como fue demostrado por Ward and J uehne:[76]

Tabla X, Frecuencxa teonca y experimental de las variantes obtemdas e ]as cmco
bibliotecas de ohgonucleotldos mutagenizados con el método de: Fmoc-dlmeros o representa la

tasa de mutagenesxs, «or 12 frecuencia esperada y P,,, la frecuencia expenmental

Codones mutantes Blamut42 Blamut63 polylinker20 Polylinkerd9 polylinker100
por variante (o= 40.5 %) (o =29.0 %) (o =20.5 %) (o= 48.9%) (o = 100%)
R Preor Pe\g Preor hﬂ Preor Pem Prear &‘_E Preor P, cxp.
0 10.047 10.500(8) 10.128 |0.428 (6) |0.262 |0.281 (9) ]0.016 |0.000 (0) |0.00 ]0.00(0)
€ 0.187 (0.063 (1) {0.314 [0.214 (3) 10.393 10.531 0.094 |0.125 (4) {0.00 }0.00(0)
2 0.311 |0.000 (0) {0.321 |0.286(4) {0.246 [0.125(4) |0.234 [0.250 (8) [0.00 [0.00(0)
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(0)
4 0.138 10.125(2) [0.053 |0.000(0) |0.015 {0.000(0) }]0.234 [0.187 (6) [0.00 [0.00(0)
5 0.037 10.000 (0) ] 0.009 |0.000(0) |0.001 [0.000(0) {0.094 |0.125(4) 10.00 [0.00(0)
6 0.004 10.000 (0) {0.000 {0.000 (0) {0.000 [0.000(0) 10.016 }0.062(2) }1.00 ]1.00(32)
Secuencias’ 16 14 32 32 32
analizadas

A fin de demostrar que la mutagénesis a nivel de codén basada en dimeros, 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 agtgecaagettgea-GCC-GGT-GAG-CGT-GGG-TCT-cgegaattcgtaate3’
aleatorizando cada uno de los codones marcados en mayusculas con el conjunto de codones
NXX. En los extremos flanqueantes se crearon sitios de restriccion Hindlll y EcoRI para clonar

(1]

las bibliotecas de oligonucledtidos como “cassettes” en la zona del polylinker del plasmido
pUC19 y evitar las reacciones de PCR. Por tanto, las bibliotecas se etiquetaron como

polylinker20, polylinker49 y polylinker100. Los oligos mutagénicos fueron convertidos en sus

~ TRSIS CUi
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dobles cadenas por extensién del primer complementario 5’gattacgaaticgcg3’ y accion 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 X1, XII y XIII), observandosec una fuerte
correlacién entre la tasa de mutagénesis y el tipo de mutantes creadas: a mayor tasa mayor
frecuencia de mutantes miiltiples 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, s¢ obtuvo claramente una distribucién binomial, confirmando la

reproducibilidad y robustez del método de mutagénesis.

14 an
0.8
o Polylinker20
o Polylinkerd9 ]
0.6 1 0 Polylinker100

Frecuencia de mutantes

0 1 2 3 4 5 6
Codones sustituidos / mutante

Figura 21. Frecuencia cxperimental de variantes obtenidas en las bibliotecas Polylinker20,
Polylinker49 y Polylinker100 aleatorizadas con tasas de mutagénesis de 20%, 49% y 100%

respectivamente, usando el método de mutagénesis basado en Fmoc-dimeros.

Adicionalmente, vale la pena mencionar que el método de mutagénesis basado en dimeros
es muy versitil. Por ejemplo, se pueden generar diferentes subconjuntos de aminodcidos, ya sea
modificando la mezcla de Fmoc-dfmero amiditos o la mezcla de DMTr-monémero-amiditos que
completan a los codones mutantes como se muestra en la figura 7. La distribucion de variantes
(conteniendo pocos o muchos reemplazos de codones) puede ser dirigida a través de la seleccién

apropiada dc la mezcla mutagénica de dimeros y adicionalmente, dicha contaminacién puede

[ wrarg CON
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realxzarce a traves de un_protocolo de pre adlcxon [38] a ﬁn de optlmlzar el usor de estos

compuestos tan vallosos’

En el presente trabéjd :
mutagénesis de seis codones contlgu
contiguos y para ventanas’ hasta de 15 -aa
sintetizados hasta 75 nucleétidos de, tayma»J

podria explorar completamente 'gené‘,s"'id‘

mutantes y tener unabalta prob"abilidad"de‘i
Otro tipo de mutantes multlples tamblenﬁ

cualquier otro método.
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Tabla XI. SECUENCIAS DE DNA DE CLONAS GENERADAS CON
LA BIBLIOTECA DE OLIGONUCLEOTIDOS POLYLINKER20.

WT VVAAGCTTGGA GCC GGT GAG CGT:GGé‘TCT CGCGAATTC

AAGCTTGGA GCC GGT GAG CGT GGG TCT CGCGAATTC
AAGCTTGGA GCC GGT GAG CGT CTT TCT CGCGAATTC
AAGCTTGGA GCC GGT GAG CGT GGG RATT CGCGAATTC
AAGCTTGGA GCC TPT GAG CGC GGG GAR CGCGAATTC
AAGCTTGGA GCC CAA GAG GGC GGG TCT CGCGAATTC
AAGCTTGGA GCC GTT GAG GAT GGG GCG CGCGAATTC
AAGCTTGGA GTT GGT GAG CGT GGG TTT CGCGAATTC
AAGCTTGGA GCC GGT GAG CGT GGG TCT CGCGAATTC
AAGCTTGGA GCC GGT GAG CAA GGG TCT CGCGAATTC
AAGCTTGGA GCC CGC GAG TGC GGG TCT CGCGAATTC
AAGCTTGGA GCC GGT CTT CGT GGG TCT CGCGAATTC
AAGCTTGGA GCC GGT GAG CGT GGG CAA CGCGAATTC
AAGCTTGGA GCC GAA GAG CGT GGG TCT CGCGAATTC
AAGCTTGGA GCC GCG GAG CGT GGG TCT CGCGAATTC
AAGCTTGGA GCC GGT GAG CGT GGG ACG CGCGAATTC
AAGCTTGGA GCC GGT GAG CGT GGG TCT CGCGAATTC
AAGCTTGGA GCC GGT GAG CGT GGG TCT CGCGAATTC
AAGCTTGGA GCC GGC GAG CGT GGG TCT CGCGAATTC
AAGCTTGGA GCC GGT GAG CGT CCG TCT CGCGAATTC
AAGCTTGGA GCC GGT GAG CGT GGG AAA CGCGAATTC
AAGCTTGGA GCC CTT GAG CGT GGG TCT CGCGAATTC
AAGCTTGGA AGC GGT GAG CAT GGG TCT CGCGAATTC
AAGCTTGGA GCC GGT GAG CGT CCG TCT CGCGAATTC
AAGCTTGGA GCC TGC GAG CGT GGG TCT CGCGAATTC
AAGCTTGGA GCC GGT GAG.CGT GGG TCT CGCGAATTC
AAGCTTGGA GCC GGT GAG AAT GGG TCT CGCGAATTC
AAGCTTGGA GCC GGT GAG CGT GGG TCT CGCGAATTC
AAGCTTGGA GCC GGT GAG CGT GGG TCT CGCGAATTC
AAGCTTGGA GCC GGT GAG CGT TGC TCT CGCGAATTC
AAGCTTGGA GCC GGT GAG CGT GGG TCT CGCGAATTC
AAGCTTGGA GCC GGT GAG CGT CAT TCT CGCGAATTC
AAGCTTGGA GCC GGT GAG CGT GGG AGC CGCGAATTC

20.
20.
20
20.
20.
20,
20.
20,
20.
20.
20.
20.
20.
20.
20.
20.
20.
20.
20.
20.
20.
20.
20.
20.
20.
20.
20.
20.
20.
20.
20.
20.

W 0 N v ;s W N

WoW W NN NNNNNNNNIERERBBRP B B B B B @
N B OW®E® TG U D W RO WV NN A WN R o

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 OLlGONUCLEOTlDOS POLYLINKER49.

WT

49,
49.
49.
49,
49.
49,
49.
49.
49.
49.
49.
49,
49.
49.
49.
49.
49.
49.
49,
49,
49.
49.
49.
49.
49.
49.
49.2
49.
49.
49.
49.
19.

49.
49.
49,
49.
49.
49.

W oSS W N e

W W W NN NN NN NN N s s R R e e
N = O W @ 2 & U B WO WU RS W N RO

33
34
35
36
37
38

. AAGCTTGGA

AAGCTTGGA
AAGCTTGGA
AAGCTTGGA
AAGCTTGGA
AAGCTTGGA
AAGCTTGGA
AAGCTTGGA
AAGCTTGGA
AAGCTTGGA
AAGCTTGGA
AAGCTTGGA
AAGCTTGGA
AAGCTTGGA
AAGCTTGGA
AAGCTTGGA
AAGCTTGGA
AAGCTTGGA
AAGCTTGGA
AAGCTTGGA
AAGCTTGGA
AAGCTTGGA
AAGCTTGGA
AAGCTTGGA
AAGCTTGGA
AAGCTTGGA
AAGCTTGGA
AAGCTTGGA
AAGCTTGGA
AAGCTTGGA
AAGCTTGGA
AAGCTTGGA
AAGCTTGGA

AAGCTTGGA
AAGCTTGGA
AAGCTTGGA
AAGCTTGGA
AAGCTTGGA
AAGCTTGGA

GCC

lelele!
ATT
GCC
GCC
GCC
TAT
elole
ARA
GCC
GAA
cGC
T
TGC
TAT
GCC
felelel
GCC
GCC
Gec
GCC
GCC
GcC
TGC

TCG
GCC
CGC
GCC
GCC
TAA
TAA
TAT

CCG
GGC

GGT

TAT
GGT
TGC
GGT
GGT
GGT
TAT
GGT
CAT
GGT
GGT
CAA
cGC
GTT
cCG
TGC
CGC
TCG
cGC
ACG
GGT
GGT
GGT
GAA
GGT
TAT
GTT
GGT
GGT
GGT
GGT
GAA

GGT
GGC

GAG

GAG
GAG
TAT
GAG
GAG
ATT
GAG
GAT
GAG
ATT
GAG
TAT
GAG
GAG
Caa
GAG
cGC
GAG
GAG
TAT
GAG
GAG

AGC
GAG
GAT
TAA
TAT
CARA
CAA
GAG

AAA
GAT

GCCAGCCGTCG
AGC CATTGAG
TCG GGT GAG
GCC CAA GAG
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CGT

TAA
GTT
CcCG

CAT
CGT

CGC
CGT
CGT

CGT
TAT

ATT
CGT
cGT
GTT
CGT
CGT
GTT

CGT
CGT
CAA
CcGT
CAA
TAA
ATT
CGT
cTT

ATT

AT
cTT
CGT
GTT
CGT

GGG

GGG
GGG
GGG
GGG
GGG
GGG
GGG
GGG
GGG
GGG
cCca
GGG
CAT

ATT
CAT
GGG
CAA
GGG
GGG
GGG

TCG
CAT
GGG
GGG

GGG
GGG
GGG
ATT
TAT

cTT
GGG
GGG

GG
cTr

TCT

TCT
TCT
CAT
TGC
CTT
TCG
TAT
CAT

GCCTT
TCT
TAA
GAT
TCcT
TGCGC

CGCGAATTC

CGCGAATTC
CGCGAATTC
CGCGAATTC
CGCGAATTC
CGCGAATTC
CGCGAATTC
CGCGAATTC
CGCGAATTC
CGCGAATTC
CGCGAATTC
CGCGAATTC
CGCGAATTC
CGCGAATTC
CGCGAATTC
CGCGAATTC
CGCGAATTC
CGCGAATTC
CGCGAATTC
CGCGAATTC
CGCGAATTC
CGCGAATTC
CGCGAATTC
CGCGAATTC
CGCGAATTC
CGCGAATTC
CGCGAATTC
CGCGAATTC
CGCGAATTC
CGCGAATTC
CGCGAATTC
CGCGAATTC
CGCGAATTC

CGCGAATTC
CGCGAATTC
CGCGAATTC
CGCGAATTC
CGCGAATTC
CGCGAATTC
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wWT

100,
100,
100,
100.
100.
100.
100.
100.
100.
100.
100.
100.
100.
100.
100.
100.
100.
100.1
100.
100.
100.
100.
100.
100.
100.
100.
100.
100.
100.
100.
100.
100.

100.
100.
100.
100.
100.
100.
100.
100.
.41

Tabla XIII. SECUENCIAS DE DNA DE CLONAS GENERADAS CON
LA BIBLIOTECA DE OLIGONUCLEOTIDOS POLYLINKERI100.

W oo D W N

_
- o

W W W NNNNNRNNDNN R &= B B 2 s s
N B QW 0 J 0 0 & WK O W m-<Oan U & w N

33
34
35
36
37
s
39
40

AAGCTTGGA

AAGCTTGGA
AAGCTTGGA
AAGCTTGGA
AAGCTTGGA
AAGCTTGGA
AAGCTTGGA
AAGCTTGGA
AAGCTTGGA
AAGCTTGGA
AAGCTTGGA
AAGCTTGGA
AAGCTTGGA
AAGCTTGGA
AAGCTTGGA
AAGCTTGGA
AAGCTTGGA
AAGCTTGGA
AAGCTTGGA
AAGCTTGGA
AAGCTTGGA
AAGCTTGGA
AAGCTTGGA
AAGCTTGGA
AAGCTTGGA
AAGCTTGGA
AAGCTTGGA
AAGCTTGGA
AAGCTTGGA
AAGCTTGGA
AAGCTTGGA
AAGCTTGGA
AAGCTTGGA

AAGCTTGGA
AAGCTTGGA
AAGCTTGGA
AAGCTTGGA
AAGCTTGGA
AAGCTTGGA
AAGCTTGGA
AAGCTTGGA
AAGCTTGGA

GCC

ATT
CCcG
GAA
TTT
AAA
ACG
TCG
CcCG
AGC
GGC
GAT
TGC
cCcG
GAA
CGC
GGC
GAA
GAT
CcCTT
cTT
GCG

CAT
TGC
AAR

TGC
ccC

GCG
ATT
GAT
GAA
GAA
TAT
AG

GGT

cTT
GAA
TGC
ATT
GAT

TCG
GTT

TAA
GAT
GCT
AGC
GAA
TGC
ATA
ccaG
GGC

GAG

GGC
CCG
ACG

CAT
CAA
CCG
GAA
GTT
cCG
cTT
TAT

TCG
CcCG
ATT
GAT
Caa

TTT
GAT
CGC
ACG
GAT
TAT
ACG
TCG
GAT
TGC
GCG
CAA

TCG

AAG

GAA

TTT
CCG
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CGT

TGC
GAA
CAl
AGC
ATT
ACG
TGC
cCG
TGC
CCG
CcTT
TTT
cCG
TAT
GAT
GAA
GAA

GAT
CCG
TAT
TAA
CAA
TAA
TCG

CGC

GAT
CAT
CCG

TGC
GTT
T
TTT
G
CcGC
TGC
TAA
TCG

GGG

TGC
AGC
TAT
cTT
GAA
TCG
cce
TAT
ACG

TAA
TAA
CAT
GAT
CAA

CAT
AGC
CAT
CAT

ccaG

GAA
GAT
ACG

TGC
TAT
CGT

GTA
Gaa

cTT
TTT
TCG
TGC
TAA
AGC

TCT

AAT
AGC
TAA
CAT
cTT
ccG
GAT
ATT
ATT
CAA

GTT
CTT
GAA
TAA
TAT

ACG
TTT
CAA
TAT
TAA
GAA
ACG
GTT
GAA
TAA
TAT
GTT
TAA
cTT
TTT

CaAa

CcGcC
CAA

GAA

GTT

CGCGAATTC

CGCGAATTC
CGCGAATTC
CGCGAATTC
CGCGAATTC
CGCGAATTC
CGCGAATTC
CGCGAATTC
CGCGAATTC
CGCGAATTC
CGCGAATTC
CGCGAATTC
CGCGAATTC
CGCGAATTC
CGCGAATTC
CGCGAATTC
CGCGAATTC
CGCGAATTC
CGCGAATTC
CGCGAATTC
CGCGAATTC
CGCGAATTC
CGCGAATTC
CGCGAATTC
CGCGAATTC
CGCGAATTC
CGCGAATTC
CGCGAATTC
CGCGAATTC
CGCGAATTC
CGCGAATTC
CGCGAATTC
CGCGAATTC

CGCGAATTC
CGCGAATTC
CGCGAATTC
CGCGAATTC
CGCGAATTC
CGCGAATTC
CGCGAATTC
CGCGAATTC
CGCGAATTC




CONCLUSIONES GENERALES

Se ]ogro desarrollar un método de mutagénesis basado en codones, en el cual las umdades
mutagemcas son introducidas en forma de trinucleétidos. L

A estos trinucledtidos se les indujo una doble ortogonalidad con respecto a losf

mononucledtidos convencionales usados en sintesis de ollgonucleotldos De esta: manera, los

DMTr~mononucleot1dos :
La eﬁcwncna de incorporaciéon del Fmoc- trmucli
concentracién, y ‘por tanto la tasa de contammac;oq
biblioteca es altamente controlable. :

El grupo protector internucleotidico etilo, introducido con los 'tt'inuclé‘(')t.idps resultd estable a

hidracina buffereada e hidroxido de amonio concentrado, condiciones que generaron
oligonucleétidos en solucién parcialmente protegidos.

Se demostré el principio de prueba de separacion de oligonucledtidos parcialmente
protegidos, a través de electroforesis para homopolimeros de timidina de 15 nucleétidos.y 21
nucledtidos (resultados recientes no mostrados), en los cuales se aleatorizaron 3 y 5 codones
respectivamente.

El Fmoc-trinucledtido-etil-amidito GCT se utilizé para mutagenizar 4 residuos del activador
transcripcional PspF. Una preseleccidn por electroforesis permitié enriquecer el banco
clonado con mutantes dobles con respecto a la frecuencia generada en la biblioteca completa.
Por tanto, la separacién de variantes también funciona con secuencias mixtas de nucleétidos,

pero habra que optimizar el método. Una estrategia potencial podria ser la aplicacién de
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9

11

12

HPLC de fase reversa, aprovechando la hldrofoblcldad de los fosfotnesteres presentes en las

secuenmas mutantes

codones mutantes durante el ensambl

Con: un con_lunto de sélo 5 Fmoc dmucleotldos 1 imos capaces de generar un conjunto de ;20,

] codones al hacerlos reaccionar con una. mezcla de los mondémeros A,.G, C y. durante el .

ensamble de los oligos mutagénicos. Estos 20 codones codifican a 18 de los am1noac1dos mas

comunes, contemendo una sola redundancia para serina y un codén de paro S
A dlferenma de la estrategxa de mutagénesis con Fmoc-tnnucleotldos donde se requlere un
gran numero de smtones para representar a cada aminoacido, en la estrategla basada en Fmoc—
dmucleotldos s6lo se requieren 5 compuestos, representando por tanto un metodo de
variacién mas econémico. 7 ; R c '

El método basado en dimeros es muy versatil. Por ejemplo, haciendokreferen»cia "a lébﬁ‘g"u‘ra 15,

sila contammacnon se reahza umcamente con el Fmoc-dinucleétido TT y se completa en la

tercera pos1c1on co a: ,ezcla de los cuatro monoémeros, se generaran 10s codones TTT,

CTT, ATT y GTT que. codxﬁéan a fenilalanina, leucina, isoleucina y vahn respectlvamente,

representando un'subconjunto de residuos hidrofébicos. Si en cambio se usa ;u:n,a mezcla de

los dimeros la tercera posicion se completa con el mondme -generaran los

codones Tque codifican a glutamico y aspartico, represeﬁfah'do un subconjunto de
residuos acidos ' |
Finalmente, yel método de mutagénesis basado en Fmoc-dinucledtidos demostro su utilidad al
haber reproducido mutantes de la enzima [-lactamasa previamente reportadas, pero también
por haber generado mutantes nuevas. Un ejemplo muy interesante esta representado por la
doble mutante B4ACAZmutl 1 (Tabla IX), en la cual se sutituyo la arginina 164 por histidina y
el glutamico 240 por valina. Si bien en esta mutante se sustituyd el coddn de glutamico gag
por el coddn de valina gtt por el reemplazo de dos nucledtidos, es evidente que este mismo
cambio de aminoacido se puede generar por una mutacién puntual en el codon gag y generar
el codon gtg de manera natural que también codifica para valina. En vista de que la
sustitucion R164H ha aparecido en numerosas mutantes clinicas de la enzima B-lactamasa
TEM-1, no nos sorprenderia que pronto apareciera esta doble mutante en aislados clinicos, en

razén del frecuente uso de ceftazidima en los tratamientos terapéuticos.
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MATERIALES Y METODOS

CONSIDERACIONES GENERALES
La smtesw qulmlca de DNA, desde la preparacnon de los monémeros hasta el ensamble de

utilizaﬁdb' czy o] atoplacas de sxhca ge] 60 con un mdlcador fluorescente a 254 nm y por tanto

fueron’ v1suallzadas por. sombreado con luz U. V longitud de onda corta. A51mlsmo, se utilizaron
tres sistemas de eluyentes dependlendo de la polarldad del material a anahzar

Sistema A d1clorometano :metanol 95:5

Sistema B dlc]pr rjrgyetanvo.me’tanol 90:10  ',  e
Sistema C ano:acetato de e 10,7
El sistema A, por ejemplo, s’eﬁdtih 1aliz ir nnﬁ_‘c::leétibdos
completamente protegidos, el sistema B pa 1p cg e los h}droxilos

terminales y el sistema C para fosforamldltos." g

La estructura quimica de los compuestos preparados en este trabajo fue confirmada por
RMN de 'H, *'P y por comparacién en HPLC con controles sintetizados por el método
convenvional de sintesis de ADN.

A continuacion, se describe la sintesis de aquellos compuestos preparados a lo largo de
este trabajo.
5’-0-(4,4’-DIMETOXITRITIL) TIMIDINA (DMTr-dT).
Este compuesto fue preparado a una escala de 50 mmol, por adicién de cloruro de dimetoxitritilo

en polvo a 2’-desoxytimidina previamente disuelta en piridina, siguiendo el procedimiento
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descnto por Jones [77] El compuesto se obtuvo en forma de polvo blanco con un rendxmlento de

74%-y sus datos espectroscoptcos se concentraron erila tabla XIV.

MONOME

-O (9 FLUORENILMETOXICARBONIL)
Fmoc- dG”’")

Los cuatro compuestos fueron sintetizados en escals

S:(Fmo dT Fmoc-dA”,F moé-dC"”,

o entamente el
e 15 hry 2
1 ; Sina, 6N benzoﬂ-

-desoxyadenosma 6 4N-benzoil-2’ desoxycmdma) prevnamente dlsueltos o resuspendxdos en
piridina a 0°C, a fin de minimizar los subprovdug:tosv de proteccmn en el hidroxilo 3°. Concluxda la
adicidn, las reacciones se mantuvieron 30 min mds a temperatura ambiente y la piridina fue
eliminada en rotavapor. El concentrado aceitoso se redisolvié en diclorometano (150 ml) y se
lav6 en forma sucesiva con bicarbonato de sodio saturado (2 x 20ml) y cloruro de SOle saturado

2x 20m1) para elxmmar los subproductos i i6nicos. La fase organica se seco sobre sulfato de SOle

3'-0-(4,4’-DIMETOXITRITIL)MONOMEROS (dT-DMTr, dA™-DMTr, dC*-DMTr, dG"-
DMTY). RS
1° Parte: Proteccién del hidroxilo 5* con TBDMS.

Estos compuestos se prepararon a una escala de 10 mmol, iniciando con la adicién lenta, a 0°C,

de cloruro de tercbutil-dimetil-silano (1.66 g, 11 mmol) disuelto en 15 ml de piridina a una
mezcla del nucledsido (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 agitacion magnética. Estas condiciones permiten
generar de manera casi exclusiva el producto protegido en el hidroxilo 5°. Tras la adicion, la

reaccidn se mantuvo 30 min mas a temperatura ambiente y entonces se termind con metanol, se
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Tabla X1V. RMN de 'H de monomeros protegidos en el hidroxilo 5’ con el grupo Fmoc o en el hidroxilo 3’ con el grupo DMTr. Para
cada sefial se indica, en estricto orden, el desplazamiento quimico en ppm, tipo de sefial y constantes de acoplamiento (subrayadas) en
Hertz. s= singulete, d= doblete, dd= doble de doble, ddd= doble de doble de doble, t= triplete, g= cuarteto, m= multiplete, bs=
singulete ancho

S AINHCO

Protén DMTr-dT dT-DMTr Fmoe-dT dC*-DMTr Fmoc-dC™ dG®™-DMTr  |Fmoc-dG® dA”-DMTr  |Fmoc-dA™
m 61244535,15 6.14dd55,85 636120 027 4482.15 023162 6154410056 618160 035d452,100 652060
we 243dd30,00,140  [17104LS 55135 [2304M40.65 135 |720ddd 15, 54, 138 250484863152 [169da136.52 246m 27104052, 104, 1327 {289 ddd b b6, 1157
W' 230d4465.80,140  [191ddde8 K5 135 |20944465,65. 135 |19248d60.25, 138 2090416363 132 |2434456,100, 138  [264m 1734452, 132 201 ddd 45,03, 1157
T 1.56,ddd 25, 60, 8.5 435d4420,20,65 $35m 136d60 4.20 Trastap. 349452 130 bs 5.79, dd? 171 bs
He' 107,930 397925 4124490 391 4818.20 3159319 105bs 428 bs 407 bs 128919
15" upfield 3364430, 105 33104430,60.115  |4394430.118 3254420, 117 341d29 19012 339m 333clle .45 sciil traslapada
HS" downficld 345dd30,105 JesdiLs JHddso. s 3634318117 441439 indu2 439m 3744108 445 schal traslapada
OH 299435 258130 504445 250bs 553ty 5174104 537bs 46345 269 bs
9 10bs 1087 bs 8695 10565 9145 9,03 bs
H.(PRDMTr) 740420 741423 J—— Seta traslapad, 145412 i 752480
HPRDMID  [Traslap. 729120,15 Sefa traslapad 730122 132480
1, (Ph DMTY) Traslap. 12015, 10 Scial traslapad 720012 724184
11, (McOPh DMTr) | Trastap. 734488 731490 134488 137488
H,(MeOPh'DMTr) l683d8S 6.83 249.0 679487 6.84 2d 88 —_ 6.852d 88
11,0 (DMT) 3778 3.786,3.785, 25 3745 339,378, 3796,3.792,25
s (Faroc) 7584425, 10 760415 736 415,21 752418
18 (Fmoc) 231425, 10 7321425.09 718422, LS 128115
Hy (Fmoc) 74118 739125 729125 737118
15 (Famor) 176425 118.7.7.422 765d15 1m341s
CH (Fmoc) 4251729 426169 3114122 424169
et ) V6 108 10 T 130422 i aies 10t
sl | 745,10, H5400),d227 751 INHS10YA2SY 12BN IHHIGGLs |y 0 ey 870, 11, H2 (dA.s 850, 1H, 12 (dA),
930, 11, HYdT). 3 B84, 1H, H3dT), bs 1023, B H3AT) bs  [8.07, 1H.H6(40), 428  [B.06, H6 (dC),d 12 765,11, 18G5 T s 805, 1H, HE (dA),s §.23, 1H, H8 (dA), s
I DA TR | irtthernalry Sl e LTy el st el At el LN LU TV el (e
’ IR e . ’ 743, Hogba), Trashap, 749, HL(ba). 18.4 121,34, CH(Bu), d g8 |20 OH CHABULASS  19up o0 Wikay 0267 [7.60,2H, Hiba), traslap.

\
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concentré en rotavapor hasta la formacién de un aceite, se resuspendlo en dxclorometano (120 ml)

y se lavé como los Fmoc-monémeros. Los cuatro compuestos fueron obtemdos en forma de

espuma blanca, o , R AT

® Parte: P | del h dro DMTr
Cada uno de los compuestos obtenidos en la primera parte, 5°-0- TBDMS~mon6meros, fueron

coevaporad\ (2 X -15.ml) para remover-las- p051bles trazas de agua, y se hicieron

reaccxona por exceso de cloruro de 4,4’-dimetoxitritilo (5 O g, 15 mmol) en 15 ml

del mlsmodxs a una de las reaccxones se terminaron’ en forma rutmarla (metanol

concentracm en rotavapor lavados, etc ) y se sometxeron a.una: purlﬁcacxon raplda en columna
para ellmmar el exceso de DMTr y alslar cada uno de los monomeros blsustltuldos El DMTr en

forma de eter metfllco eluyo con 40% de ‘acetato de etllo en; hexanos' mlentras‘que los

compuestos biprotegidos fueron recuperados con 60 u’ 80% ato d’: etllo obtemendose

como espumas ligeramente amarillas. En este punto se peso la ca tldad de matenal obtemdo y

quedd listo para la siguiente reaccion.

3? Parte: Remocion del grupo TBDMS,

Cada uno de los compuestos bisustituidos obtenidos en la segund p_“' '_e, s dlsolvm en 100 ml de

THF y se tratd con 1.1 equivalente quimico de ﬂuoruro de tetrabu lamomo, por 12 h, para

remover el grupo TBDMS. La reacciones fueron termmadas en’ forma rutmarl‘a y cada uno de los
productos 3’-dimetoxitritilo fue aislado por cromatografia en columna, através de gradientes de
acetato de etilo en hexanos, que fueron desde 70% hasta 100%, con cambios de 10 grados
porcentuales. Los rendimientos totales siempre fueron superiores a 74%.

La datos espectroscopicos de los cuatro compuestos se resumen en la tabla XIV.

SINTESIS DE ALQUILDICLOROFOSFITOS.

Estos compuestos fueron preparados esencialmente por el método descrito por Martin y Pizzolato
[79]. Primeramente, los alcoholes metilico, etilico, isopropilico e isobutilico se secaron por
reflujo sobre hidruro de calcio y se recuperaron en forma anhidra por destilacion.

A continuacién, cada uno de estos alcoholes (0.57 mol) se adiciond gota a gota a tricloruro de
fosforo (50 ml, 0.57 mol), a —20°C bajo agitacién magnética fuerte. Las adiciones se realizaron

en | h y las reacciones se continuaron por | h a temperatura ambiente. Los compuestos
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metlldlclorofosﬁto (8 1 406 gr/ml) y etlldlclorofosﬁto (8 1 286 gr/ml) se recuperaron por

Hg). Estos dos compuestos destllaron entr S0y

rendimientos supenores a 65%

ALQUIL- NN-DIISOPROPIL‘AM
El alqulldlclorofosﬁto (154

atmésfera inerte a una soluc10n:enfnada 'a"-40 "C de N N-dusopropllamma seca (40.4 ml, 308

_ OFOSFORAMIDITOS

1);d11u1do con 20 ml de eter seco, se adlclona gota a gota en

mmol) y éter (250 ml) prov1sta de agxtacmn mecan' :Se de_pa reaccnonar a temperatura ambiente

por 4h a pesar de la precxpltamon 1nmed1ata ‘de una gran cantidad de clorhidrato de
diisopropilamonio. La mezcla es filtrada (usando . a"canula de plastlco provista con un filtro de
teflén en uno de sus extremos) a otro matra .
elimina todo el disolvente usando un vaci
10 min para eliminar cualquier re51duo
viscoso que es. sometido a destlla
cesio solido. Los productos ‘metil, ¢

destilaron a 45, 65 69'y 75°C res ectlvamente

2-TRIMETILSI’LI> TIL NN-DIISOPROPILAMINOCLOROFOSFORAMIDITO

Este reactivo fosﬁtllante se prepard en dos etapas sucesivas, partiendo desde el tricloruro de

fésforo y 2-tnmetilsxhletanol, evitando aislar el intermediario 2-tnmet11s1hletlldlclorofosﬁto,
debido a que en experimentos previos este compuesto se descompuso durante el proceso de
destilacion. En la primera etapa se siguid el procedimiento usado para la preparacic').n de
alquildiclorofosfitos, mientras que en la segunda etapa se us6 el procedimiento para la
preparacion de alquil-N,N-diisopropilclorofosforamiditos, solo que en este caso se adicioné un
pequefio exceso de N,N-diisopropilamina (0.2 equivalentes) con respecto a la cantidad inicial de
tricloruro de fosforo, para asegurar que todo el compuesto intermediario reaccionara. El
compuesto esperado destilé en forma de un liquido incoloro muy viscoso, a 87°C al alto vacio y

mostré una densidad de 0.992 gr/ml.
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5’-0O-(4, 4’-DIMETOXITRITIL)TIMIDIN 3 -O (N N- DIISOPROPILAMINO)- :

adicion de 1ml de NaHCO, saturadoy._Se.dll ve:con 50 mlde (lclorometano y- se léva en forma

convencional con NaHCO, y NaCl. La fase organica se sec sobre NaZSO4 anhldro yrse concentra

en rotavapor hasta formacion de espuma, ‘éiej‘np presenc1a de unas gotas de tnetllamma La

espuma se redisuelve en una solucién de piridina 5% en dlclorometano y: se punﬁca por

I ’os ompuestos en

cromatografia en columna, eluyendo el c'omrpu onel mlsmo sxstema

general mostraron una pureza superior a 90%,~7sev 'f‘anahms por HPLC y se ob vie n

rendimientos superiores a 80%. Los‘dato spectroscoplcos de los cmco »DMTrdT-

alquilfosforamiditos se concentré en la tab : X

SINTESIS DE F NTADSCATIMnj‘I\ PARCLALMENTE PROTEGIDOS; |

Cada u‘norivdé_ YMTrd 250 mg) fue secado por coevaporacxon con

do en 3 ml de este dxsolvente ﬁltrado en membrana de

'x 2 ml), resusp

acetonitrilo anhi Iro (
teflon y colocado uno a uno en la posicion X de un smtetlzador de DNA: provnsto de 5 viales para
fosforamiditos, mientras que en la posxcwn “T* se colocé un DMT;dT,Bc;anoetll -amidito
comercial. Una vez oxidado el fésforo trivalente a fosforo pentavalente, el grupo protector 8-
cianoetilo se vuelve muy labil a condiciones bésicas suaves y generara fosfatos idnicos en la
desproteccion final a base de NH,OH. .

Usando cada uno de los DMTrdT-alquil-amiditos, se sintetizaron 5 juegos de los siguientes

pentadecanucleétidos:

5’ TpTpTpTpTpTpTpTpTpTpTpTpTpTpT 3° Clave: T

S’ TpTpTpTpTpTpTpTpTpTpTpTpTpTpT 3° Clave: T,X;-R
S’ TpTpTpTpTpTpTpTpTpTpTpTpTpTpT 3° Clave: TyX¢-R
S5’ TpTpTpTpTpTpTpTpTpTpTpTpTpTpT 3° Clave: T;X,-R
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Tabla XV. RMN de 'H y *'P de DMTr-alquil-amiditos. Para cada sefial se indica, en estricto orden, el desplazamiento quimico en
ppm, tipo de seiial y constantes de acoplamiento (entre paréntesis) en Hertz . s= singulete, d= doblete, dd= doble de doble, ddd= doble
de doble de doble, t= triplete, = cuarteto, m= multiplete, bs= singulete ancho. * se observaron dos seiiales, una correspondiente a

EOIY0 10 vITvE

cada diastereoisomero.
Proton DMT-dT DMTdT-Me-amidito DMTdT-Et-amidito DMTAT-"Pr-amidito DMTAT-'Bu-amidito DMTJT-TMSE-amidito
CH, (dT) 1.46,d (1.0) 1.41, bs* 1.38, d (0.8)* 1.36, bs* 1.38,d{(1.2)* 1.35,d(1.2)*
H2'8 2.30, ddd (6.5, 8.0, 14.0){2.31, ddd (6.4, 6.4, 13.2) |2.31,m 2.30,m 231,m 228, ddd (6.8, 6.8, 13.2)
H2'a 243,ddd (3.0,6.0,14.0)|2.49,ddd (2.8,5.6, 13.2)* 1249 ddd (2.8,5.6,13.2)* 12.53,ddd(2.8,6.0,13.6)* 12.48,ddd(24,56,13.2)* |246,ddd (2.0,5.6,13.2)*
HS’ upfield 3.36,dd (3.0, 10.5) 3.32,dd (2.8, 10.4) 3.32,dd (2.4, 10.8) 3.31.dd (2.4, 10.8)* 3.32, seqal traslapada 3.30,dd (2.6, 12.0)*
H5" downficld 3.45,dd (3.0, 10.5) 3.49, seful traslapada 3.46, senal traslapada 347, m 347, m 3.48, sefal traslapada
CH,0 (DMT) 3.77,s 3.79,s 378,s 3.79,.s 3.79.s 3.76,s
H4 4.07,9(3.0) 4.16, q(2.4)* 4.17, q (1.0)* 4.18,q (2.0)* 4.15, q (2.0)* 4.14, bs*
H3® 4.56, ddd (2.5, 6.0, 8.5) |[4.66,m 165, m 4.62,m 4.65, m 4.64,m
HI® 6.42,dd (5.5,7.5) 6.41,dd (6.0, 7.6)* 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)*
Hu (McOPh) 6.83, d (8.5) 6.83,d (8.8) 6.83. d (7.6) 6.83,d(8.8) 6.83,d (8.8) 6.80, d (8.4)
Hm (MeOPh)+ Hm {7.20-7.30, 7H, m 7.30, schales traslapadas  {7.30, sefales raslapadas {730, sefiales waslapadas  |7.30, sciiales traslapadas |7.25, sefiales traslapadas
(Ph) + Hp (Ph)
Ho (Ph) 740,d (7.0) 7.40,m 741, m 740, m 74, m 7.37,d(7.2)
H6 7.59, q (1.0) 7.64,q(1.2)* 7.64,9(0.8)* 7.64, bs* 7.63,9(1.2)* 7.61,q(1.2)*
_Q H3 9.30,5 — — —
CH(N'Pr) | 3.55, m 3.54, m 3.54, m 3.54, m 3.52,m
—1CH(N'Pr)! — 1.26, 1.5 H, d (6.8) 1.25,1.5H,d (6.8) 1.25,d (6.4) 1.25,d(6.4) 1.23,d (6.4)
1.25,1.5H,d (6.8) 1.24,1.5H,d(6.8) 1.24,d (6.8) 1.24,d (6.4) 1.22,d (6.4)
1.16,4.5 H, d (6.8) 1.15,4.5H,d (6.8) 1.15,d (6.8) 1.16,d (6.4) 1.13,d (6.4)
1.15,L.5H,d (6.8) 1.14,1.5H,d(6.8) 1.14,d (6.8) 1.15,d (6.4) 1.01,d (64)
1.05,3 H, d (6.8) 1.04,3.0H, d (6.8) 1.04, d (6.8) 1.04,d (6.4)
Otras sefiales 2.99 (OH), d (3.5) 326 (CH,OP),d (132) |I.11,CH,(E1), 1(6.8) 1.19,1.21,1.33,CH{OPr) [0.81,0.82,091,0.95, 0.04,0.01,-0.04, MeSi, 3s
3.69, CH,0 (Et), m d(5.6) CH,('Bu), 4d (6.8) 0.00, CH,Si, 1(7.2)
3.90, CH (O'Pr), m* 1.70, CH('Bu), sept (6.8)  14.04, CH,OP, m
; 3.27, CH2('Bu), m*
p R 147.88, 14731, 2s 14542, 144.6, 25 143.99, 143.32,2s 146.05, 145.72, 25 144.35, 144.12, 25




Es imp‘ottante, qbsevaafr; vqge'e'l entadecatlmldllato T,S fue smtetlzado excluswamente con el

. NH,OH al 28%, 55 C I
2. NH,OH al 28%, 25 c 1

de hxdrohzar al grupo succmllo que al ‘o,l_lgo con el

soporte y en consecuenc1a, el sobrenadante fue eliminado por filtracion y el oligo fue removido
por un tratamiento basico suave con NH,OH en 1 h, o

2ul de cada muestra se analiz6 por electroforesis en geles de poliacrilamida al 20%, conteniendo
urea 8M, utilizando T,; como estindar de comparacién y azul de bromofenol al 0.1% en
formamida para rastrear el proceso de migracidn. Los geles fueron visualizados por irradiacién
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’-0O-(9-FLUORENILMETOXICARBONIL)- 2N-ISOBUTIRIL-2’-DESOXYGUANOSIN-
3’-O-(N,N-DIISOPROPILAMINO)-ETOXIFOSFORAMIDITO (FmoedG-etil-amidito).
Este compuesto se sintetizo por el mismo procedimiento descrito en la preparacion de los
DMTrdT-alquil-amiditos, usando las siguientes cantidades de reactivos:

FmocdG®*  —ecmemmmeeee 2.8 g (S mmol)
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DIPEA

EtOPCIN'Pr;
Tras la puriﬁcacién por croma‘t‘ogr‘afi‘q 1 compuesto fue obtemdo con. un
rendimiento de 62.4 % (2.29 g) en form

principal contaminante el correspondlent

RMN de 'H de lamezcla dxastereomenc
Hz; 7.569 y 7.552, Ha (Fmoc), 2H
(Fmoc), 2H, m, 6 264 HI’, 1H, t,
CH (Pr), 2H, m; 2 853 CH (‘Bu)‘,' 1H
m. RMNde”P 148.083'y 147.583

ESOXYGUANOSIN 3 -
E XITRITILO)

5’-0-(9-FLUQRENt
ETILFOSFATO-5'-
[Fmoc-GC-DMTr]. :
El compuesto Fmo onTHF (2 x 10 ml), se
redisolvié en 20 ml ¢ contenia una mezcla del
nucledsido dCb‘-ﬁMTf (

con el mismo disolvente (2

g,-6 mmol) previamente coevaporados

accionar por. 1 h, observandose aproximadamente

un 80% de reaccion con résbgctbﬁ a ivo:limits nfré’(dC"";DMTr). A pesar de dejar la reaccion

1 h mas , ésta no mostré avé;ice, ot lo que se adicioné 7 ml de hidroperéxido de terc-butilo para

oxidar el fosfito internucleotidico étfo's;cf"ato, dejandose a su vez reaccionar por 2 h. La reaccion
fue terminada en forma rutinaria y el c'om'p'uesto sintetizado fue purificado por cromatografia en
columna, eluyendo con isopropanol al 5% en diclorometano. Las fracciones que contenian el
producto se reunieron, concentraron y precipitaron sobre n-hexano, obteniendo tras ﬁltracién y
secado al alto vacio 1.50 g de material en forma de polvo blanco (rendimiento 57.8%), con una
pureza superior a 95% segun el analisis por HPLC.

RMN de 'H de la mezcla diastereomérica: 12.187 ppm, H(dG), 1H, s; 10.430, NHCO(dG), 1H,
bs; 8.822, NHCO(dC), IH, bs; 8.129, H6(dC), 1H, d, /= 7.6 Hz; 7.794, H8(dG), 1H, s; 7.745,
Ho(bz), 2H, d, J=7.6; 7.549, H§(Fmoc), 2H, d, J= 7.6 Hz; 6.84 y 6.81, Ho(MeOPh), 2d, /= 8.0
Hz; 6.386, H1°(dC), 1H, dd, J= 6.0 y 7.6 Hz; 5.958, H1°(dG), 1H, dd, /= 6.0 y 8.4; 5.109,
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H3’(dG)

IH, m; 4218 CH(Fmoc), IH t J=12; 4086 CH(Et);ZH m; 3.71 y3768

5’-O-(9-FLUORE} ESOXYADENOSIN-
3'-0- (N 'DIISOP o) 'O (FmocdA-Et-amidito).
inl to en la preparacion de los DMTrdT-

dd, J—20y6v4 Hz; 4.782, H3', 1H, m; 4.232, CH (Fmoo), 1H, ¢, 72Hz,3745‘ CH2 (EtO),
2H, m,3648 CH(Pr),— H, 'm,2911 H2’, 1H, m; 2.726, H2", lH m; 1.194-1.296, CH, (EtO +
'Pr), 15H, m. RMN-de *'P: 148.211 y 148.053 ppm, 2s.

3 ’-O-(4;4T;DfMETOXITRITIL)TIMIDIN-S *-O-(N,N-DIISOPROPILAMINO)-
ETOXIFQ_SFORAMIDITO (Et-amidito-dTDMTTr).
Este coinbuesto se sintetizd por el procedimiento descrito en la preparacion de los DMTrdT-

alquil-amiditos, usando las siguientes cantidades de reactivos:

dT-DMTr  =-=mccemmme- 1.63 g (3 mmol)
DIPEA —-eeemeee- 1.04 ml (6 mmol)
EtOPCIN'Pr, --=sseeeem-e 0.8 ml (3.8 mmol)
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THF X ...... '-20ml‘

El dlmero Fmoc- GC DMTr (32! mg, 0.25 mmol) s

y en consecuencia la reaccidn se paré: con etanol (l ml), segu1 "de’la adicién de 3 ml de
hidroperoxido de terc-butilo para oxidar el fosﬁto 1ntermed1ano a fosfato en 50 min. La mezcla
de reaccidn se concentrdé en rotavapor y sé coevaporé con THF (2 x 10 ml) para eliminar el
hidroperdxido adicionado en exceso. El residuo se disolvié en 10 ml de diclorometano, se enfrié
a 0°C, y se tratd con 50 ml de TCA al 2% en diclorometano, preenfriado a la misma temperatura.
La reaccién se mantuvo por 20 min a 0°C, tiempo suficiente para completar la remocion del
grupo DMTr y fue neutralizada con 5 ml de piridina y lavada de manera rutinaria. El compuesto
se purificé por cromatografia en columna, eluyendo con metanol al 9% en diclorometano y
obteniéndose en forma de un polvo blanco tras evaporacion del disolvente (232 mg, rendimiento:

66.1%).
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5'-0-(9- FLUORENILMETOXICARBONIL)-ZN ISOBUTIRIL 2’ DESOXYGUANOSINA-
3’IL- ETILFOSFATO 5 IL-4N BENZO[L 2’-DESOXYCITIDINA 3 IL ETILFOSFATO .5 IL-
TIMIDINA (F‘mocGCT 3 UTA DE SINTESI

aparecxeron traslapadas con otra
2P, 2s. ‘

5 ’-O-(9-FLUORENILMETOXICARBONIL)-4N-ISOBUTIRIL-Z’?DESOXYADENOSINA-
3'IL-ETILFOSFATO-5’IL-2N-ISOBUTIRIL-2°-DESOXYGUANOSINA-3'IL-ETILFOSFATO-
5’IL-4N-BENZOIL-2’-DESOXYCITOSINA-3’-0-(N,N-DIISOPROPILAMINO)-
ETOXIFOSFORAMIDITO (FmocAGC-Et-amidito).

Este compuesto se sintetiz por el procedimiento descrito en la preparacién de los DMTrdT-

alquil-amiditos, usando las siguientes cantidades de reactivos;

FmocAGC  --eremeeeee- 200 mg (0.14 mmol)
DIPEA —-emeeeeee- 74 ul (0.43 mmol)
EtOPCIN'Pr, ---s-mmee-m- 90 ul (0.42 mmol)
THF = cmeemmeeeeee 3ml
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Tras la punﬁcacnon por cromatograf' ia en columna y prempltacnon sobre una mezcla de n-

de 43.2 % (97 mg)

5°-0O-(9- FLUORENILMETOXICARBONI
3’IL-ETILFOSFATO- 5'
TIMIDINA-3’-O- (N N DIISOPROPI _AMIN

amidito).

Este compuesto se sintetizé por gl pfocedimi

DIPEA
EtOPCIN'Pr,
THF .

senales no report S aparecxeron traslapadas con otras y no:

,dlst' gu le RMN de 3'P -
0.717, 2P(V),m 148‘4.98 148.419, 148.138 y 148. 077 lP ] =
4N-BENZOIL-2’-DESOXYCITIDINA-3’IL-ETILFOSFATOig ’IIQ;;I;IMIDINA-B’-O-(4,4’-
DIMETOXITRITILO (dCT-DMTr). ~-RUTA DE SINTESIS 2-

El mondémero dT-DMTr (1.63 g, 3 mmol) se coevapor6 con THF (3 x 10 ml) hasta formacién de
espuma, dejandose secar por 15 min al alto vacio. Se disolvié en 20 ml de este disolvente y se le
adiciono la diisopropiletilamina (625 ul, 3.6 mmol) y el agente fosfitilante EtOPCINPr, (762 pl,
3.6 mmol), dejandose reaccionar en agitacion magnética por 30 min, tiempo suficiente para que
la reaccion se completara. El fosforamidito recién formado se transfirié con canula de plastico a
otro matraz que ya contenia el compuesto FmocdC (1.96 g, 3.5 mmol) y tetrazol (840mg, 12

mmol) previamente coevaporados con THF. En 30 min el acoplamiento internucleotidico ya se
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habia completado, y se adlcxono 5 ml de hldroperoxldo de terc- butllo para oxldar eI fosﬁto

15 min para remover e] grupo Fmoc, se evaporé el dlSOlV_’ te ¢

se d1solv1o en. 2 ml de diclorometano Y se precipitd: sobre 50

RMN de 'H de la mezcla diasteromérica: 9.538 y 9.310 ppm, H3 (dT), lH“ 25 9 292 ArNHCO
(dC), 1H, s; 8.308 y 8.278, H6 (dC), 1H, 2d, J= 7.6 Hz;7. 910 Ho(bz), 2H d, J= 7.6 Hz, 6 850,
H,(MeOPh), 4H, m; 6.33, H1°(dC), 1H, m; 6.203, H1’ (dT), lH m; 15,093 y 5.019, H3’(dC), IH,
2m; 4.300 y 4.235, H3'(dT), 1H, 2m; 3.786, CH3O  6H s; 3 672 CH;(EtO) 2H, m; 2,713 y
2.643, H2', 1H, 2ddd; 1.950 y 1.899, H2’, IH, 2ddd' 26 y,l:;855 CH,(dT), 3H, 2s; 1.929, H2’,
1H, m;1.707, H2’, 1H, ddd, J— 6. 4 6 4 y 13 6 H_ 1291 Yy l;.26{7, CH;(EtO), 3H, 2t, /= 7.2 Hz;
RMN de *'P: -0.796 ppm, s. Bl

(FmocGCT). ~RUTA DE SINTESIS 2

Este trinucledtido se ”vs‘iht;fc,‘tlzwd;pp‘r_

prov dimier{foidéSci‘ifb para:dCT-DMTr, utilizando las

siguientes cantidade'sd ree

1"‘32 g (1 36 ‘mmol)
283 ul (1.63 mmol)

EtOPCIN‘P 2

345 11 (1.63 mmol)
THF 15 ml
Reaccién de acoplamient:
FmocdG®  eeeeeeee 1.07g 2 (1.9 mmol)
Tetrazol = eememmeee- 457 mg (6.5 mmol)
Reaccion de oxidacion:
‘BuOOH ~  cememeee- Sml

Reaccion de desproteccidn:
TCA al 3% en diclorometano --- 100 ml
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La dxferencna mas 51gn1ﬁcat1va _con respecto a dCT DMTr,kcorrespondxo a la reaccxon de

desproteccmn, ya que en’ lugar' e remover el g

6 F\, oc, se removm el grupo DMTr. El

R compuesto se purificé_por cromatograf'a en

Fmoc-GCT-Et-amidito crudo.
El trinucleétido FmocGCT (840 mg, 0.60 mmol)

igual que los dos trinucleétidos anteriores, solo que en vez:

is 2, se fosfitilo
ntentar 'purlﬁcarlo por
cromatografia, se recuper6 en forma cruda, precipitandolo sobre una mezcla de éter etilico:n-
hexano 1:1, a temperatura ambiente. Fue recuperado por filtracién y secado al alto vacio en forma

de polvo blanco (766 mg, rendimiento: 84.1%).

Reactividad del trimero Fmoc-GCT-Et-amidito crudo. R

El compuesto Fmoc-GCT-Et-amidito crudo (90.8 mg, 60 pmol) se.cogvéporécbn THF(2 x2
onitrile anhidro y:s ﬁltré a
través de un filtro de jeringa provisto con membrana de teflén de 0. 45 um de poro.a un,vxall seco,
{ OO m de otras

ml), se secd al alto vacio por 15 min, se disolvié en 1.5 ml de acetdnitril

bajo atmésfera de mtrogeno Esta solucxon 40 mM, fue el “stock” par

sintetiZador’ " 26 para sintetizar por duphcado la secu‘encx )
' 5 TXTA 3’ '

sp cial para acoplamiento de Fmoc-trimeros, el cual carece de los pasos de

utilizando el;
oxidacion, acetl lacion y - destritilacion solo para la adicién de X. Como material de inicio se usé el
soporte convencxonal DMTrdA*-CPG y las T’s fueron adicionadas usando el fosforamidito
comiin DMTrdT-Bcianoetil-amidito colocado en su posicién normal en el sintetizador. La’
eficiencia de acoplamiento del trinucleétido en cada experimento, se midié colectando el catién
DMTr liberado de cada una de las T’s, aforando cada uno de ellos a 10 ml con acido p-
toluensulfonico 0.1M en acetonitrilo y determinando la absorbancia a 416 nm. Se calculé con la
siguiente relacidn:
Efictencia= (1 — A,/A)(100)
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Dos muestras, una de ellas generada con la solucwn 10 mM y otra con 40 mM se: desetllaron con

. una soluClon de tiofenol:trietilamina 3:1 (300].11 55 C lh) y NH,,OH concentrado (0 S ml 75°C,
_ 1h), analizandose por HPLC contra controles de los ohgos GCTTA;y TTA a fin de confirmar la

autentlmdad de la especie generada con el tnnucleotldo Para este proposxto se us6 una columna

Ultrasphere-ClS de Beckman de 4.6 x 250 mm y un gradlente,_ge acetomtnlo de 5% a 15% en

, buffer de acetato de trietilamonio 0.1 M, pH 7. 0 con un ﬂu_]o de l ml/mm

 ENSAMBLE DEL OLIGONUC EC
La preparacion del ollgo m
provisto de 5 vylalesr,-rcruatro
colocaron los respéctiyési~DMTr-
que se utilizaron pahraf flefn’_s'}iinbla
vial denominado X e'ri éi'-qii'é 1
concentracién 8M en acetomtr im ortante mencmnar que antes de la dilucién final, el
trinucledtido fue coevaporado con aceto itr o anhldro (3 x 1.5 ml) para eliminar cualquier traza
de humedad y fue filtrado por membranavde teﬂon de O 45 pum,

El oligo mutagénico se sintetizo con la sngulente secuenma
5" G TTC GGT CAC GAA GCG (GGG/get) GCG (TTT/gct) (ACC/gct) {(GGT/get) GCG CAA AAA CGT CAT 3
donde las letras mayusculas representan los - codones sﬂvestres ensamblados con quimica

convencional, es decir, nucle6tido por nucleotldo, ylas etras minusculas a los codones mutantes
que codifican para alanina. De esta manera, un- ollgo mutanté podra contener el codoén silvestre
GGG o el codén mutante get, pero no ambosenlar mxsma pos1c10n y por esa razon se agruparon
en paréntesis.

La sintesis se realizd en varios pasos, utilizando el ciclo especial de sintesis para adiciéon de
Fmoc-trinucleétidos, el cual carece de los pasos de oxidacidn, acetilacion y destritilacion solo
cuando se adiciona X. Esto se hace con el fin de que las cadenas de oligonucledtidos crecientes,
que no reaccionaron con el trinucledtido, no sean bloqueadas por acetilacion; en vez de que esto
ocurra, las cadenas que no reaccionaron se acoplan con el siguiente nucledtido convencional que
definira la base 3’ del coddn silvestre a explorar. Dos acoplamientos consecutivos con
nucledtidos convencionales completaran el codén silvestre. De esta manera, el ensamble se inicid

con la sintesis del fragmento:
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5 GGTXV GCG CAA AAA CGT CAT 3’

usando- como materlal de lﬂlClO e 'soporte DMTtdT-CPG y programando la sintesis en la

modalidad tntllada Completado e] proceso la columna fue tratada manualmente con 2 ml de
DBU 0.1 M en acetonitrilo, por 1 mm, a través de una jeringa a fin de remover el grupo Fmoc. Se
instalé nuevamente la columna:en el sintetizador y se programoé la adicion de los siguientes
fragmentos:

ACCX-

TTTX

o GGGX GCG
G TTC GGT CAC GAA GCG

repmendo el proceso de desﬂuoremlacmn al termmo de cada uno de ellos donde se kadICIOHO el

remover las tr“'}‘as de tlofeno Se seco el pellet en vacio y se resuspendié en: 100 ul de agua.

AMPLIFICACION Y CLONACION DEL OLIGO MUTAGENICO GAFTGA.

El oligo mutagénico GAFTGAmutup y otro oligo de secuencia
AGCTTAGTGATGGTGATGGTGATGAG que incluye el sitio de restriccion Bg!/ II fueron
usados para amplificar un fragmento de 728 bp (pares de bases) por PCR convencional, usando
como templado el gene pspF contenido en el plasmido pMJ15. El fragmento fue purificado por
gel de agarosa y columnas QG de Qiagen. A continuacién, tal fragmento se usd como
megaprimer con otro oligo de secuencia GCATTTATCAGGGTTATTGTCTCATG que contenia
el sitio de restriccion Eco Rl y nuevamente con el gene pspF para generar por PCR fragmentos de

1289 bp. Estos fragmentos que contenian a los genes mutantes de pspF se sometieron a una
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dlgestlon doble con las en21mas Bgl II/Eco RI y Ios fragmentos dlgendos se punﬁcaron como

antes y se hgaron al vector pMJ 15 por 12 h a 17 C usando la‘ ligasa T4 de ADN. La’ reacmén de

 parte de ella se electroporo en .

PURIFICACIONDEPLASMIDO Y SECUENCIACION DE ADN.

De la caja de petri aynt‘erio‘r, se inocularon 20 colonias al azar en 3 ml de medio LB conteniendo
ampicilina a 200 |.Lg/rn| por.12 h a 37°C. Tras este tiempo de crécimiento, se recuperaron las
células por centrxfugacm’m a9, 000 rpm durante | min, se ehmmo el sobrenadante y se recuperd el
plasmido de cada una de ellas a través de un “kit” comerc1a} (Cat No l 754 785 de Roche) para
purificacion de este material. El fundamento del kit con51ste baswamente en lisar la célula en
condiciones alca]mas destruir el ARN a través de una ARNasa precxpltar el ADN cromosomal
con hidrocloruro de guanidinio y recuperar el plasmxdo en solucwn por una columna de afinidad
a acidos nuclelcos V S B

La secuenmacxon de ADN se realizd por el: metodo de dldeoxytermmadores marcados
ﬂuorescentemente por extensién por PCR, usando un secuencnador automatlco de ADN de

Applied Blosystems modelo ABI prism 377.
Fmoc-DINUCLEOTIDOS. La parte metodoldgica g:orrespohdiente al area de Fmoc-dimeros y su

aplicacion a esquemas de mutagénesis a nivel de coddn, se detalla en el articulo acomplaiiante y

por tal razén no sera descrita en esta seccion.
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ABSTRACT

Four known and nine new ceftazidime-resistance
B-tactamases were generated by a novel, con-
taminating codon-based mutagenesis approach. In
this method, wild-type codons are spiked with a set
of mutant codons during oligonucleotide synthesis,
generating random ‘combinatorial libraries of pri-
mers that contain few codon replacements per
variant. Mutant codons are assembled by tandem
addition of a diluted mixture of five Fmoc-dimer
amidites to the growing oligo and a mixture of four
DMTr-monomer amidites to generate 20 trinucleo-
tides that encode a set of 18 amino acids. Wild-type
codons are assembled with conventional chemistry
and the whole process takes place in only one syn-
thesis column, making its automation feasible. The
random and binomial behavior of this approach was
tested in the polylinker region of plasmid pUC19 by
the synthesis of three oligonucieotide libraries
mutagenized at different rates and cloned as muta-
genic cassettes. Additionally, the method was bio-
logically assessed by mutating six contiguous
codons that encode amino acids 237-243 (ABL
numbering) of the TEMy,cy5 P-lactamase, which is
functionally equivalent to the clinically important
TEM-1 B-lactamase. The best ceftazidime-recogniz-
ing variant was a triple mutant, R164H:E240K:
R241A, displaying a 333-fold higher resistance 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. ervor-prone PCR (1), DNA shuffling (2) and
StEP (3)], taking advantage of the low fidelity of some
thermostable DNA polymerases under special amplification
conditions. For instance, Tag DNA polymerase may exhibit
base substitution error rates ranging from 10-2 to 1075 (4).
However, these approaches are limited to point mutations and
each wild-type amino acid will only change to a fraction of the
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 all the sequence space, several schemes of
saturation mutagenesis have been described. The most popular
are the *“NNN' and ‘NNG/C' approaches (7), which generate
pools of 61 and 31 sense codons, respectively, that encode the
20 amino acids. Unfortunately, when a region of some amino
acids has to be sampled. these strategies only allow the
complete exploration of a maximum of four amino acids due
to the restriction imposed by the practical transformation
efficiency of 107 variants (7). Additionally, the frequency of
mutants generated with these saturation methods is strongly
biused towards those sequences encoded by redundant codons.
Codon redundancy has been circumvented by the use of sets of
DMTr-trimer amidites (DMTr represents the 4.4’-dimethoxy-
trityl protecting group) that encode all 20 amino acids (8) or a
subset of them (9,10). However. in contrast to enzymatic and
spiked methods, all common saturation schemes of muta-
genesis generate libraries enriched with variants bearing
multiple amino acid substitutions and single mutants are
poorly represented. The enrichment of libraries with variants
carrying few codon replacements in codon-based mutagenesis
approaches can be performed by an appropriate contamination
of the wild-type codon with a specific mutant codon (11).

In 1998, Neuner et al. (12) described an ingenious codon-
based saturation mutagenesis method that combines the use of
DMTr-dimer amidites and a resin-splitting approach (13) as a
means to eliminate codon redundancy in random oligonucleo-
tide libraries. In this method, subsets of different codons with
the sequence B B2B; can be generated if during oligonucleo-
tide synthesis, proceeding in the common 3’—5’ direction, the
growing oligo is split into four fractions and each of these is
coupled to a specific mix of DMTr-dimer amidites bearing the
sequences BiBj, comresponding to the second and third
nucleotide positions of the mutant codons. Mutant codons
are completed by coupling a specitic DMTr-monomer amidite
to each separated fraction to define the first nucleotidic
position B,. Disappointingly, this scheme of mutagenesis
requires the use of 11 DMTr-dimer amidites and falls into the
resin-splitting procedures, which are very tedious, laborious
and impractical to automate.

We took this concept of dimers. employing the fact that the
Fmoc (9-fluorenylmethoxycarbonyl) and DMTr protecting
groups are mutually orthogonal (11) (Fmoc is labile 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 lies in the

*To whom correspondence should be addressed. Tel: +52 777 3 29 16 (4; Fax: +52 777 3 |7 23 88; Email: paul @ibt.unam.mx
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combination of five Fmoc-dimer amidites and four DMTr-
monomer amidites to generate 20 trinucleotides that encode 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 for each wild-type codon
where variability is to be explored.

The randomness and the binomial behavior of this approach
were evaluated in the polylinker region of plasmid pUCI19 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 B-strand and at the
beginning of the B4 B-strand of the TEM,ycy B-lactamase
(15) and selecting mutants with a marked change of speciticity
from ampicillin towards ceftazidime (CAZ). TEMpucio
B-lactamase (16) was chosen as the model protein because
this enzyme is found in the world wide spread plasmid pUCI19,
because it is enzymologically equivalent 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) have demonstrated that significant determin-
ants of the specificity change from ampicillin to CAZ are
located in the randomized region.

MATERIALS AND METHODS

3IP NMR analysis was performed at 162 MHz, using 85%
triphosphoric acid as the external reference. The oligonucleo-
tide libraries were assembled on two DNA synthesizers
(model 391) from Applied Biosystems using a 0.2 umol
standard protocol as recommended by the manufacturer.
HPLC analyses were performed on a System Gold chromato-
graph and an ultrasphere C18 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  B-cyanoethyl
phosphoramidites (DMTr-monomer amidites) from Glen
Research. 9-Fluorenylmethoxycarbonyl chloride (Fmoc-Cl),
1,8-diazabicyclo[5.4.0)undec-7-ene (DBU), N.N-diisopropyl-
ethylamine, t-butyl-hydroperoxide and all ancillary reagents
for oligonucleotide synthesis were purchased from Aldrich.
Anhydrous tetrahydrofuran (THF) was purchased from
Fisher, while anhydrous acetonitrile was from American
Bioanalytical. All chemical reactions in solution phase were
followed by thin layer chromatography (TLC) on aluminum-
backed silica gel 60 Fasy 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 eral. (21). 3'-
DMTr-monomers were prepared by our reported procedure
(11). The phosphitylating agent chloro(diisopropylamino)-
ethoxyphosphine (EtOPCIN'Pr.) 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
Tag DNA polymerase, plasmid pUC!9 and deoxynucleoside
triphosphates (dNTPs) were bought from Boehringer
Mannheim and used according to standard protocols.
Plasmid pT4Bla was the parent plasmid of all random
libraries. It is a B-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 ColEl and f1 origins of
DNA replication. Escherichia coli XL1-Blue (recAl, endAl,
8yrA96, thi-1, hsdR17, supE44, relAl, lac [F' proAB, lack
lacZAM15, TnlO(tet")]) was obtained from Stratagene and
used for the cloning and plasmid purification procedures.

Synthesis of Fmoc-dimer amidites

Synthesis of Fmoc-dimers, 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 and in a ‘one pot’ approach
to avoid isolation of the intermediate phosphoramidite
(Scheme 1). We describe here 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-fluorenylmethoxycarbonyl)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
10 m!) and redissolved in 25 ml of the same solvent. N,N-
diisopropylethylamine (0.68 ml. 3.9 mmol) and the phos-
phitylating agent (0.84 mi, 3.9 mmol) were added using
independent disposable 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
teflon tubing to another flask containing a mixture of 5-0-(9-
fluorenylmethoxycarbonythymidine (2.2 g, 4 mmol) and
tetrazol (1.05 g, 15 mmol), previously co-evaporated with
THF (2 X 10 ml). After 60 min of the second reaction, the
TLC analysis showed complete disappearance of the inter-
mediate phosphoramidite (limiting reagent) and an excess of
t-butyl hydroperoxide was added to oxidize the recently
formed phosphite-triester bond to the more stable phosphate-
triester. After 1 h reaction, the mixture was concentrated to
dryness, redissolved in dichloromethane (100 ml) and
tandemly washed with a saturated solution of sodium bicar-
bonate (2 X 20 ml) and brine (2 X 20 ml). The organic phase
was dried over anhydrous sodium sulfate, filtered and
concentrated until formation of a foam. The fully protected
dimer was detritylated with 3% trichloroacetic acid (TCA) in
dichloromethane (200 mlD at 0°C for 20 min and was
immediately neutralized with a saturated solution of sodium
bicarbonate. The mixture was washed as before and concen-
trated to a foam. The Fmoc-TT dimer was purified by flash
column chromatography using silica gel 60 H (540 um;
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 n-hexane and vacuum
drying.

5'-0-(9-fluorenylmethoxycarbonyl)thymidine-3 -yl-
ethylphosphate-5’-yl-thymidine-3'-yl-O-ethyl-N,N-
diisopropylaminophosphoramidite (Fmoc-TT amidite)

The Fmoc-TT dimer (1.19 g, 1.5 mmol) was dried by co-
evaporation with anhydrous THF (2 X 10 ml) and was
redissolved in 15 ml of the same solvent. N.N-diisopropyl-
ethylamine (0.43 ml, 2.5 mmol) and the phosphitylating agent
(0.47 ml, 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 arose, 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 ml), diluted with
dichloromethane and washed as before. The crude compound
was finally recovered as a white powder after precipitation
over n-hexane and vacuum drying.

Random oligonucleotide libraries

Three oligonucleotides of sequence agtgccaagettgga-GCC/B,
B.B;-GGT/BB.B3;-GAG/B B.B3-CGT/BB2B;-GGG/B B,
B;-TCT/BBaBj-cgegaattegtaate were assembled at different
levels of mutagenesis containing the mutant codons B,B,B,
represented in Figure 1. The wild-type codons subjected to
mutagenesis are those marked in capital letters. It is worth
noting that the wild-type nucleotides of the sequence were
added by common DMTr-monomer amidites while the codons
B,B.B; were incorporated by a mix of the five Fmoc-dimer
amidites described above and an equimolar mixture of four
DMTr-monomer amidites, as shown in Figure 2. The flanking
arms included two restriction sites, Hindlll and EcoR1.

The assembly process required the use of two DNA
synthesizers, labeled A and B (Fig. 2). Synthesizer A was
fitted out with common reagents for oligonucleotide synthesis,
including clean S0 mM DMTr-monomer amidites. At position
X (fifth vial from left to right) a mix BaBj; 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 at a total 50 mM concentration in
anhydrous acetonitrile was installed for assembly of the
library polylinker100. Synthesizer B 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 remove the Fmoc protecting groups of the
incorporated dimers. At position X (fifth vial from left to right)
an equimolar 100 mM acetonitrile solution of the four DMTr-
monomer amidites (A, C, G and T) was installed to complete
the mutant codons. This mixture of monomers is usually
designated N, but here is named B, because these monomers
will define the first 5° nucleotide position of the mutant
codons. With regard to the synthesis program, co-delivery of
amidites and tetrazol to the column was accomplished by three
pulses of 3 s (~400 ul), as opposed to the conventional pulses
of 3 X 2 s. Under these conditions, clean DMTr-monomer
amidites were coupled with an efficiency of 98%, while Fmoc-
dimer amidites were coupled with an efficiency of 95%. The
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assembly of polylinkerl00 (mutated at saturation, 100%)
started on synthesizer A with synthesis of the sequence
5’-(B,Bj)-cgeggtatcatt-3' in the trityl-on mode. Next, the
column was transferred to synthesizer B, the Fmoc protecting
groups were removed and one coupling with the mix B, was
performed to complete the mutant codons B,Ba1Bj, in trityl-on
mode. The column was returned to synthesizer A for one
coupling with the mix Fmoc-B.Bj; and then to synthesizer B to
complete the mutant codons. This process was repeated four
more times and finally 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/B.B,)-cgcgaattcgtaate in the trityl-on mode.
The bases in parentheses 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 synthesis, 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 before, the column
was transferred to synthesizer B to complete the set B,B,B;.
The column was returned to synthesizer A for three coupling
cycles to add the sequence 5-GG(G/B;B4)-3" and then the
mutant codons were completed on synthesizer B. The cycling
processes were repeated for each wild-type codon to be
explored. Finally, the 5’ flanking region gataaatctgga was
added on synthesizer A. The level of mutagenesis per codon,
indicated by the incorporation of Fmoc-BaBj. was determined
by the difference in absorbance of the DMTr cation released
from the previous nucleatide to the mutagenized codon and
the DMTr-monomer amidite incorporated with the mix Fmoc-
B1Bj. This library was mutated at an average 48.9% per codon
and was named polylinkerd9.

For the third library, 100 mM solutions of clean DMTr-
monomer amidites were installed in synthesizer A and a
20 mM solution of Fmoc-B2B;, in the X position. This oligo
was synthesized as was polylinker49 and mutated at an
average 20.5% per codon. It was named polylinker20.

Two additional libraries of sequences 5’-ggtttattgetg-
ataaatctgga-GCC/B B.B;-GGT/B,B1B;3;-GAG/B,B,B;3-CGT/
BB.B;-GGG/B,B.B;-TCT/B | B,B;-cgcggtatcattgcagcactgg-
3’ and 5'-gataaatctgga-GCC/BB1B;3;-GGT/BB.B3-GAG/
BB.B;-CGT/B,B.B;3-GGG/B | B.B3-TCT/B,B,B;-cgcggtate-
att-3’ were synthesized to mutate the region 237-243 of the
TEM,ycie B-lactamase. The first library was named Blamut63
and the second Blamut42, to reflect their respective lengths.
The main differences between the two libraries were the sizes
of the flanking regions (marked in lower case), the relative
ratio of components in the mutagenic mix and the level of
mutagenesis. Blamut63 was assembled using 100 mM DMTr-
monomer amidites and the mix Fmoc-B,B; at 40 mM in the
same ratio of components as was used for the polylinker
libraries. Blamut42 was also synthesized with 100 mM
DMTr-monomer amidites, but Fmoc-B.B; was at 50 mM
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 solid supports containing the libraries were subjected to
treatment with 0.5 ml of thiophenol/triethylamine (3:1 v/v) for
2 hat 55°C to remove the internucleotidic ethyl groups of the
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mutant codons, The supernatant was removed by filtration and
each support was subjected to an overnight treatment with
concentrated ammonium hydroxide to remove all remaining
protecting groups and release the oligonucleotides from the
supports. Libraries were purified on 15% polyacrylamide gels
containing 8 M urea and recovered in deionized water after
n-butanol desalting.

Relative reactivity of Fmoc-dimer amidites

Each mix Fmoc-B,B; used for assembly of the libraries was
tested by coupling to a solid support carrying dA®? in order to
generate a pool of five trimers with the sequences TTA, AAA,
ATA, CGA and GCA. Previous experiments performed by
conventional chemistry had demonstrated that such a pool was
well resolved by HPLC, using a gradient of 5—-12% acetonitrile
in 20 min, at a flow of | ml/min, and 0.1 M triethylammonium
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
component using calculated molar extinction coefticients (23).

Cloning of mutant cassettes

Duplexes of the libraries polylinker20, polylinker49 and
polylinker100 were generated by extension of the comple-
mentary primer 5’-gattacgaattcgeg-3' and the Klenow frag-
ment (3’—35" exo™) of DNA polymerase | as described earlier
(11,24). The products were double digested with the restric-
tion enzymes Hindlil and FEcoRl and cloned into the
previously opened plasmid pUCI!Y. These recombinant
plasmids were electroporated into XL1-Blue cells and one-
thousandth of the electroporation mixture was plated on LB
agar containing AMP at 200 pg/ml. The plates were incubated
overnight at 37°C and many clones per library were sequenced
to complete 32 in-phase sequences.

Amplification and cloning of libraries Blamut63 and
Blamutd42

Each oligonucieotide library and a primer of sequence 5°-
ageegtggalcglggetegagteattaccaatgettaatcag-3’, which included
the underlined cleavage site Xhol, were used to amplify a
195 bp fragment (megaprimer) by conventional PCR, using as
template the gene bla,ucie. These megaprimers were purified
in agarose gels and on QG columns from Qiagen. They
were independently combined with a primer of sequence
5’-cgggccatggetaticaacatitceglgtegeecttattcecttttitgeggeattt-3,
containing the underlined cleavage site Ncol, and plasmid
pUCI9 to yield 873 bp fragments by PCR. These fragments
containing the complete mutant genes of blapycy were
subjected to double digestion with the enzymes Ncol and
Xhol and the fragments were purified as before and ligated
overnight to plasmid pT4Bla, using T4 DNA ligase, The
ligation reaction was desalted with n-butanol and one-quarter
of it was electroporated on 30 pl of electrocompetent E.coli
XL1-Blue cells. After a 1 h recovery of the transformed cells in
| ml of SOC medium, 1 pl of this mixture was plated on a solid
LB plate containing 25 pg/ml KAN and was incubated
overnight at 37°C to quantify the library size. The remaining
solution was diluted with 19 ml of liquid LB containing
26.3 pg/ml KAN and was incubated overnight at 37°C. Each
library arising from Blamut63 and Blamut42 was recovered as
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a population of mutant plasmids using miniprep columns from
Qiagen.
Selection of active mutants

For selection of functional mutants again CAZ, each library of
mutant plasmids arising from Blamut63 and Blamut42 was
used to transform E.coli XL1-Blue cells by electroporation.
The mixture was plated on five LB plates (200 ul each)
containing CAZ at 12.5 pg/ml and incubated for 16-20 h at
37°C. Resistant mutants that arose on these plates were
inoculated into 3 ml of liquid LB (containing 25 ug/ml KAN)
and were incubated overnight at 37°C to recover plasmid from
each of them. Plasmids were retransformed, subcloned and
sequenced.

Antibiotic susceptibility

Minimum inhibitory concentrations (MICs) of E.coli XLI-
Blue cells carrying mutant plasmids obtained by CAZ
selection were assessed in solid LB plates containing 2-fold
increasing concentrations of the antibiotics AMP and CTX.
For CAZ, we used linear increasing concentrations, starting
with three low concentrations (0.10, 0.125 and 0.150 pg/ml) to
determine the MIC of the wild-type TEMpucy B-lactamase
and ending with six higher concentrations (10, 15, 20, 30, 40
and 50 pg/ml) for the mutants. Assay of euach mutant was
performed at three different dilutions (10*, 10° and 108 c.f.u./
drop). Spotting of cells was done with a multipipette device,
inoculating 5 pl per dilution. Plates were incubated at 37°C for
16--20 h and the presence of colonies in the most diluted spot
was interpreted as a signal of resistance.

RESULTS
Fmoc-dimer amidites

Chemical synthesis of five Fmoc-dimers with the sequences
TT, AA, AT, GC and CG, precursors of the target Fmoc-dimer
amidites, was accomplished in two stages, as shown in
Scheme TA. In the first stage, fully protected dimers were
obtained through a ‘one pot’ reaction where activation of the
3’ nucleoside, coupling with the 5* nucleoside and oxidation of
the internucleotidic phosphite took place without isolation of
any intermediate 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 3'P NMR
(Table 1). It is worth noting that each Fmoc-dimer was
obtained as a mixture of two diastereoisomers due to the chiral
center formed in the internucleotidic phosphotriester, account-
ing for the pair of peaks that appeared in HPLC and 3'P NMR.
Table | also shows the appropriate protected starting nucleo-
sides required to assemble ¢ach dimer.

Fmoc-dimer amidites were obtained by phosphitylation of
the corresponding Fmoc-dimers (Scheme [B) and were
recovered in a crude form to avoid chromatographic purifi-
cation of such reactive species. a step that is frequently
deleterious to the overall yield. In spite of this, the four Fmoc-
dimer amidites (TT, AA, AT, GC) were highly pure, as
indicated in Table 1, and only CG resulted in low purity due to
formation of a large amount of an H-phosphonate subproduct.
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Scheme 1. Synthetic pathway for preparation of Fmoc-dimer amidites. DMTr, 4,4’-dimethoxytrityl group: Fmoc, 9-ﬂuorcnylmclhoxycurbonyl group; DIPEA,
N.N-diisopropylethylamine;p ‘BuOOH, t-butyl-hydroperoxide; TCA, trichloroacetic acid.

‘Table 1. Analysis and results of the Fmoc.dimer amidites TT, AA, AT, GC and CG und their corresponding precursors

Compound Starting nucleosides Yield Purity Retention time (min) Hp NMR (p.p.m.)
(%) (%)
Fmoc-TT 5°-0-Fmoc-dT, 3'-0-DMT-dT 55.2 95.6 4.34, 4.59 -0.483, -1.216
Fmoc-TT amidite Fmoc-TT 90.5 824 18.78, 18.95, 19.65 148.399, 147,998, -0.671, -0.695, -0.718
Fmoc-AbzAb: 5-0-Fmoc-dAbs, 3.0-DMT-dAM  50.6 94,5 7.07, 745 -0.896,-1.135
Fmoc-Ab AP amidite  Fmoc-APAb 794 82.1 24,32, 24.58, 24.71,24.91  148.210, 148,190, 148.178, -0.695, ~0.900
Fmoc-AYT 5’-0-Fmoc-dAbz, ¥-0-DMT-dT 619 932 5.69, 598 -0.567, -1.098
Fmoc-AYT amidite Fmoc-A™T 7.5 91.2 21.48, 22.21 148.30, 148.00, -0.668, -0.685, -0.705
Fmoc-GiBuChz 5'.0-Fmoc-dG'#, 3-0-DMT-dC 89.6 979 6.95, 7.94 0.092, -1.683
Fmoc-G'BYCH amidite  Fmoc-GBC 89.0 821 24.01, 24,29, 25.27, 2548  149.10, 148.70, 148.30, -0.530, -0.607,
-0.705, -0.718
Fmoc-CtGiiu 5’-0-Fmoc-dCh, 3.0-DMT-dG®* 482  98.0 8.29 -1.263,-1.656
Fmoc-C¥*G'B amidite  Fmoc-Ch:G8¢ 824 545 25.19, 25.38, 26.90, 27.07  148.452, 147.968, 147.656, ~1.545, —1.697,

-1.828

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. 3P NMR analysis
revealed two highly differentiated sets of signals, one of them

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 internucleotidic 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, Arg241, Gly242 ; f the
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TAA| |CAA AAA GAA
Gin Lys Glu

TTT CTT ATT GTT
Phe Leu lle Val

TAT | [CAT AAT GAT

Tyr His Asn Asp

TGC| |CGC AGC | | GGC
Cys Arg Ser Gly

TCG| [CCG ACG GCG
Ser Pro Thr Ala

Figure 1. Codons B3 B,8, pencrated with the mix of dimers 1T, AA, AT,
GC and CG and four monomers.

TEMuucie B-lactamase. Three libraries were constructed to
demonstrate the robustness and reliability of the method.
while the other two were applied to a real problem, the search
for mutants displaying a change of specificity from AMP
towards CAZ that could emerge in nature due to the increasing
use of this cephalosporin in clinical treatments.

Polylinker libraries
The first three libraries of sequence agtgecaagettgga-GCC-
GGT-GAG-CGT-GGG-TCT-cgegaattegtaate were mutated at
three experimental rates (20.5, 48.9 and 100%), substituting
cach wild-type codon marked in capital fetters with the pool of
trimers B)B,B; shown in Figure 1. Since these oligos were
designed to be cloned in the polylinker region of plasmid
pUC19 through the HindHl and EcoR1 sites, they were named
polylinker20), polylinkerd9 and polylinker 0. In fact, syn-
thesis of polylinker 00 was very simple because the growing
oligo was saturated with a mix of the five Fmoc-dimer
amidites (Fmoc-B2B3). the unreacted chaing were blocked by
acetylation, the Fimoce group was removed and the mutant
codons were completed with a mixture ol the four DMTr-
monomer amidites (DMTe-B). For assembly of polylinkerd9,
we originally expected 50% mutagenesis per codon and,
knowing of the similarity of reactivity between monomers and
dimers (12.25). a 50 mM mix Fmoc-BaBy und 50 mM clean
DMTr-monomer amidites were co-delivered to the synthesis
column, obtaining a substitution near to that wanted. At this
point, we must remember that each wild-type codon was
completed by two successive couplings with clean DMTr-
monomer amidites while the mutant codons were completed
with the mix B,, as shown in Figure 2, Polylinker20 was
planned to be mutated at 17%, however, under the conditions
used for polylinker100 and polylinkerS0, the mix Fmoc-B;B;
would have to be at 10 mM, and with co-delivery with the
50 mM DMTr-monomer amidites the resultant mixture would
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Figure 2. Contaminating approach of the codon-based mutagenesis method
through the use of Fmoc-dimer amidites. The rationale fur the method is
thoroughly described in the Discussion. For simplicity, the process is exem-
plificdd with a two codon window and the wild-type flanking regions are not
shown. The process was performed with two DNA synthesizers, displayed
at the top. The escle of mutagenesis was as follows. The growing oligo
linked to the solid support (CPG) is reacted. in synthesizer A, with a mix of
diluted Fmoc-dimer amidites (B4 and a concentrated DM Tr-monomer
amidite (DMTr-w ) that defines the 3 nucleotide of 1he wild-type codon to
be explored: two additional couplings with common DM Tr-monomer
amidites are exceuted to complete the wild-type codon (wwawy); the
column is transferred to synthesizer B, the Fmoce group is removed and all
the growing mutant segments gre reacted with a mix of DMTr-monomer
amidites (DMTr- H,) o generate a set mutant codons (83;8;81). In the repe-

tition the colunin is moved to synthesizer A and the eycle of mutagenesis is
repeated as miny times as there are codons 1o be mutated. Ancillary
reagents: activiting solution (tetrazole, Tz), capping A (acetic anhydride,
Aca0), capping B (N-methylimidazole, NMD, detritylating agent (TCA),
oxidation solution (1,), defluorenylating solution (DB,
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Figure 3. HPLC analysis of trimers assembled with the mixtures of Fmoc-dimer amidites TT:AA:AT:GC:CG in the ratios (A) 1.0:1.03:1.03:1.03:1.23 and
(B) 1.0:0.0:0.1: 1.8:2.3.

Table 2. Expected (Prieqe) and experimental (P,) frequency of in-phase mutamts generated with the five oligonucieotide libraries assembled in this work,
under no selective conditions

Mutant codons Polylinkerd9 (a0 = 48.9%)  Polylinker100 (o = 100%) Blamu6d (¢ = 29.07%)  Blamutd2 (¢ = 40.5%)

per variant

Polylinker20 (o = 20.5%)

Prneor Peip Plieer Perp. Pyneo e Prveor Loy Pincer Pep

0 0.262 0281 (D) 0016 0.000 (0) [IX4) 0.000 (0 0.128 0428 (0 0.047 0.500 (8)
1 (1393 a5y dn 0.09:4 0.125 ¢ 0.000 0.000 (h 0314 0.214(3) 0.187 0.003 (1)
2 0.2460 0125 (h 0.234 0.250 (%) 0.000 0.000 () 0.321 0.286 () 0.311 .06 ()
ki 0.082 0.062 (2 0.313 0.250 (8 0.000 .000 () 0175 0,071 (1 0.276 0313 (5)
4 0.015 0.000 0y 0.234 0187 (&) 0.000 0.000 () 0.053 0.000 () 0.138 0.125(2)
5 0.001 0.000 () 0.094 0.125 () 0.000 0.000 (0) 0.009 0.000 «) 0.037 0.000 ()
[ 0.000 0.000 () 0016 0.062 () 1.000 1.000 (32 0.000 0.000 (th O.004 0.000 (O
Analyzed sequences 32 32 32 14 16

a represents the experimental average level ol mutagenesis, Ppy,,,, was caleulated by the equation of binomial distribution (2-9). The kinds of mutants found
in each library are indicated in parentheses, The sequences of libraries polylinker20, poly linker49 and polylinker100 are available as Supplementary Material,

have been 30 mM, and a poor coupling efficiency would have
been obtained. For this reason the 50 mM clean DMTr-
monomer amidites were substituted for 100 mM solutions and
the mix Fmoc-BaB3 was at 20 mM. A slightly higher
mutagenesis rate resulted. but it is not experimentally
significant. The three libraries were subjected to a two-step
deprotection and  were  purified by polyacrylamide gel
clectrophores The Fmoc-BaB; solutions used for these
libraries contained the Fmoc-dimer amidites TT:AA:AT:
GC:CG in the molar ratio 1.0/1.03/1.03/1.03/1.23, 4 combin-
ation that yielded an even frequency of trimers (TTA, AAA,
ATA, GCA uand CGA) when coupled to a solid support
carrying dA, as shown in Figure 3A.

Cloning of the libraries polylinker20, polylinkerd49 and
polylinker100

These mutagenic oligonucleotides were converted into their
corresponding DNA duplexes by extension of the comple-
mentary primer gattacgaattcgeg under mild polymerization

conditions, using the Klenow fragment of DNA polymerase
that lacks 3’=5’ and §’—3’ exonuclease activity, in order to
avoid any additional mutagenic condition. The duplexes were
double digested with the enzymes Hindlll and EcoRI and
cloned into the polylinker region of plasmid pUCI9 as
mutagenic cassettes, With this modification the AMP resist-
ance gene fempuciy remained intact and the electroporated
XL1-Blue cells were plated on solid LB containing AMP to
generate three libraries of mutants (11,24), From the libraries
polylinker20, polylinker49 and polylinker100), 36, 38 and 41
clones, respectively, were sequenced (see Supplementary
Material) in order to complete sets of 32 in-phase mutants. The
additional sequences contained 4, 6 or 9 nt insertions or
deletions, respectively, and were not considered for the
statistical analysis. In-phase mutants followed a binomial
behavior predicted by the experimental level of mutagenesis
as seen in Table 2 and Figure 4. In this sense the robustness
and reproducibility of the method has been completely
demonstrated. It is worth noting that the rate of aberrant
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Figure 4. Experimental frequency of varianls generated in the libraries
polylinker20, polylinkerdd and polylinker100, subjected to 20, 49 and 100%
levels of mutagenesis, respectively.

mutations increased with the level of mutagenesis, indicating
the likely existence of contaminants in the Fmoc-dimer
amidites that are magnified as the concentration is increased,
or perhaps due to incomplete removal of the Fmoc group. We
do not consider the observed proportion of aberrant sequences
as significant for the purpose of library creation, especially at
the lower level of mutagenesis.

B-Lactamase libraries

A library of sequence 5-ggtitattgetpataaatetgga-GCC-GGT-
GAG-CGT-GGG-TCT-cgeggtatcattgeageactgg-3” was assem-
bled using 100 mM clean DMTr-monomer amidites and a
40 mM mixture of BaBi. The ratio of components for this mix
was the same as that used for the polylinker libraries. Under
these conditions of reaction we expected to obtain a 28.6%
level of mutagenesis. Experimentally we obtained an average
29.0% per codon. This mutagenic primer contains 63 nt and
was named Blamut63.

The second library assembled for muldgcncsis of fi-lactamase
was synthesized with the sequence 5%-gatnaatetgpa-GCC-GGT-
GAG-CGT-GGG-TCT-cgeggtatcatt-3” and named Blamutd2,
This oligo was implemented with shorter flanking arms as
compared to Blamut63 and was mutated with 50 mM Fmoc-
BaBiy mix and 100 mM DMTr-monomer amidites. In contrast
to the mix Fmoce-8B,B;5 used for libvary Blamut63, which wus
~20% more concentrated in the dimer CG to compensate for its
minor reactivity with regard to the other dimers, the mix used
for this experiment was 80 and 130% more concentrated in the
dimers GC and CG with regard to the other components. When
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this mix was coupled to dAM, a pool of the trinucleotides TTA,
AAA, ATA, GCA and CGA in the molar ratio 1.01/1,10/1.00/
1.60/1.91 was obtained by HPLC analysis (Fig. 3B). With
regard to the level of mutagenesis, we expected to obtain a
33% value buased on the concentration of reagents, however,
the experimental result was 40.5%. The only cxplan.llmn we
find for this bias is a probable mis-adjustment in the flow rate
of the amidites and a large amount of Fmoc-B;B; must have
been added to the column in comparison to the DMTr-
monomer amidites. The libraries were deprotected and purified
as for the polylinker libraries.

Cloning and sclection of libraries Blamutd2 and
Blamut63

Since the region 237-243 of the TEM, ;¢ 19 B-lactamase to be
mutated is encoded by nucleotides 703-720 of the gene
temuucig, composed of 858 nt, and the flanking sequences did
not contain putative restriction sites for the enzymes Neol and
Xhol, available in the recipient plasmid pT4Bla, it was evident
that the oligonucleotide libraries could not be introduced as
cassettes, and the process would require two rounds of PCR to
complete the mutant genes,

The oligonucleotide librarics Blamut63 and Blamut42 and a
primer complementary to the 3° position of the blayco gene
were used to generate two megaprimers (26) by PCR using as
template the blay:¢iy gene contained in plasmid pUCI19. In a
seccond PCR, these megaprimers were independently used
with another primer complementary to the 5° position of the
blayucie gene to generale complete mutant genes, again using
plasmid pUCI9 as template. After a double digestion with the
restriction enzymes Neol and Xhol, the fragments were cloned
into plasmid pTdBla, which also contained the KAN resist-
ance gene, and the resultant ligations were used to transform
E.coli XL1-Blue cells, One-thousandth of cach electroporation
mixture was pl.llul on solid L.B containing KAN to quantify
the library size, giving in both cases an average size of 1.5 X
109 variants. Twenty clones of cach library were selected at
random and labeled with a sequential number and either the
pretix 63M or 42M, indicating the library from which they
came. Their plasmid DNA was isolated and subjected to DNA
sequencing to analyze the distribution of variants in the
mutagenic window, with no selection for B-lactamase func-
tion. Among them, three Blamut63 and one Blamutd2 were
contaminated with other sequences and were not included in
the analysis. Three clones per library resulted with nucleotide
insertions or deletions, while six wild-type sequences occurred
in Blamw63 and eight in Blamutd2, The remaining sequences
were in-phase mutants and are shown in the upper sections of
Tables 3 and . The sequence analysis of the amplified region
found between the megaprimer and the 5 primer of several
clones showed that a 0.095% base substitution error rate was
introduced by the PCR. A similar result (0.11%) was reported
by Shafikhani er al. (4).

Once the variability of both libraries had been assessed, we
arbitrarily selected a wild-type clone from one of the libraries
to use as a control. The identities of the wild-type gene
blaycry and the promoter bla were confirmed by complete
DNA sequencing. The bacterial background resistance to CAZ
was considered at 0.15 pg/ml, although the precise minimum
concentration at which we still observed some growth was
0.125 pg/ml. In order to isolate mutants with at least a
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Table 3. DNA sequence of the region 237-243 of clones generated with
the random oligonucleotide librasy Blamut63 with and without CAZ.
selection

Clone Amino acid and nucleotide sequence
Wild-type A237 G23R E240 R241 G242 5243
Wild-type GCC GGT GAG CGT GGG TCcT
No selection
6IM1 ATT
63M2 CAT GCG TAA
03IM3 cGC CTT
63M4 GCG CAA
63MS5 AGC
03MG6 T
6IM7 GAT GCG
G3INMSB GTT TAT
CAZ. selection
63cazl CcGC
03caz2 AGC
63caz3 AGC AAA
6lcuzd AAA GCG
63cazs ’ CGC
CGC

14 TCG CGC
63cozB TCG CGC
63caz9 CGC
63cazll AAA GCG
G3cazl2 AAA GCG
63cazld CGC GAT

Empty cells represent wild-type codons.

100-fold increase in resistance with respect to the wild-type
clone, each library was retransformed and the transformation
mixture was distributed on five LB plates containing
12.5 pg/ml CAZ. After incubation, 13 colonies arose for
Blamut63 (Table 3, lower section) and 11 for blamutd2
(Table 4, lower section). As these resistance mutants were
generated by CAZ. selection, they were numerically ordered
and labeled with the prefix 63caz or 42caz. Each colony was
independently inoculated in liquid LB containing KAN and
the plasmid was recovered. After analysis on agarose gels,
mutants 63caz 10 and 42caz3 wrned out to be false positives
and were discarded. Each plasmid containing a mutant gene
was retransformed, subcloned and sequenced in order to
ensure that the specificity changes of the isolated mutants
towards CAZ were indeed due to @ change in their amino acid
sequence and not to additional mechanisms of resistance of the
cells, such as generation of mutant penicillin-binding proteins
insensitive to the antibiotic or mutant porins that prevent entry
of the antibiotic into the periplasmic area (27). All clones were
grouped according to  their sequence and analyzed tor
resistance against AMP, CAZ and CTX. The results for both
libraries are shown in Table 5.

DISCUSSION

In this work we describe the benefits of a novel codon-based
mutagenesis method for the rundom maodification of a region
of amino acids that is supposed to be implicated in a protein
function. This approach reduces codon redundancy by
contaminating wild-type codons with a set of mutant codons,
us applied to enrich libraries with variants carrying few
replacements. The resultant libraries allow a more complete
exploration ol the sequence spuce concerning single, double
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‘Table 4. DNA sequence of the region 237-243 of clones generated with
the random ofigonucteotide libriury Blamuld2 with and without CAZ,
selection

Clone Amino acid and nucleotide sequence
Wild-type A237 G238 E210 R24| G242 5243
Wild type GCC GGT GAG cGT GGG TCT
No selection
42M1 GTG TCG TCG
42M2 CGC AGG GAT
42M3 cGC GCG GAA
42M4 GAA GAA AGC
42MS ACG GGG GGC
42M6 GCG TGC AGC GAT
42M7 TTT
42M8 GCT TCG GAT GCG
CAZ sclection
A2cazl AAT AAA CAA
A2ca22 -—- GCG
42cuz4 CGC
42cazs - GCG
17 AGC AAG GGC

CGC

AAA GCG

AAG

2 AAT AAG GAA

A2cazl GTT

Empty cells sepresent wild-type codons,
42caz2 and 42caz5 correspond 1o codon-deletion mutant where GAG and
CGT were replaced for GCG.

and triple mutants in lang mutagenic windows as opposed to
conventional saturation methods.

Considering that a pool of 20 trinucleotides may be
generated by combination of five dimers and four monomers,
as illustrated in Figure 1, the rationale for the codon-based
mutagenesis method we developed, as shown in Figure 2, is
that wild-type codons may be contaminated with a pool of
mutant codons if during oligonucleotide synthesis a diluted
mix of Fmoce-dimer amidites (Fmoce-BaB3) and a concentrated
solution of a common DMTr-monomer amidite (DMTr-w3)
are co-delivered and coupled to the growing oligonucleotide.
Many chains will react with the monomer DMT'r-w;, growing
by only 1 nt, while few chains will react with the mix Fmoc-
B:B3, growing by 2 nt. Since the Fmoc and DM'Tr protecting
groups iare mutually orthogonal (11}, two additional cycles of
synthesis can be executed with conventionid DMTr-monomer
amidites to complete the wild-type codon while the mutant
segments stay arrested. Next, the Fmoc group is removed,
while the wild-type codon is in standby, and a mix of DMTr-
monomer amidites (DMTr-B) is coupled to the mutant
segments to complete the set of codons B (BaB;. This
mutagenic cycle can be repeated for each wild-type codon to
be explored. Such an approach requires six positions tor
phosphoramidites, four for clean DMTr-monomer amidites,
one for the mutagenic mix Fmoc-BaB; and the last one for the
mix DMTr-B,. and seven ancillary bottles. Since the instru-
ments at our disposal are equipped with only five vials for
phosphoramidites and six ancillary bottles, two DNA
synthesizers, labeled A and B (Fig. 2), were necessary to
assemble the libraries. In fact, most of the assembly process
takes place in synthesizer A and the synthesis column is only
transferred to synthesizer B to complete each set of mutant
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Table § Amino acid repl in CAZ resistance abtained fram the libraries Blamutad and Blamud2 and their corresponding susceptibilities
to different antibiotics
Clone Amino acid {codon) MIC (pg/ml)

AMP CAZ CcTX
Wild-type R164 (cgt) G238 (ggn) 1240 (gag) R2410 (egn 2400 0.15 0.06
33M7, BIME S (1cg) R {cge) 2400 20 1,92
B3M3 S {ape)y K () 1200 is 0.06
B4MG S (age) K (ang) G (ggo) 1200 (1] 0.48
RaM| N (aan) K (aaa) Q (can) 600 15 0,24
BAMIO N (aat) K (ang) E (gaa) 600 15 048
RaM?2, B4M5 A (geg) - A (gep) 2400 20 0.48
BAMY H {can K taag) 2400 15 0.12
B3MI, B33IMS5, BIM6, BAM9 H (cat) R (cge) 1200 30 0,24
BamM2 1 (can S (age) 1200 20 012
BamI H (cat) V(g 1200 10 0.12
BAM4, BAMII, B3IMI2, B4AMR H (caty K (aaa) A (gep) 600 50 048
B4M4, BAMT C g1 R (cge) 1200 20 0.24
BIMI3 C (tgn R (cge) D (gat) 600 10 0.12

Empty cells represent wild-type codons,

B4M2 and B4MS correspond to a codon-deletion mutant where GAG and CGT were replaced for GCG.

codons. It should be noted that the method can be imple-
mented in only one synthesizer, completing the mutant codons
by co-delivery of the four clean DMTr-monomer amidites to
the column, with the concomitant price of obtaining a bias
towards G and A residues (P.Gaytin, personal results), and
syringe removal of the Fmoc group. Better automation could
be achieved with other synthesizer models equipped with eight
phosphoramidite vials, such as the 394 DNA/RNA synthesizer
from Applied Biosystems (Foster City. CA) or the ASM-800
DNA synthesizer from Biosset Ltd (Novosibirsk, Russia), and
an appropriate synthesis program.

In order to assess the method, five Fimoc-dimer amidites of

sequences TT, AA, AT, GC and CG were synthesized as
shown in Scheme 1. These compounds were chosen because
on combination in the 5’ position with any of the other
monomers (A, T, G or C) 19 sense codons and one nonsense
codon are generated, most of them of preferential use in E.coli.
These 19 trimers encode 18 amino acids and there is only one
redundancy, for serine. Methionine and tryptophan  were
excluded from the library because their inclusion would have
required the use of two additional Fmoc-dimer amidites,
increasing codon redundancy. Preliminary coupling results
with each independent Fmoc-dimer amidite revealed that they
were as reactive as conventional DMTr-monomer amidites, in
agreement with previous reports on DMTr-dimer amidites
(12,25). Such a result suggested that the level of mutagenesis
could be controtled by appropriate selection of the clean
DMTr-monomer amidites and the mix Fmoc-BaB33 concen-
trations if these were co-delivered to the synthesis column.
In order to demonstrate the robustness and reproducibility
of the method, three oligonucleotide tibraries of sequence
agtgecaagcttgpa-GCC-GGT-GAG-CGT-GGG-TCT-cgegaalt-
cgtaate were mutated at different experimental rates (20.5.
48.9 and 100%). substituting cach wild-type codon marked in
capital letters with the pool of trimers B,B.Bj. These results
were in close agreement with the expected values (17, 50 and
100%), confirming our hypothesis of the relationship between
the reactivities of the components and the level of muta-
genesis. The libraries were labeled polylinker20, polylinkerd9

and polylinkert00, respectively, and cloned into the poly-
linker region of plasmid pUCI19 as mutant cassettes (11,24).
As shown in Table 2 and Figure 4, the analysis of 32 in-phuse
sequences per library (sce Supplementary Muterial) from
random selected clones showed that the least contaminated
library was enriched with single mutants, the half-mutated
library was enriched with double and triple mutants and the
saturited library contained only multiple mutants. The three
libraries followed a binomial distribution and the expected
frequency of variants per library was well correlated with the
experimental results, demonstrating the confidence of the
method.

Biological assessment of the approach was carried out by
mutating six contiguous codons in the blapucio gene that
encode the amino acids Ala237, Gly238, Glu240, Arg24l,
Gly242 and Ser243 of the TEMueo B-lactamase, a region
shown in Figure 5. Residue 239 does not exist in TEM-type
B-lactamuases according with Ambler numbering (14). This
region comprises important determinants of the specificity
change from AMP to CAZ, as exemplitied by the replacement
of the Glu240 residue by a positively charged amino acid such
as lysine or arginine (18,20).

We tested two oligonucleotide libraries at different levels of
mutagenesis, spiking the codons 5-GCC-GGT-GAG-CGT-
GGG-TCT-3’ with the mutant codons BB,B;. These libraries
were named Blamut63 and Blamutd2, according to their
nucleotide composition. Blamut63 was synthesized with
longer flanking arms than those assembled in Blamut42. The
libraries were mutated at 29 and 40%, respectively, with two
mutagenic mixes containing different ratios of the five Fimoc-
dimer amidites. Each library was converted to a megaprimer
by a first PCR and into complete mutant genes by a second
PCR. These gene libraries were cloned and the variants that
emerged with and without CAZ. selection were analyzed by
DNA sequencing.

Only 8 of 14 clones of the non-selected Blamut63 library
were mutant (Tables 2 and 3), representing a 57% efficiency of
mutagenesis. However, based on the 29% level of muta-
genesis, Blamut63 should contain 12.8% wild-type clones as
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Figure 5 Structure of TEM-1 B-lactamase, similar 0 TEM ¢y B-lacta-
mase. The mutated region is displayed in green and the Q-loop in yellow,
while the catalytic residue Ser70 and the important specificity residues
Argl63 and Glu240 are shown in red for reference.

calculated by a binomial distribution (24). This result indicates
that a 30% difference in wild-type sequence exists between the
cloned library and the expected aligonucleotide library. A
similar bias (45%) was also observed with the non-selected
mutants of library Blimut42 (Tables 2 and 4). In comparison
with the frequency of variunts observed in the polylinker
libraries, it is evident that enrichment of the wild-type
sequence  arose during the PCRs. either due 1o better
hybridization of the most template-similar sequences (28) or
by in vitro recombination of incomplete fragments (3).
Returning to the non-selected mutants of Blamut63, it is
worth noting its enrichment in double mutants correlating with
the Tevel of mutagenesis. Another remarkable result s
represented by the set of 14 mutant codons obtained in these
ariants, which encoded 12 different amino acids, most of
them represented only once, a result that is in agreement with
an even frequency of trimers (Fig. 3A) generated with the
mutagenic mix used tor this library. Therefore the frequency
of amino acids in the libraries is predictable from the
reactivities  obtained through HPLC analysis of trimers
generated with the mix, Apparently the best combination to
ensure an even frequency of mutant amino acids must be
equimolar in ‘I'T, AA. AT and GC because they exhibit similar
reactivities and CG must be used in a 0.23 molar excess due to
its lower reactivity. Mutants for the codon GGG were not
found in this library, because experimentally this was poorly
contaminated and the analyzed sample was very small,
however, it did occur in Blamutd2.,

Nucleic Acids Research, 2002, Vol. 30 Na. 16 e84

In the non-selected mutants of Blamut42 (Table 4) all
codons of the target window were explored and mainly triple
mutants were obtained bearing alternating mutant and wild-
type codons, a result only accessible through this kind of
contaminating method or with cumbersome resin-splitting
methods (13). This library was biased towards mutant codons
assembled with the GC and CG dimers, as a consequence of
the major concentration of these compounds in the mutagenic
mix, This result is interesting, because ane could deliberately
enrich libraries with different subsets of amino acids without
excluding the others.

Some deletions of 1 and 2 nt also occurred in both libraries.
Such mutations seem to be inherent subproducts generated
during conventional synthesis, perhaps as a conseguence of
incomplete capping or detritylition during the cycles of
synthesis. Such a hypothesis is supported because one of them
fell in a 5° flunking region and another one in a wild-type
codon located in the mutagenic window and exclusively
assembled  with  conventional  DMTr-monomer  amidites,
Frameshift mutations of this kind have also been reported
with  other  oligonucleotide-based  mutagenesis  methods
(9.10,29.30), but their precise origin is not clear.

Another surprising result found in Blamutd2 was the
emergence of mutant codons that were not generated with
the mix of dimers. They were point mutants generated by 7ag
DNA polymerase errors. For instance. the wild-type codon
GAG was changed to GTG. GGG and AAG. The analysis of
non-selected clones from Blamut63 and Blamut42, in a region
located between the megaprimers and the 57 primer, allowed
us to caleulate an error rate of 0.095%. On average, | nt was
substituted per mutant gene and these point mutations were
distributed along the genes in an apparently random mode.

The libraries were selected over i high concentration of
CAZ, 100-fold higher than the wild-type TEM ¢y B-lacta-
mase.  After sequencing, the resultant mutants, 12 for
Blamut63 and 10 for Blamutd2, shown in the lower section
of Tables 3 and 4, respectively, were grouped and subjected to
susceptibility tests against the penicillin antibiotic AMP and
the cephalosporin compounds CAZ and CTX (Table 4).

The first point to note from Tables 3-5 is that residues
Aln237, Gly242 and Ser243 were always conserved under
CAZ selection, suggesting that they are the optimal amino
acids for efficient hydrolysis of this cephalosporin, A similar
result was previously found only for Ala237 (18), through
conventional NNG/C mutagenesis of the three contiguous
amino acids Ala237, Gly238 and Glu240, but has never been
described for the amino acids Gly242 and Ser243. The method
wias also able to reproduce the double mutants G238S:E240R
and G238S:E240K and the triple mutant G238S:E240K:
R241G that emerged in two independent libraries (17,20). The
triple. mutants G238N:E240K:R241Q and G23I8N:E240K:
R241E, although new, ure essentially similar to the double
mutant G238N:E240K (i8).

As seen from the middle of ‘Table 5. some very interesting
double and triple mutants occurred in both libraries, where the
mutations were separated by at least 74 amino acids. The
substitution of Argl6d by either histidine or cysteine was
clearly generated by a Tag DNA polymerase error, replacing a
guanine for an adenine or a cytosine for a thymine, respect-
ively, in the original wild-type codon. It has been demon-
strated that substitution of the residue Argl64 by any of the
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other 19 amino acids increases the resistance to CAZ (16). It
has been suggested that this change of specificity from
penicillins towards cephalosporins is due to disruption of a salt
bridge formed between the highly conserved residues Argl64
and Aspl79, relaxing the Q-loop structure that covers the
active site pocket and, therefore, allowing a better fit of bulkier
antibiotics in the active site. In fact, mutation R164H 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 mutant
TEM-28, carrying the changes R164H:E240K, which also
emerged in our libraries as mutant 42caz9. The question at this
point is why Argl64 was replaced by histidine and cysteine
and not by asparagine or serine if single mutants of these
amino acids display higher CAZ resistance, as was demon-
strated by Vakulenko er 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 R164S, 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 all the CAZ-resistant mutants shown in Table 5, a
preferential substitution of Glu240 by positively charged
amino acids such as lysine or arginine was evident. This result
is in agreement with the suggestion that a specificity change
towards CAZ may also be obtained by formation of an
electrostatic interaction between the side chain of the amino
acid and the carboxy! group attached to the oximino chain of
the antibiotic (31). In this sense, the increase in CAZ
resistance of the double mutants RI64H:E240K, RI164H:
E240R, RI64C:E240R is a result of the combination of two
effects: an expansion of the active site and an electrostatic
interaction between the substrate und 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 R164H:E240K:R24 1A, which combines the
two effects described above. However, the additional substi-
tution of Arg24! by alanine generates a 3-fold increase in
resistance with respect to the double mutant R164H:E240K. A
reduction in the volume of the side chain of residue 241 could
make room to allow a better fit of the bulky and negatively
charged 7B-chain of CAZ.

Other evidence that suggests a better fit of the 7B-chain of
CAZ in the active site comes from the doubly isolated mutant
42caz2 and 42cazS. It comresponds to a substitution-deletion
mutant in which two contiguous amino acids, Glu240 and
Arg241, 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 generate an expansion of the groove
tormed between the Q-loop and the turn that joins B-strands
B3 and B4 and could account for the 133-fold increase in CAZ
resistance. This finding agrees with described speciticity
changes towards CAZ caused by expansions of the active site
due to relaxation (16), reduction (32) or enlargement (33) of
the Q-loop structure (Fig. 5).

The double mutant R164H:E240S is interesting because a
serine at position 240 is the most frequent amino acid found in
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the class A B-lactamases (14). Perhaps this mutant increases
its affinity for CAZ through formation of a hydrogen bond
between the hydroxy! of the side chain and the carboxylate of
the oximino moiety in the antibiotic.

From a clinical point of view, the double mutant
R164H: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 this 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 mutant clones
containing G238S it has been proposed that expansion may
be caused by steric hindrance of serine with the residue Met69
or Asnl70, by shifting the position of either the B3 B-strand
(34) or the Q-loop (35). We speculate that, in contrast to the
polar wild-type Glu240 residue, which is facing the aqueous
solvent, the hydrophobic side chain of valine moves away
from the aqueous medium and generates steric hindrance with
any of the amino acids mentioned above. expanding the active
site.

From all these results, the versatility of the method may be
highlighted, as ditferent subsets of amino acids can be
represented in the region modified with primers, modifying
the mix of 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-
formed by a pre-addition protocol (24) in order to optimize the
use of the Fmoc-dimer amidites.

Here we have 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 1S amino
acids per oligonucleotide, which can be reliably made up to 75
bases long. With a window of 15 codons and a recursive PCR
approach (36) one could completely explore genes of the size
of blageciy (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 for non-commercial compounds
may be easily overcome because we have demonstrated the
reproducibility of the synthetic pathway for Fmoc-dimer
amidites and. for 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
B-cyanoethyl group in order to simplify the final oligonucleo-
tide deprotection.

This mutagenesis method allowed us not only to find known
B-lactamase mutants, but also new specificity mutants. The
finding that expansion of the groove located between the
Q-loop structure and the turn joining the B3 and B4 B-strands
through deletion of one amino acid located in this region 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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