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RESUMEN

La evolucion dirigida ha permitido novedosos avances en la produccion de
enzimas con cambio de especificidad, incrementos de actividad y de estabilidad.
La ventaja que presenta sobre la ingenieria de proteinas es que no se requiere
infarmacidn a priori de la influencia de los componentes estructurales en la
funcién de las proteinas. El objetivo de las técnicas de evolucion in vifro es imitar
los procesos naturales de evolucion mediante ciclos de mutagénesis al azar y
seleccion de las proteinas con la funcién deseada. Entre las estrategias mas
utilizadas para la generacion de diversidad esta el PCR sexual (DNA shuffiing)

que permite la recombinacion de alelos y la adquisicion de nuevas mutaciones.

En los trabajos de evolucion dirigida se recombinan no mas de diez secuencias
ganadoras garantizando la acumulacion de mutaciones benéficas y eliminacion
de las deletéreas. Un modelo tedrico [Moore, 1997] de recombinacion sugiere
que al aumentar la diversidad de secuencias a recombinar aumenta la
probabilidad de encontrar una variante con un incremento considerable de la
caracteristica seleccionada, dada la combinacién de mutaciones neutras o
deletereas que en el caso de pocos alelos recombinados se hubiesen perdido.

Para este trabajo se logré reproducir la técnica de PCR sexual utilizando como
modelo la evolucion de la §-lactamasa TEM-1 hacia la hidrolisis de cefotaxima.
Se realizaron dos ciclos independientes de evolucion in vitro variando el niimero
de secuencias parentales. En ambos casos se obtienen mutantes capaces de
conferir a E.cofi una resistencia a cefotaxima hasta 250 veces mayor que la
secuencia de partida. Sin embargo, para el caso de mayor nimero de variantes
recombinadas se obtienen mutantes con una distribucion de resistencia por
debajo de dicho limite.

Todas las variantes de TEM-1 capaces de hidrolizar cefotaxima aisladas en el
presente trabajo convergen en la soluciéon de resistencia a cefotaxima

encontrada en otros trabajos de evolucion dirigida y en la nafuraleza.



OPTIMIZACION DE LAS PROPIEDADES DE LAS ENZIMAS

La biocatélisis ofrece grandes ventajas a diversos procesos industriales ya que
las enzimas poseen alta actividad y especificidad en condiciones moderadas de
temperatura, presion y pH, las reacciones se llevan a cabo en soluciones
acuosas sin necesidad de ambientes altamente oxidantes o reductores,
permitiendo asi incluso procesos no contaminantes. Sin embargo, las
propiedades de las enzimas disponibles en la naturaleza no son generalmente
las dptimas o las suficientes para los procesos industriales.

INGENIERIA DE PROTEINAS

A partir del desarrollo de la ingenieria genética, la estrategia que se utilizd para
la optimizacion de propiedades de las enzimas fue la ingenieria de proteinas.
Esta estrategia consiste en el disefio y generacion de mutaciones en el gene que
codifica para la proteina por mutagénesis sitio dirigida, dando lugar a
modificaciones en los aminoacidos que se consideran responsables de la
propiedad a optimizar. El fin (iltimo de la ingenieria de proteinas es el disefio de
novo de enzimas. Para este tipo de trabajo se requiere el conocimiento previo
de la influencia de los componentes estructurales en Ia funcion de una proteina.
Desafortunadamente hay poca informacién disponible en comparacion a la
cantidad de enzimas cuyas propiedades se desean optimizar y los procesos

requieren muchas horas de trabajo y de la ayuda de equipo costoso.
EvoLUCION DIRiGIDA

El proceso evolutivo natural ha sido capaz de optimizar macrotnoléculas. Basado
en esta idea, en la década de los noventas surge un nuevo enfoque para la
optimizacion de propiedades de las proteinas opuesto al disefio racional, la
evolucién dirigida o in vifro [Stemmer, 1994 a y b; Chen, 1993]. Las técnicas de

evolucién dirigida imitan la evolucién natural a través de ciclos de generacion al
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azar de diversidad y seleccion de las moléculas que tengan un cambio en la
propiedad deseada. La presién selectiva se puede aplicar sélo a un tipo de
moiécula y no necesariamente a todo un organismo vivo, como sucede en la
naturaleza. Este proceso no requiere informacién a priori y los resuitados
obtenidos en trabajos de mutagénesis al azar contribuyen a la base de datos
necesaria para el disefio racional. El éxito de los experimentos de evolucion in
vitro depende de la existencia de un método adecuado de seleccién o tamizaje

de la propiedad optimizada a partir de bancos con el mayor namero de variantes
posibles.

Generacion de diversidad

La etapa fundamental de las técnicas de evolucién dirigida es la generacién de
diversidad. La generacion al azar de mutaciones multiples a nivel de DNA se ha
logrado a través de técnhicas como la mutagénesis quimica [Sweasy,1993], la
utilizacion de oligonucledtidos al azar [Dube,1993], la introduccién de la
secuencia problema a una cepa mutadora [Greener, 19986], reacciones de PCR
con analogos de nucledtidos [Zaceolo, 1899], PCR mutagénica [Cadwell, 1992] y
PCR sexual [Stemmer, 1994 a y b). Las dos ditimas t&cnicas han resulfado ser
las mas efectivas y econdmicas.

PCR mutagénica

En las reacciones comunes de PCR, la Tag DNApolimerasa introduce una
mutacién por cada 10* bases amplificadas. Se han disefiado protocolos para
modificar fa fidelidad de las reacciones alterando las condiciones de la reaccion.
Para generar diversidad se requiere incrementar la tasa de mutagénesis de la
reaccion y esto se ha logrado en diversas metodologias como: el incremento de
ia concentracion de MgCl,, la adicion de cationes distintos al I’\/1g2+ como el Mn®",
el incremento de la concentracién de la DNApolimerasa, mayor tiempo de

extension [Cadwel, 1992), el desbalance de desoxinucledtidos trifesfato e incluso
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la adicién de compuestos organicos como el dimetil sulféxido y el B-
mercaptoetanol [Suzuki, 1997].

PCR Sexual [Stemmer, 1994 a y b]

Una buena estrategia evolutiva es aquella que simule lo que ocurre en los
procesos naturales. El PCR sexual infreduce un mecanismo que el resio de las
técnicas de evolucion in vitro han dejado fuera, ia recombinacion de alelos que
permite la fijacion y combinacién de mutaciones benéficas, asi como Ila
segregacion de las deletéreas.

El fundamento del PCR sexual se puede describir de la siguiente forma. Una
poblacién de genes con mutaciones puntuales se fragmenta al azar digiriendo
con DNAsal. Posteriormente se aislan los fragmentos de 100 a 300 pares de
bases y se someten a una reaccion de PCR sin iniciadores que consiste en las
tres etapas de una reaccion comdn de PCR. El primer paso es la
desnaturalizacion del DNA por un incremento de temperatura para obtener
fragmentos de cadena sencilla. El segundo paso es la hibridacién a baja
temperatura de los fragmentos de cadena sencilla que participan como
templado € iniciadeores a la vez. Finalmente se incrementa la temperatura para
activar la DNA-polimerasa que extendera los extremos 5' del DNA utilizando la
oira hebra de DNA como templado, permitiendo la recombinacion de alelos v la
introduccion de nuevas mutaciones preferentemente al inicio de la extension.
Los extremos 3’ permaneceran sin cambios. Estos tres pasos se repiten por
miltiples ciclos. El tamano promedio de los fragmentos de DNA se incrementa
cada ciclo hasta obtener fragmentos del tamano original que se amplifican en
una nueva reaccion de PCR agregando oligonucleétidos especificos. Los genes
obtenidos habran adquiridc nuevas mutaciones ademdas de haberse

recombinado las mutaciones de los genes parentales. (FIGURA 1)
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;;@’ @4@! g
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FisURrA 1. Un ciclo de PCR sexual consiste en la digestién con DNAsal de los genes parentales;
{a extraccion de fos fragmentos pequerios (100 a 300 pb) de un gel de agarosa, Una reaccion de
PCR sin inciadores en 1a que hay recombinacién y adquisicion de mutaciones puntuales y
finalmente la amplificacion por PCR de los fragmentos reconstruidos.
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La tasa de mutagénesis en un experimento de PCR sexual depende det tamafio
de los fragmentos adicionados a la reaccion sin iniciadores [Stemmer, 18943,
asi como de la fidefidad de la DNApolimerasa utilizada. Se han disefiado
protacelos para controlar la tasa de mutagénesis en los experimentos de PCR
sexual que consisten en la adicién de Mn?* a la reaccién de digestién con
DNasal para obtener fragmentos preferentemente de 50 pares de bases
[Lorimer, 1995] asi como ia utilizacion de DNA polimerasas de alta fidelidad
[Zhao, 1997).

IDENTIFICACION DE VARIANTES

No siempre resulta facil implementar un método sensible para la identificacion de
las variantes generadas. Existen dos tipos de estrategias para realizar esta
tarea, el tamizaje y la seleccion. Los sistemas de seleccion implican la expresion
de fa molécula problema en un organismo hospedero. En el caso del tamizaje se
han desarrollado sistemas para realizarlo tanto in vivo como in vitro.

Tamizaje

Se llama tamizaje a aquellos procedimientos en los cuales se examina una
propiedad especifica @ una poblacién de organismos o de moléculas uno por
uno [Glazer, 1995]. Existe una gran variedad de métodos de tamizaje desde
sencillas reacciones colorimétricas acopladas a la actividad enzimatica problema
detectables visualmente o con espectroscopios especificos, formacion de halo
por degradacion de componentes del medio de cultivo en piaca, hasta la
inmunodeteccién y la union especifica a moléculas inmovilizadas.
Recientemente se han disefado sistemas automatizados de tamizaje, que a
pesar de ser muy costosos permiten la identificacion un mayor ndmero de

variantes en menos tiempo.
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Seleccion

La seleccion es un procedimiento en el cual Gnicamente los organismos con una
propiedad particular pueden crecer [Glazer, 1995]. Los métodos de seleccion
son Gtiles Unicamente en la optimizacion de enzimas directamente relacionadas
con la supervivencia de la célula, como aqusllas que confieren resistencia a
antibidticos, las involucradas en vias metabdlicas criticas, las que catalizan la
produccion de nutrientes esenciales y las que permiten la proliferacion en
condiciones hostiles. Un buen sistema de seleccion requiere que la actividad
enzimatica problema no interfiera con el metabolismo celular y que se pueda
distinguir claramente de otras reacciones de la célula. La seleccidn permite
examinar poblaciones mucho méas grandes que el tamizaje, sin embargo, es
menos versatil y sensible,

Constantemente se desarrollan técnicas para sobreponerse a las limitantes de
los sistemas vivos, sobretodo el tamafio de los bancos que es posible analizar.
En E.colj se analizan bancos entre 10° y 10° variantes, sin embargo el sistema
de despliegue en fagos filamentosos [Smith, 1985] permite analizar hasta 10%y
el despliegue en ribosomas [Hanes, 1997] hasta 10" Oftra alternativa en
desarrollo es el despliegue en micelas [Tawfik, 1998].

EXPLORACION DEL ESPACIO DE SEGUENCIA

Entre los requerimientos de los experimentos de evolucion dirigida se encuentra
la necesidad de generar bancos del mayor nimero de variantes posible para
incrementar 1a probabilidad de encontrar las mutantes ganadoras. En términos
mas formales lo anterior se define como una mejor exploracion del espacio de

secuencia de la proteina problema.
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EL ESPACIO DE SECUENCIA

Una proteina es un polimero lineal de combinaciones de los 20 aminoacidos
orientada por sus extremos amino y carboxilo terminales. Todas las
combinaciones de mutaciones posibles para una proteina de n residuos de
aminoacido es 20". Cada posicién puede ser mutada a cualquiera de los 19
aminoacidos restantes, por tanto, cada proteina tiene 19n proteinas vecinas a
una mutacion de distancia. El espacio de secuencia de una proteina es entonces
un espacio multidimensional donde cada punto representa a una proteina
rodeado por 19n puntos que representan a todas sus vecinas a una mutacion de
distancia. [Kauffman, 1993]

El tamafio promedio de las proteinas codificadas por el genoma de E.coli es de
317 residuos de aminoacido [Patthy, 1989], es decir su espacio de secuencia
equivale a 20°"7 6 10*'? variantes. Materialmente es imposible tener tal cantidad
de moléculas, y a la fecha se han logrado generar bancos de maximo 10
variantes [Hanes, 1997]. De un banco de tal magnitud con la tasa de
mutagénesis correcta podriamos aisiar el 100% de las mutanies sencillas dobles
y triples, y solamente el 10% de las cuadruples ya que el numero de variantes
incrementa aceleradamente con la tasa de mutagénesis, es decir, con la

multiplicidad segun la siguiente ecuacion:

19" Wi

variantes con M mutaciones = (_WW ecA

donde M es €l nimero de mutaciones por secuencia y W el tamano de Ila
secuencia. Para una proteina de tamafio promedio en E.cofi (W= 317 aa) se

observa el siguiente comportamiento (TABLA1T):
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TABLA 1. NOMERO DE VARIANTES
POSIBLES DE UNA PROTEINA DE 317 AA

MULTIPLICIDAD (M} VARIANTES

0 1
1 8023

2 1.8x 107
3 72x 10"
4 32x10"
5 15x10"

Ya que la exploracion del espacio de secuencia siempre sera parcial se debe de
explorar de [a forma mas amplia e inteligente posible.

EL PAISAJE DE ADECUACION

La relacion entre el espacio de secuencia y la funcién de una proteina se
representa en un paisaje de adecuacion que se define como la distribucion de
una propiedad a lo largo de un conjunto {Kauffman, 1993]. El paisaje de
adecuacion se puede representar tridimensionalmente at graficar todos los
puntos del espacio de secuencia de una proteina en un plano (xy} contra la
adecuacion de cada uno en el gje z. Para el caso de la actividad de una enzima,
por ejemplo, observariamos un paisaje rocoso donde las cimas de las montafias
equivalen a una mayor actividad, es decir, a una mejor adecuacion y los puntos

sin elevacion equivalen a enzimas carentes de actividad.

Los ciclos de evolucion in vitro exploran aleatoriamente el paisaje de adecuacion
y el area explorada es determinada por la tasa de mutagénesis. Una vez
encontrada una variante mejor adaptada, los ciclos sucesivos de evolucion
simulan un ascensc hacia la cima de una montafia en particular. Mientras se
esté seleccionando positivamente nunca se descendera limitando la exploracion
a la primera solucion encontrada y pudiendo dejar fuera mejores scluciones, es

decir, montafias de mayor altura.
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B-LACTAMASAS

Por su importancia clinica, las §-lactamasas han sido motivo de amplio estudio
generando suficiente informacién para utilizarlas como modelo en experimentos
de evolucién dirigida. Adicionalmente los modelos de seleccion de variantes
resistentes a antibidticos resultan muy sencillos experimentaimente.

(GENERALIDADES DE LA §-LACTAMASA TEM-1

La principal causa de resistencia bacteriana a antibidticos es la produccién de §-
lactamasas, enzimas que catalizan irreversiblemente la hidrolisis del enlace
amida presente en los antibidticos g-lactamicos formando productos inactivos
[Bush,1985]. Entre las B-lactamasas mas frecuentes en bacterias gram
negativas se encuentra la f-lactamasa TEM-1 capaz de hidrolizar penicilinas y
cefalosporinas, mas no antibidticos de amplio espectro [Widemann, 1989]. Las
cefalospoerinas de amplio espectro no pueden ser inactivadas por la p-lactamasa
TEM-1 ya que presentan cadenas laterales mas voluminosas. A partir de la
introduccion de las cefalosporinas de tercera generacion al mercado, se aislaron
mutantes de la f-lactamasa TEM-1 capaces de conferir resistencia a estos
nuevos antibioticos [Knox, 1995] que se han denominado p-lactamasas de
amplio especto o ESBLs (Extended Spectrum B-lactamases). Las mutanies
resistentes a antibidticos de amplio espectro y a inhibidores aisladas
clinicamente se pueden encontrar en una base de datos en la siguiente

direccion: www.lahey.org/studies/webt.htm (APENDICE)

Las f-lactamasas se han clasificado en cuatro clases (A, B, C y D) de acuerdo a
su estructura primaria [Ambler, 1980]. Las enzimas de las clases A, Cy D
pertenecen a la superfamilia de las peniciloil-serin-transferasas; las enzimas
pertenecientes a la clase B se conocen como B-lactamasas metalicas. Las p-

lactamasas clase A, clase a la que pertenece TEM-1, sen proteinas
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monomeéricas de alrededor de 29 kDa formadas por dos dominios estructurales
entre los que se encuentra el sitio activo. El primer dominio esta formado
nicamente por hélices o y el segundo tanto por hélices a como por hojas f.
(FIguraA 2)

EL SITIC AGTIVO DE LA B-LACTAMASA TEM-1

Alrededor del sitio activo de TEM-1 se encuentra una serie de elementos
conservados en la familia de las peniciloil-serin-transferasas involucrados en el
reconocimiento del sustrato y en el proceso catalitico. El primer motivo, SXXK,
incluye a la Ser-70 catalitica y a la Lys-73 cuya cadena lateral apunta hacia el
sitio activo y esta involucrada en la reaccion. Ef segundo motivo, SXN, se
encuentra en el dominio « y forma una de las paredes del sitio activo. Tanto la
Ser-130 como la Asn-132 apuntan hacia el sitio activo, En el dominio o/p se
encuentra el tercer motivo, KTG, que forma la pared opuesta del sitio activo.
Existe un puente de hidrogeno entre la Lys-234 del tercer motivo estructural y la
Ser-130 del segundo. El cuarto elemento conocido como el asa o contiene el
mativo EXELN. La funcién del Glu-166 y la Asp-170 es fijar una molécula de
agua cerca de la Ser-70 catalitica. Los datos cristalograficos muesiran una
densa red de puentes de hidrageno en la cavidad del sitio activo. [Matagne,
1998; Knox, 1995]. (FIGURA 2)

MECANISMO CATALITICO

El mecanismo catalitico de las p-lactamasas consta de tres etapas: la formacion
del complejo no covalente de Michaelis, una reaccién de acilacion para formar el
complejo acilo-enzima, y finalmente una desacilacion para liberar el producto y la

enzima restituida. (FIGURA 3)

En general, tanto la acilacion (kz) como la hidrolisis del complejo acilo-enzima

(ks) son rapidas, teniendo entonces valores altos de recambio {kear) ¥ constante
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FIGURA 2. Representacion de la estructura tndimensional de 1a g-lactamasa TEM-1 (1XPB) y
detalies def silio activo
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FiGURA 3. Mecanismeo catalltico de la hidrélisis de g-lactémicos por las penicileil-serin-transferasas
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de especificidad (kea'kn). La eficiencia catalitica de [a enzima depende de ambos
valores y no solamente de kekm que representa la constante aparente de
acilacion y es independiente de la velocidad de desacilacién [Matagne, 1998].

__koks
Keat = ko+ ks
. Kk-1hk3 + k2k3
Ko = “kitke+ky
kn K
r_ K-_1+ ke
K - k+1

Aungue se tiene informacién de que residuos estan involuerados en la catalisis,
no se ha lograde definir con precision en que etapa o de que forma funcionan.
La formacién del complejo acilo-enzima implica un ataque nucleofilico del
hidroxilo de la Ser-70 al carbono del carbonilo del sustrato B-lactamico. Para
propiciar dicho ataque se espera que residuos vecinos incrementen el poder
nucleofilico de la Ser-70, es decir que la activen. L.os dos residuos que se han
propuesto como activadores son el Glu-166 $6lo o a fravés de una molécula de
agua [Lamotte-Brasseur, 1991; Strynadka, 1992; Juteau, 1992} y en ofro caso la
Lys-73 [Strynadka, 1992 y 1996]. Para la etapa de desacilacion es mas clara la
activacion de una molécula de agua por el Glu-166. Durante las etapas de
acilacion y desacilacién se forman intermediarios tetraédricos en los que el
oxigeno del carbonilo del sustrato g-lactamico esta cargado negativamente. El
oxanién es estabilizado en una cavidad formando puentes de hidrogeno con los
grupos NH de la cadena principal de la Ser-70 y la Ala-237 [Lamotte-Brasseur,
1991; Strynadka, 1992; Juteau, 1992].
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El grupo del Dr. Lorenzo Segovia esta interesado en el estudio de las relaciones
estructura-funcién en proteinas. A través de estrategias de evolucion dirigida se
tratan de entender los mecansimos y las rutas que operan en la evolucién de las
proteinas, utilizando como modelo a las B-lactamasas.

EVOLUCION DIRIGIDA DE LA B-LACTAMASA TEM-1 HACIA LA HIDROLISIS DE CEFOTAXIMA

Hasta la fecha se han reportado fres técnicas distintas de evolucién dirigida que
utifizan como modelo la evolucion de la B-lactamasa TEM-1 hacia la hidrélisis de
cefotaxima, una cefalosporina de tercera generacion no hidrolizable por TEM-1.
(FIGURA 4)

PCR SEXUAL DE LA B-LACTAMASA

En 1994 W. Stemmer publica los primeros resultados de evolucion de TEM-1
hacia la hidrélisis de cefotaxima mediante ciclos de PCR sexual [Stemmer,
1994b]. Realiza tres ciclos sucesivos de PCR sexual (descritc en la seccion
anterior) al gene de TEM-1 con su region promotora seleccionando las variantes,
clonadas en el vector p182Sfi y transformadas en E.coli Xl.1-blue, en
concentraciones crecientes de cefotaxima hasta obtener una mutante capaz de
conferir una resistencia 16000 veces mayor que el gene silvestre. Para el
segundo y tercer ciclo de PCR sexual utiliza como templado mas de cien
colonias resistentes a cefotaxima. El nivel de resistencia al antibidtico se
determina in vivo mediante un ensayo de CMI (Concentracién Minima Inhibitoria,
ver Materiales y Métodos). Posteriormente realizo dos ciclos de retrocruza por
PCR sexual con el gene silvestre obteniendo una mutante 32000 veces mas
resistente. La tasa de mutagénesis reportada para esta técnica es de 0.7%.
{FIGURA 5)

La mutante ST-1 aislada después de tres ciclos de PCR sexual con una CMi de

320 pug/ml de cefotaxima contiene 8 mutaciones de las cuales una se localiza €n
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PCR Sexual Retrocruza

ciclo 1 ciclo 2 ciclo 3 ciclo 1 ciclo 2
TEM-1 wt seleccion en | seleccion en | seleccién en ST seleccién en | seleccion en &8T-2
Cile=0 02 032a0.64 5a10 40280 P CMIg=320 80 a 160 80 a 160 -» CMig=640
pgiml pgfmlL pg/mL ngimL ugimL po/mL pg/mL ug/mL
CLONA GENOTIPO

ST-1  g4205a, 39593, g3934a, g3713a, 23689g, A18V, E104K, M182T, G238S
ST2  g4205a, 138429, ad767g, A42G, G928, E104K M182T, G238S, R241H

FIGURA 6. Estrategia experimental seguida por Stemmer para la evolucidn dirigida de la B-lactamasa TEM-1 hacia la hidrélisis de cefotaxima. En
la parte inferior se detalla el genotipo de las clonas selccionadas. En mindsculas se indican las mutaciones silenciosas ¥ en negritas la mutacion
en la regqion promotora.



la regidn promotora, cuatro dan cambio de aminoacido (E104K, G238S, M182T y
A18V)} y cuatro mas son silenciosas.

La mutante ST-2 aislada después de dos ciclos de retrocruza con una CMI de
640 ug/mL de cefotaxima también contiene 9 mutaciones: la misma mutacién
que ST-1 en la regién promotora; seis mutaciones que dan cambio
deaminoacido, tres nuevas y tres heredadas de ST-1 (A42G, G92S, E104K,
G2388, M182T y R241H) y dos mutaciones silenciosas.

Para determinar cuales mutaciones eran las responsables del fenotipo
observado realizé fres construcciones por mutagénesis sitio dirigida. La variante
S§T-3 carece de las dos mutaciones silenciosas de ST-2 v presenta el mismo
fenotipo. La variante ST-4 (equivalente a la secuencia madura de TEM-52)
contiene los cambios E104K, G238S, M182T vy el de la regién promotora,
presentando una CMI de 10 ug/mL. Adicionalmente realiza una construccion
equivalente a TEM-15 (E104K, G2388S) pero con la mutacién en el promotor que
también presenta una CMI de 10 ug/mL. Finalmente concluye que el fenotipo
observado se debe a las sels mutaciones que dan cambio de aminoacido en ST-
2 mas la mutacion en el promotor.

PCR HIPERMUTAGENICA CON ANALOGOS DE NUCLEOTIDOS

M. Zaccolo reporté una PCR hipermutagénica con analogos de nucledtidos
utilizando el modelo evolutivo de obtencidn de variantes de TEM-1 capaces de
hidrolizar cefotaxima [Zaccolo, 1899]. El nimero de ciclos de PCR con los
analogos de nucledtidos ftrifosfato determina la tasa de mutagénesis.
Inicialmente generd cuatro librerias de alrededor de 10* variantes (1A, 1B, 1Cy
1D) con tasas de mutagénesis de 0.97%, 2.33%, 2.52% y 3.22%. Las variantes
del gene completo de TEM-1 con su promotor fuercn clonadas en el vector
pBC SK+, transformadas en E.cofi Acel y seleccionadas en 0.1 a 2 pg/ml de
cefotaxima. De cada libreria aislo la variante capaz de conferir la mas alta CM)
de cefotaxima y realizd dos ciclos adicionales de evolucion a las mutantes 1A.1y
1D.5 seleccionando en 1 a 20 ug/mL de cefotaxima, para el segundo cicle, y 20
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a 100 pg/mL de cefotaxima para el tercero. Finalmente aisl6 de los bancos 3Ay

3D variantes 2500 y 20000 veces mas resistentes a cefotaxima que TEM-1,

respectivamente. (FIGURA 6)

lLas cuatro variantes aisladas del primer ciclo de mutagénesis a partir de

librerias independientes contienen los siguientes cambios:

* 1C.1, con CMI de 0.39 pg/mL, posee tinicamente la mutacion E240G

* 1D.5, con CMI de 0.78 ug/mL, es equivalente a TEM-12 (R1648)

* 1A.8, con CMI de 6.25 ug/mL de cefotaxima, posee una mutacion silenciosa
y tres que dan cambio de amincacido (G238S, R241H y D254G)

* 1B.1, con CMI de 3.125 ug/mL sélo contiene un cambio {G238S) y resulta
equivalente a TEM-19

Después de someter las variantes 1A.6 y 2D.5 a un segundo ciclo de

mutagénesis obtuvo las variantes:

* 2A6 que adguirid la mutacién E240K y conservé todas la de la secuencia
parental 1A.6 y

» 2D.5 que adquirié una mutacion en el promotor, dos mutaciones silenciosas y
el cambio E104K conservando la mutacion Gnica de la secuencia parental
1D.5. Esta variante es equivalente a TEM-26 sin considerar la mutacion en el
promotor.

Al someter la mutante 2A.6 al tercer ciclo de mutagénesis se acumuld una

mutacion en el promotor, distinta a la encontrada en 2D.5, conservandose los

cambios de la secuencia parental pero no se obtuvo un incremento de CML

La mutante 3D.5 obtenida en el tercer ciclo a partir de 2D.5, presenta una CM|

de 800 pg/mL y adquirié las mutaciones M182T y G238S; sin embargo, no

conservo todas las mutaciones de la secuencia parental, revirtié el cambio

R1648S. A pesar de que una reversidn es poco probable se ha demostrada que

las mutaciones G238S y R164S son dos soluciones distintas y excluyentes

durante la evolucién hacia la hidrolisis de cefotaxima [Giakkoupi, 2000). Esta

mutante es equivatente a TEM-52 y a la clona ganadora de Stemmer, ST-2,

excepto por la mutacion en el promotor. Zaccolo realizéd los ensayos de CMI con

gotas de 10* UFCs, obteniendo valores mas altos en comparacién a la técnica
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1CA1
» CMig=0.39
ug/mt
ciclo 1 ciclo 2 cicle 3
A pars ) 1D.5 2D.5 3D.5
TEM-1wt | B,a . seleccién en - CMIC,fnoL-,S h’seleccién en CMle=3.12 —’seleccién en CMICJF?_UO
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~» CMIg=3.12
pa/mlL
CLONA GENOTIPO
iC1  E2406
1D.5 R1648
1A6  Q80* G238S, R241H, D254G
1B.1 (52388

2A6 Q90* G238S, E240K, R241H, D254G

2D.5  t4216g, VB4*, T133*, E104K, R164S

3A5  c4210t, QOO*, G238S, E240K, R241H, D254G
3056 t4216g, V84" T133* E104K, M182T, G238S

FiGURAa 6 Estrategia experimental seguida por Zaccolo para la evolucion de TEM-1 hacia la hidrélisis de cefotaxima. La generacién de variantes
se realizo con PCR mutagénice con analoges de nucledtidos. En [a parte inferior se detalla el genctipo de las clonas selccionadas, En negritas fas
mutaciones en el promotor.



utilizada por W.P.C. Stemmer (ver materiales y métodos). Al comparar las dos
mutantes M. Zaccolo observo gue tienen CMI y parametros cinéticos
comparables, teniendo ST-2 valores ligeramente mas altos.

EVOLUCION in vivo CON FAGEMIDOS EN CEPAS MUTADORAS

En el tercer reporte de evolucidn de TEM-1 hacia la hidrélisis de cefotaxima se
utiliza como sistema de mutagénesis al azar la cepa mutadora KH1366 de E.cofi
[Long-McGie, 2000}. Realizaron 23 ciclos de mutagénesis y seleccion que
consistieron en infectar la cepa KH1366 con fagémidos empacados pLITMUS
{que contiene a blaTEM-1 con su promotor) y el fago auxiliar M13,
posteriormente se seleccionaron la células infectadas con ambos vectores y
finalmente se realizé la seleccién en cefotaxima. Los fagémidos aislados de los
cultives de alrededor de 10° células con mayor concentracion de cefotaxima y
fago auxiliar fresco se utilizaron para infectar células nuevas, iniciando la
siguiente generacion. Todos los cultivos se propagaron en medio liquide, por
tanto, siempre trabajaron con poblaciones de mutantes. La caracterizacion de
mutantes individuales se realizo aislando 6 UFC de células XL1-Blue infectadas
con los fagémidos empacados de las generaciones 6, 11 y 23 a las que
posteriormente se les determino secuencia y CMI de cefotaxima. Para analizar a
reproducibilidad de la técnica realizaron la evolucidn durante 23 generaciones en
dos series independientes obteniendo resultados muy similares, es decir,
variantes 500 y 1000 veces mas resistentes a cefotaxima que TEM-1. (FIGURA 7}
Las variantes aisladas de las generaciones 6, 11 y 23 de evolucién de
pLITMUS28 a pesar de conferir distinta CMI, tienen las mismas mutaciones en
blaTEM-1. Estas variantes resultan idénticas a TEM-15 y poseen los cambios
E104K y G2388S.

Durante la evolucion de pLITMUS39 se observa con claridad la acumulacion de
mutaciones benéficas a través de las generaciones. L.a mutante plIT38-6, con
CMl de 0.8 pg/ml de cefotaxima presenta el cambio G2388, siendo equivalente

a TEM-19. La variante aislada de ia generacion 11 adquiere el cambio E104K y
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generacién 6

generacién 11

generacion 23

TEM-1 wt seleccién en pLIT28-6 seleccion en pLIT28-11 seleccion en pLIT28-23
CMI=0.05 1.6 pgmL » CMie=12.8 6.4 pg/mL | CMlg=25.6 12.8 pg/mL ¥ CMlg=25.6
pg/mL ug/mL, ng/ml png/mL

CLONA GENOTIPO
pLiT28-6 E104K, G2383
pLIT28-11 E104K, G238S
pLiT28-23  E104K, G238S
generacion 6 generacion 11 generacién 23
TEM-1 wt Lseleccién en pLIT32-6 selecciénen | pLIT38-11 seleccion en pLIT39-23
CMl¢=0.05 0.8 ug/mL —» CMI=0.8 6.4 ngimlL-» CMIlc=25.6- 25,6 ug/ml. - CMig=51.2
pg/ml pa/mL 51.2 ug/mL ngfmkb
CLONA GENCTIPO
pLIT39-6 2388
pLIT39-11 E104K, G238S
plIT39-23  E104K, (52388, T265M

FIGURA 7. Estralegia de evolucién in vivo utllizada por Long-McGie para la obtencidn de mutantes de TEM-1 capaces de hidrolizar cefotaxima en
dos experimentos independientes. En las tablas se indican las mutaciones encontradas en las variantes seleccionadas de los generaciones 6, 11
y 23
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iz

confiere una CMI de 25.6 a 51.2 ug/mL. Al cabo de 23 generaciones fogran
aislar una variante equivalente a TEM-4 (E104K, G238S, T265M)® con una CMI
de 51.2 ug/mL de cefotaxima.

ESTRATEGIAS DE RECOMBINACION int vitro [Moore, 1997]

En 1997 se publica un profundo analisis teérico-practico de las ventajas y
desventajas del PCR sexual que sugiere una serie de condiciones bajo las
cuales podria ser mas exitosa la evolucién dirigida de una proteina [Moore,
1997]. A continuacion se citan algunas de las indicaciones del grupo de F.
Arnold que resultan relevantes para el presente trabajo.

L 0S BENEFICIOS CLASICOS DE LA RECOMBINACION EN LA EVOLUCION

Utilizar la recombinacién durante la evolucién dirigida (e.g. PCR sexual) de una
proteina permite utilizar mas de una variante como secuencia parental para la
siguiente generacion. Lo contrario sucede durante la evelucidn en una poblacion
asexual (e.q. PCR mutagénica) donde sdlo se utiliza la mejor variante, dejando
fuera otras soluciones que tendrian que reaparecer en generaciones
subsecuentes. Adicionaimente en la evolucién de una poblacion asexual se
tiende a acumular mutaciones deletéreas que pueden provocar la terminacién
prematura de un linaje, ya que el dnico mecanismo para eliminarlas es la
reversion de mutaciones. La recombinacion, en cambio, permite la acumulacién

y fijacién de mutaciones benéficas asi como la eliminacion de deletéreas.

© Long Me-Gie, et al repartan come TEM-4 a la variante con los cambios E104KIGZSSSFI’283M.
sin embargo en la secuencia corregida con la numeracidn ABL (Ambler) TEM-4 tiene los cambios
E104K/G2385/T265M v el res:duo 263 es una iscleucina
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TASA DE MUTAGENESIS OPTIMA

Considerando que [a mayoria de las mutaciones son deletéreas, una alta tasa de
mutagénesis dara como resultado una libreria con un alto porcentaje de
variantes inactivas. La resistencia a mutaciones varia de una enzima a ofra,
entonces se debe adaptar la estrategia en funcion de la enzima que se esié
utilizando. EI grupc de F.Arold [Moore, 1887] encuentra que la tasa de
mutagénesis de 0.7% del PCR sexual es demasiadc alta para la pNB esterasa
va que obtiene librerias donde el 80% de las variantes son inactivas.
Reduciendo la tasa de mutagénesis a 0.04% utilizando una polimerasa de alla
fidelidad logra reducir el porcentaje de variantes inactivas a 25%.

Al someter un conjunto de variantes con mutaciones benéficas a un ciclo de
PCR sexual, se adquieren nuevas mutaciones ademas de recombinar las de las
secuencias parentales. La tasa de mutagénesis puntual introducida durante €l
PCR sexual enmascara los efectos de las combinaciones de mutaciones
benéficas. Un PCR sexual puramente recombinogénico simplificaria el analisis

de combinaciones de mutaciones benéficas.
LA TENDENCIA A LA AUSENCIA DE MUTACIONES Y SUS IMPLICACIONES EN EL MUESTREQ

Considerando un sistema de recombinacién de N secuencias con un namero
total de M mutaciones, la probabilidad de obtener secuencias con p mutaciones

equivale al nimerc de formas en que una secuencia con p mutaciones se puede

generar { C?f) por la probabilidad de generarla:
- AT/ AL G
A, = ClZY (%)

£, = bl ()
w o M-u I \ N N ec.2
Para este modelo se asume que todas las mutaciones son gnicas, que se

encuentran suficientemente separadas para poderse recombinar y que la mezcla

de secuencias parentales es equimolar.
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Al analizar con este modelo el comportamiento de la recombinacion de
secuencias con una sola mutacién y con N=M se encuentra que entre el 73 y el
75% de las variantes generadas equivale a las secuencias parentales o a la
secuencia silvestre de partida, es decir, sélo el 25% de las mutantes generadas
soh nuevas. Se hace evidente que la probabilidad de generar secuencias
nuevas disminuye al incrementar el nimere de secuencias parentales.

(FIGURA 8)

Las probabilidades reducidas de generar secuencias nuevas tienen una
implicacidn directa sobre el muestreo, que es una limitante experimental (ver
introduccién}. La probabilidad de generar la secuencia mas rara (Pu). es decir,
aquella en que se combinen todas las mutaciones (u=M) es 1/NV. Para tener la
certeza de encontrar la variante ganadora, debemos esiar seguros de haber
muestreado a la variante mas rara. El tamafo de la muestra requerida para
encontrar a la variante mas rara es descrita por:

In(1-i.c.)
S < In(1~Pwm) ec.3

donde i.c. es el intervalo de confianza y S es el tamafio de la muestra. El tamafio

de la muestra incrementa drasticamente al disminuir la probabilidad de generar
la variante mas rara (Py).

EFECTO DEL NUMERO DE VARIANTES RECOMBINADAS

F. Amold [Moore, 1997] realiza una simutacion computacional para analizar el
efecto del naimero de secuencias recombinadas en el tamario de la muestra
requerida para aislar variantes mas activas que las secuencias parentales.
Realiza 15 repeticiones de la simulacion de la recombinacién de cinco y de diez
secuencias con N=M asumiendo que todas las mutaciones son Gnicas, benéficas
y aditivas. Aunque el comportamiento real de un experimento de este tipo resuita
mucho mas complejo los resultados obtenidos en esta simplificacion son muy
interesantes. (FIGURAS 94, 98 ¥ 9C)
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secuencias parentales con una sola mutacion. Gréfico realizado sustituyendo valores de N=M en la
ecuacion 2. Figura tomada de [Moore, 1997).
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FIGURA 9C. Rango de valores de actividad en escala amphada.

ANTECEDENTES

FIGURA 9a. Promedic de los valores mas altos de actividad obtenidos mediante la simulacion de

FIGURA 9B. Rango de valores de actividad obteridos mediante la simulacion de la recombinacidn
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ANTECEDENTES

Resulta evidente que con muestras pequefias se obtienen mejores resultados
recombinando 5 secuencias. Para este estudio se utilizd el tamizaje, pero una
estrategia de seleccion permite analizar muestras de mayor tamaro pudiendo
aislar variantes con incrementos mas drasticos de actividad resultantes de la

recombinacion de diez secuencias pareniales.
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GEETIVOSR

OBJETIVO GENERAL

* Determinar la influencia del namero de secuencias parentales en ia

generacion de variantes con una actividad optimizada por PCR sexual.

OBJETIVOS PARTICULARES

* Reproducir la técnica de mutagénesis al azar y recombinacion. PCR sexual

{DNA shuffling).

* Realizar por lo menos dos ciclos de evolucion dirigida a la p-lactamasa

TEM-1 hacia la hidrélisis de cefotaxima.
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HWATERIALES Y METODLOS

CULTIVOS CELULARES

Para este trabajo se utilizo la cepa de E.coli XL1Blue-MRF'. Se prepararon
células electrocompetentes [Tung, 1995] con eficiencias superiores a 1x10°
transformantes por ug de DNA.

Para todos los cultivos en liquido o en placa se utilizé medio LB [Sambrook,
1989] con el antibidtico requerido en el experimento.

Los antibitticos utilizados fueron ampicilina (Sigma®) a una conceniracion de
200 pg/mL, kanamicina (Sigma®) a una concentracion de 25 pg/ml y cefotaxima
(Sigma®) en concentraciones variables.

Todos los cuitivos se incubaron a 30 °C.

BioLoGiA MOLECULAR

PLASMIDOS

pBR322 [Bolivar, 1977]

Vector de clonacién de 4361 pb que contiene los marcadores de resistencia a
ampicilina y tetraciclina. Contiene el origen de replicacion pMB1 para E.calfi,
haciéndolo un plasmido de bajo ndimero de copias.

pT4 [construido en el laboratorio del Dr.Hilvert, ETH, Suiza; donado por J.Osuna]
Vector de expresion en E.coli de 2845 pb. Contiene el marcador de resistencia a
kanamicina y origen de replicacién pUC, siendo un plasmido de alto nimero de
copias. También contiene al promotor transcripcional medianamente fuerte ptrc.

ELECTROFORESIS
Se utilizaron geles de agarosa grade DNA (Bio-Rad®) al 1% y al 2% en solucion
amortiguadora TAE [Sambrook, 1989]

ReaccioNES DE PCR

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo con 5 unidades de
Tag-DNApolimerasa (GibcoBRL®) por cada 100 pbL de reaccién bajo las
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siguientes condiciones: 40 pmol de cada oligonucledtido por cada 100 uL de
reaccion, MgCl; (GibcoBRL®)1.5 mM, dNTPs (GibcoBRL®) 2.5 mM, solucion
amortiguadora (GibcoBRL®); 1 ciclo de desnaturalizacion (94 °C por 5 min), 30
ciclos de amplificacion (94 °C por 1 min, 52 °C por 1 min, 72 °C por 1 min} y 1
ciclo de extensién finaf (72 °C por 5 min) en un termociclador Strafagene®.
Algunas reacciones se realizaron en condiciones distintas gue se indicaran
posteriormente.

Todos los oligonuciedtidos utilizados fueron sintetizados en la Unidad de
Sintesis del Instituto de Biotecnologia, UNAM.

La pareja de cligonuciedtidos tapén-sp y endXho permiten amplificar al gene
completo de la B-lactamasa adicionando al inicio un sitio de restriccién Ncol y al
final el sitio Xhol.

Los oligonucledtidos ptd4 y pt4-2 se disefiaron para determinar la secuencia de

insertos clonados entre los sitios Ncol y Xhol del vector pT-4.

TABLA 2. OLIGONUCLEOTIDOS

NOMEBRE SECUENCIA 5" —3"

tapén-sp  GTGGATCGTGGGCCATGGCTATTCAACATTTC
endXho  CCGGCTCGAGTCATTACCAATGCTTAATCAG

ptd GACATATAAACGGTTCTGGCA
pt4-2 GCCAGTGAATTGTAATACGAC

Los silios de restriccion se muestran en negritas
Los nucledtidos en cajas representan a los codones de inicio y términe

Las nucledtidos subrayados indican las regiones de hibridacion con el templado

PUriFiIcACION DE DNA
Purificacion de plasmidos

Se inoculé una colonia aislada en 2 mL de medio LB con el antibidtico

correspondiente y se incubd a 30 °C durante 16 h. Posteriormente se colectaron
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las celulas por centrifugacién vy se purificd el plasmido por lisis alcalina, con
soluciones y columnas de Roche® (High Pure Flasmid Isolation Kit).

Purificacion de Productos de PCR

Los productos de PCR se purificaron utilizando soluciones y columnas de
Roche® (High Pure PCR Product Purifiacation Kit).

Extraccion de DNA de geles de agarosa

Los fragmentos de DNA digerido para clonaciones y para el PCR sexual se
extrajeron de geles de agarosa con soluciones y columnas de Qiagen®
(Qiaquick Gel Extraction Kit).

PCR sexuAL [STEMMER, 19948]

Amplificacion de genes parentales
Se amplificaron por PCR las secuencias seleccionadas con los oligonucledtidos
ptd y ptd-2.

Digestion con DNAsal

De 2 a 3 ug de una mezcla equimolar de productos PCR purificados se
digirieron en solucién amortiguadora (Tris-HC! 50 mM, MgClz 1 mM pH=7.4) con
1 unidad de DNAsal libre de RNAsa (Roche®) en un volumen de 50 pL y se
incubaron a temperatura ambiente durante 5, 10 y 15 min para determinar las
condiciones en que fragmentos de 100 a 300 pb fueran mayoritarios.

Finalmente, los fragmentos se extrajeron de un gel de agarosa al 2%.
Recombinacion y adquisicion de mutaciones

Con los fragmentos de 100 a 300 pb purificados se realizé una reaccion de PCR

sin oligonuclectidos bajo las siguientes condiciones: 1 ciclo (94 °C por 1 min), 40
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ciclos{84 °C por 30 s, 52 °C por 30 s y 72 °C por 30 s) y 1 ciclo (72 °C por 5 min).
Por ser esta la tnica reaccién mutagénica, se utilizé MgCl; 2.5 mM.

Tanto el exceso como la baja concentracién de fragmentos en esta reaccion
impiden la reconstruccion del gene, por tanto, para determinar las condiciones
optimas de la reaccién se efectuaron dos reacciones una con 5 ul y ofra con
20 pL de templado.

Amplificacion del banco

Se amplificaron los fragmentos de 1107 pb en una reaccién de PCR con los
oligonucledtidos pt4 y ptd-2. Los productos obtenidos se purificaron antes de ser
clonados.

CLONACION

Digestion de DNA con enzimas de restriccion

Las reacciones de digestion con Ncoly Xhol (New England Biolabs®) se
incubaron a 37 °C durante 16 h con la solucién amortiguadora indicada por el
proveedor. Los fragmentos obtenidos correspondientes al vector y al inserto se
extrajeron de geles de agarosa.

Ligacion

Las ligaciones se realizaron con la enzima T4-DNAligasa {Roche®) incubando a
16 °C por 16 h en la solucidn amortiguadora {GibcoBRL®) para T4-DNA ligasa.
Para aumentar la probabilidad de obtener la construccion correcta se
adicionaron a las reacciones los fragmentos correspondientes al vector y al
inserto en una relacién molar 1:4; como adn con este exceso siempre hay una
fraccion de vector que se liga sobre si mismo, ésta (itima se determina en una

reaccion control en las mismas condiciones pero sin inserto.
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Transformacion de células por electroporacién

Se mezclaron 60 pL de células competentes £.coli XL1-blue MRF’ con alrededor
de 100 ng del DNA que debian incorporar en una celda de 0.1 cm y se
sometieron a un choque eléctrico de 1.8 V en un electroporador (Bio-Rad®)
ajustado a 25 pF y 200 Q. Se recuperaron las células agitandose durante una
hora a 37 °C en 1 mL de medio SOC [Sambrook, 1989]. El mismo procedimiento
se siguio utilizando la misma cantidad de DNA de la reaccién control de
autoligacion.

Posteriormente se inocularon en placas de medio LB con elflos antibidtico/s
correspondiente/s y se incubaron a 30 °C hasta encontrar colonias aisladas. A
partir de colonias aisladas se realizaron culfivos en LB con antibidtico del que
finalmente se purificd plasmide. El niimero de UFC de las placas del control de
autcligacién equivale a la fraccién de plasmidos religados scbre si mismos.

En todas las construcciones nuevag se verificd la presencia de un inserto del
tamaro correcto por restriccion con Ncol y Xhol y/o con una reaccidn de PCR
con los oligonucleotidos ptd y pt4-2.

CLONACION DE BANCOS DE MUTANTES

Fueron necesarias algunas modificaciones al protocolo de clonacion descrito
anteriormente para poder generar bancos de por lo menos 15000 variantes.
Con bancos de 15000 variantes se tendria el 95% de certeza de encontrar por lo

menos todas las mutantes sencillas posibles de TEM-1. (ver antecedentes)

Digestion

Los genes mutantes se clonaron entre los sitios Ncol y Xhol del vector pT4-f
(ver resultados) intercambiandose por el gene silvestre. Para reducir la fraccion
de autoligantes, el vector se digind adicionalmente con Pst! (New England
Biolabs®)durante 2 h a 37 °C. El sitio de restriccion de Pstl esta localizado

aproximadamente a la mitad de blaTEM-1.



Ligacién

Para la reaccién de ligacién se utilizaron concentraciones mas altas de DNA, se
agregaron alrededor de 2 ug de inserto a cada reaccion, conservando la
proporcidén vectoriinserto 1 a 4. Se incubd la reaccién en la solucion
amortiguadora para T4-DNAligasa (New England Biolabs®) con la que se
observan mejores eficiencias de ligacion. Para concentrar los productos de la
reaccion y eliminar el alto contenido de sales de la solucion amoertiguadora se
realizd una extraccién con butanol [Sambrook, 1989], posteriormente una
precipitacion con etanol al 70% [Sambrook, 19881 y finalmente se resuspendio
en 10 uL de agua tetradestilada.

Transformacién en céluias electrocompetentes

Los 10ul de reaccion de ligacidn se transformaron en fres partes iguales de
forma independiente para reducir la inhibicion de la eficiencia
electrotransformacion por la alta concentracion de DNA. La recuperacion de las
tres alicuotas de células transformadas se realizd en 3 ml. de medio SOC.

El tamafio del banco obtenido se determiné contando las UFC de una placa
inoculada con 3 ul de las células en medic SOC (1/1000 del banco).

El resto de las c¢élulas en medio SOC se inocularon en 30 mL de medio LB con
kanamicina y se incubaron a 30 °C por 16 h para enriguecer el banco. De este

cultivo se purificd el DNA plasmidico.

SELECCION Y CARACTERIZACION DE MUTANTES

Seleccion de mutantes ganadoras

a. Preseleccion

Se transformaron entre 0.5 y 1 ug del banco y una mutante del ciclo de
mutagénesis anterior, como control, en células electrocompetentes. Después de
recuperar las células, se hicieron las diluciones pertinentes en LB para inocular
en placas de LB con kanamicina y concentraciones crecientes de cefotaxima el

equivalente al tamafio del banco y diez veces el banco. El rango de
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concentraciones de cefotaxima fue entre diez y cien veces la CMI promedio del
ciclo de mutagénesis anterior. En aquellas placas con el bance 10 veces
representado la probabilidad de encontrar todas las mutantes generadas es mas
del 95% [Moore, 1997], sin embargo, fue necesario inocular placas con el banco
representado una sola vez ya que en concentraciones superiores a 10° células
por placa se pueden encontrar falsas positivas.

Adicionalmente se inocularon en placas de LB con kanamicina entre 50 y
500 UFC para calcular con precision el nimero de células inoculadas en cada
placa de cefotaxima.

Las mutantes ganadoras, es decir, aquelias que hayan crecido en la
conceniracion mas alta de cefotaxima, fueron levantadas de Ia placa con una
solucion de Tris-HC! 50 mM, EDTA 10 mM, pH=8 vy se les exirajo el DNA
plasmidico.

b. Seleccién de mutantes ganadoras

Se transformaron 50 ng del DNA aislado de las mutantes ganadoras en células
electrocompetentes. Después de recuperar las cglulas transformadas se
realizaron diluciones en LB para inocular alrededor de cien y de mil UFC por
placa en placas de LB con kanamicina y con kanamicinafcefotaxima. El rango de
las concentraciones de cefotaxima va desde la mitad hasta el triple de Ia
concentracion de la que se aislé el grupo de mutantes.

Se aislaron 10 mutantes ganadoras para cada banco de las que se purificd
plasmido. Todas las mutantes fueron retransformadas para garantizar que el
fenotipo ohservado fuera conferido por el plasmido y no por el cromosoma de fa

célula que o contuviera,

Determinacion de CMI

Se determinard fa CM! de tas mutantes en placas de LB con concentraciones
crecientes de cefotaxima. Se inocularon gotas de 7 uL de diluciones 1073, 1075,
107 ¥ 107 de cultivos en LB con kanamicina a una Agoonm entre 0.8 y 1.1 de

cada mutante en cada placa de cefotaxima. Se incubaron las placas a 30 °C por
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24 h. Se considerd como la CM! aquella concentracién de cefotaxima en la que
desapareciera el crecimiento en una gota de 10 a 50 UFC.

Calculo de la tasa de mutagénesis del banco

De cada banco se aislaron entre 5 y 10 clonas al azar de placas de LB con
kanamicina, es decir, sin seleccionar la capacidad de hidrolizar cefotaxima para
obtener una muestra de las diversas mutaciones generadas. Posteriormente se
purificé plasmido de cada clona, se verifico la presencia de inserto por PCR y se
determiné su secuencia. La tasa de mutagénesis se calculé tnicamente para el
fragmento clonado (857 pb) de la siguiente manera:

tasa de mutagenésis =2.TVEAES
v ph fofales

Secuenciacién de mutantes

De cada mutante a secuenciar se realizé una reaccién de PCR con
Pfu-DNApolimerasa, una polimerasa de alta fidelidad, con los oligonuciedtidos
pT4 y pT4-2 bajo las siguientes condicionas: 1 ciclo (5 min a 94 °C), 30 ciclos
(1 mina 94 °C, 1 min a 52 °C, 2 min a 72 °C) y 1 ciclo (10 min a 72 °C).

Todas las secuencias fueron determinadas en la Unidad de Secuencia del
Instituto de Biotecnologia, UNAM, con un secuenciador automatico (Perkin-
Elmer). Para cada reaccion de secuencia se utilizaron 110 ng del producto de
PCR purificado y 10 pmo! de oligonucledtido. Con este sistema de secuenciacion
se pueden determinar con precision airededor de 800 pb por reaccion. Para
secuenciar completamente los productos de PCR de 1107 pb fueron necesarias
dos reacciones de secuencia para cada mutante, en un caso con cligonucledtido
ptd y en el segundo con pt4-2.
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CONSTRUCCION DEL VECTOR PT4-1

Para la seleccion de mutantes se requeria clonar el gene de TEM-1 en un
plasmido que confiriera resistencia a un antibiético distinto a la ampicilina; con
este fin se eligié al plasmido pT4 que contiene el marcador de resistencia a
kanamicina.

Se amplificé por PCR Gnicamente la secuencia codificante para TEM-1 del
plasmido pBR322 con los oligonucledtidos endXho y tapon-sp para introducir [os
sitios de restriccion Xhol y Ncol. Se digirieron tanto el producto de PCR de
876 pb purificado como el vector pT4 (2845 pb) con las enzimas de restriccion
Ncol y Xhol. Los fragmentos de 2055 pb, correspondiente al vector, y 867 pb,
correspondiente a blaTEM-1, se purificaron de un gel de agarosa al 1%.

Se realizo la ligacién de los fragmentos con 4 moles de inserto por cada mol de
vector. Se transformé 1 ul. de reaccion en 60 ul. de céluias electrocompetentes
XL1-blue. Se aislaron 3 colonias de placas de ampicilina y kanamicina de las
que se purificé plasmido.

Para verificar la presencia del inserto en ia construccion realizada se disefiaron y
sintetizaron los oligonucledtidos pT4 y pT4-2 (TABLA 2). Estos oligonuclestidos
hibridan 100pb arriba de!l codén de inicio y 100 pb debajo del codén de término
de blaTEM-1, siendo (tiles adicionalmente para la determinacion de ia secuencia
completa de todas las variantes clonadas en el vector pT4-p (FIGURA 10).

Se realizaron reacciones de PCR con los huevos oligonucledtidos asi como
digestiones con Xho! y Ncol a las tres clonas. En |los tres casos se obtuvo la
construceion esperada y se eligié una para realizar este trabajo.

En el disefio original del vecter se planeaba tener a blaTEM-1 bajo su promotor
natural, p3, para evitar tener mutantes con una CMI elevada por una alta
praduccidn de la proteina y no necesariamente por una mejoria de actividad. La
construccion obtenida posee un sitio de actividad estrella de Xhol que impide la
clonacion bajo el esquema disefiado. Sin embargo, se obtuvo una construccién
exitosa at utilizar el mismo vector pero con el promator ptre, que és ligeramente

mas fuerte, Existen evidencias de intoxicacién de células por algunas mutantes
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de B-lactamasa expresadas bajo el promotor ptre, efecto que se reduce al

incubar tas mutantes a 30°C [Osunal).

Pstl
Ncol Xhol

—
! blaTEM-1
trc

pT4-
2922pb

Km"

FiGURA 10A. Mapa del vector pT4-p.

Necol Xhol

——t ptrc | ps | DIGTEM-T  [mmmmmmme
o
region mutagenizada

regidn clonada

FiGURA 108.. Detalle de Ia construccion reatizada para clonar variantes de blaTEM-1 ptrc es el
promotor y ps el péptido sefial para la exportacién de TEM-1 a perpiasma.
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Ficura 11. Estrategia experimental utilizada para la evolucién dirigida de la p-lactamasa TEM-1 hacia la hidrélisis de
cefotaxima. Se realizaron tres ciclos de evolucién que consisten en la generacion de variantes por PCR sexual y la
seleccidn en concentraciones crecientes de cefotaxima. Los recuadros sefialan las clonas parentales y las clonas
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OBTENCION DEL BANCO C1

La secuencia de partida para el primer ciclo de PCR sexual fue el gene silvestre
blaTEM-1. Se obtuvo un banco de 3.5x10° mutantes de las cuales el 25.71%
contenian el vector ligado saobre si mismo, por tanto, el tamafo de banco
efectivo fue de 2.6x10° variantes.

PRESELECCION

La preseleccion del banco se realizé en placas con kanamicina y 0.2 ug/mL de
cefotaxima con indculos de 6.8x107, 6.8x10%6 6.8x10° UFC, es decir, que se
representd el banco alrededor de 250, 25 y 2.5 veces. Aproximadamente &l
0.008% del banco resultd ser resistenie a ésta concentracion de cefotaxima. Se
purifict plasmide de alrededor de 5000 mutantes preseleccionadas en una placa
con 0.2 pg/mL de cefotaxima

Como control se inocularon en placas con la misma concentracion de cefotaxima
4x10°%, 4x107 6 4x10° UFC transformadas con el gene silvestre. En ninguna de

estas placas se observd crecimiento.

SELECCION

Se transformarcn células frescas con el DNA purificado durante la preseleccion.
Se inocularon 2000, 200 y 20 UFC en placas con kanamicina y 0.1, 0.2, 0.4, 0.6
6 2 pg/mb de cefotaxima. E! 96% de las mutantes resultd resistente a 0.1 ug/mbL
de cefotaxima y el 0.5% a 0.6 pug/mL, siendo ésta la concentracion mas alta en la
que se observd crecimiento. De una placa con 0.6 ug/mL de cefotaxima se
aislaron 10 mutantes para caracterizarlas.

Como control se utilizaron células transformadas con el gene silvestre. Se
inocularon alrededor de 1600 UFC en placas con las mismas concentraciones

de cefotaxima y en ninguna se observd crecimiento.
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CARACTERIZACION DEL BANGO

Las mutaciones encontradas en 10 clonas al azar (8610 pb secuenciadas) se

presentan a continuacion (TABLA 3):

TABLA 3. CLONAS AL AZAR DEL BANCO C1

CLONA GENOTIPO
11 P62+ L102* S124R/ A 125% A134*
12 VB4A/ L1221/ A150T/ L200% P252*
1.3 S83G/ 5203P/ R244*
1.4 L137* T140KS R275N
1.5 K34E/ T188A
1.19 §222P
1.20 D157+ W164R! E274G
1.21 13T/ del/ E63L
1.22 wi
123 S98T/ins

* mutaciones silenciosas

Se encontré una secuencia silvestre (wt) asf como una insercién (ins) y una

delecion (del). Las tasas de mutagénesis en nucleétidos v en aminoacidos

fueron de 0.29% y 0.55% respectivamente. El 84% de las mutaciones fueron

transiciones y el 64% produjeron cambio de aminoacido. (TABLA 4)

TaBLA 4. CARACTERISTICAS DEL BaNCO C1

TASA DE MUTAGENESIS

total en nuciedtidos 0.29%
total en amincacides 055%
TRANSICIONES 84%
CAMBIO DE AMINCACIDG 64%
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CARACTERIZACION DE LAS MUTANTES GANADORAS

En la tabla 5 se muestran los cambios encontrados en las 10 mutantes
ganadoras aisladas de una placa con 0.6 pg/mL de cefotaxima, asi como su CMI
de cefotaxima.

TaBLA 5. CLONAS GANADORAS DEL BANCO C1

CLONA GENOTIPD CMi; {rg/mL)
19 E104K/ Y105H/ G238S 0.75
110 P27+ G2388 05
1.11 E28*/ 147V/ G238S 0.75
112 G411 G238S 0.5
113 G2388 0.5
114  P22* 853% G238S 05
1.15  A17Y/ G238S8/G283* 0.75
116 A17*/ H28R/S G238S/ E240K/ K256R 1
117 G238S/ T265M 0.75
1,18 A17+ QSOR/ G238S/ T265M 0.5

Se encontraron cinco mutantes idénticas en aminoacidos (1.10, 1.12, 1.13, 1.14
y 1.15} y todas, excepto la clona 1.15, presentan fa misma CM! de cefotaxima.
Esta variacion es atribuible al error del experimento ¢ a alguna ventaja conferida
por las mutaciones silenciosas en el uso de codones, ya gue en ningn caso se
encontraron mutaciones en la region promotora.

E! fenotipo se puede atribuir a la mutacion G238S ya que es comun a las 10
clonas ganadoras y es la (nica mutacion de la clona 1.13. Es importante resaltar
gue esta mutacidon no se encontré en ninguna de las clonas aisladas al azar
{TaBLA 4), corroborando que ia mutagénesis fue en efecto al azar y el banco no
estaba contaminado con dicha mutacidn.,

Las tasas de mutagénesis en nucledtidos y en amincacidos de las mutantes

ganadoras fueron 0.32% y 0.66% respectivamente. El 100% de la mutaciones
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fueron transiciones y el 77% de las mutaciones obtenidas produjeron cambio de
aminoacido. (TABLA B)

TABLA 6. CARACTERISTICAS DE LAS
CLONAS GANADORAS DELBANCO C1

TASA DE MUTAGENESIS

fotal en nucledtidos 0.32%
total en aminoacidos 0.66%
TRANSICIONES 100%
CAMBIO DE AMINOQACIDO 7%
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OBTENCION DEL BANCO C20

Para este segundo ciclo de mutagénesis se utilizaron como secuencias
parentales tres mutantes ganadoras del ciclo anterior, las mutantes 1.9, 1.14 y
1.16. Se obtuvo un banco de 3.4x10° mutantes de fas cuales el 0.7% contenian
el vector ligado sobre st mismo, por tanto, el tamafio de banco efectivo fue de
3.37x10% variantes.

PRESELECCION

La preseteccién del banco se realizd en placas con kanamicina y 4, 6, 8 ¢
10 pg/mL de cefotaxima con inbculos de 4.26x10° y 4.26x10° UFC
respectivamente, es decir, que se representd el banco 1.3 y 0.13 veces.
Alrededor de!l 0.04% del banco resulto ser resistente a 4 pg/mL de cefotaxima y
el 0.001% a 10 ug/mL. Todas las UFC observadas tenian el tamafio normal.
Como control se inocularon en placas con la misma concentracion de cefotaxima
1.38x107 y 1.38x10° UFC transformadas con la mutante 1.16. En todas placas
con mayor indculo se encontraron mas de 5000 colonias muy pequedas. En las
placas de menor indculo se observaron de 1 a 3 manchas de colonias diminutas,
excepto en la placa con 10 pug/mlL de cefotaxima en la que no hubo crecimiento.

La aparicion de pequefias UFC en los controles se debe a la alta densidad de
células,

SELECCION

Se realiz¢ ia seleccion de 206 mutantes preseleccionadas en una placa con
4 ug/mL de cefotaxima. Se inocularon 3140 y 314 UFC en placas con

kanamicina y 2, 4, 6, 8 & 10 pg/mL de cefotaxima. El 100% de las mutantes
resulté resistente a 2 y a 4 ug/mL de cefotaxima y el 6.95% a 10 pg/mL. De una
placa con 10ug/mL de cefotaxima se aislaron 10 mutantes para caracterizarlas.

La clona 20.2 se eliming, pues tenia un inserto de tamano superior al clonado.
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Como control  se utilizaron nuevamente células transformadas con la mutante
1.18. Se inocularon 6800 y 680 UFC en placas con las mismas concentraciones
de cefotaxima y en ninguna se abservd crecimiento.

CARACTERIZACION DEL BANCO

Se determind la secuencia de cinco clonas al azar (4305 pb) y se encontraron
los siguientes cambios (TABLA 7):

TABLA 7. CLONAS AL AZAR DEL BANCO €20

CLONA GENCTIPO

20.a P22*/ E37% GB7"/ Q207*/ A213* G2385/ E240K/ G251R
20b S80P/ 195M/ E104K/ Y105H/ del/ G238S/ E240K/ K256R
20.c A17*/ H26R/ G2385/ R257C

2o.d P22*/ C77*/ G156E/ G238S/ E240K/ RZ77™

2o.e A17*/ H26R/ YOTH/ Y105H/ G238S/ (280T

En negritas estan indicadas {as mutaciones presentes en las tres secuencias
parentales. l.a mutacién G238S era comin a las tres secuencias parentales, por
tanto, aparece en toda la progenie. Si las secuencias parentales fueron
mezcladas equimolarmente el resto de las mutaciones deberan aparecer con
una frecuencia de 1/3. El tamafic de |la muestra es muy pequefio para cbservar
tal efecto con precision, sin embargo, en 5 clonas tomadas al azar se encuentran
8 de las 9 mutaciones de las secuencias parentales con una frecuencia de

aparicidn de 1/5 a 3/5.

Este banco se generd a partir de una poblacién de secuencias con una tasa de
mutagénesis de 0.3% y el banco tiene una tasa total de 0.72%, por tanto, la tasa
de mutagénesis introducida durante el PCR sexual fue de 0.42%. La tasa de
mutagénesis en aminoacidos fue de 1.46%. Ei 96% de las mutaciones fueron

transiciones y el 67% produjeron cambio de aminoacido (TABLA 8).
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TABLA 8. CARACTERISTICAS DEL BANCO c20

TasaDE MUTAGENESIS

inicial en nucledtidos 0 30%
adquirida en nucledtidos 042%
total en nucledtidos 0.72%
total en amineacidos 1.46%
TRANSICIONES 86%
CAMEIO DE AMINOACIDO 87%

CARACTERIZACION DE MUTANTES GANADORAS

Se determinaron las secuencias y la CMI de cefotaxima de las 9 clonas

(7749 pb) aisladas de una placa con 10 ug/mL de cefotaxima que contenian un

inserto del tamafio correcto. Se encontraron los siguientes cambios (TABLA 9):

TABLA 9. MUTANTES GANADORAS DEL BANCO C20

CLONA

201
203
204
20.5
2086
20.7
20.8
20.9
2010

GENOTIPQ

P22*1 G78* E104K/ G2385/ K256R

P22*/ $53% E104K/ G238S

P22*f E104K/ G2385

P22* E104K/ P145* 1173V/ P174°/ 2385/ end2”
AT P22% E104KS H153% G238S/ 1279"

A7 E104K/ S130" G2385

P22*/ H26* E104K/ G238S

P22*1 PE7*/ E104K/ G238S/ AT8EV

M1R/ P22*/ E104K/ G238S

CMI..

(ug/mL)
5

(5T T & R 4 RS RS B S B 8 )

Todas las mutantes caracterizadas presentan el mismo fenotipo. Aungue fodas

las mutantes son distintas en nucledtidos seis de ellas tienen la misma

secuencia de aminoacidos. L.a mutaciéon M1R en la 20.10 no es preducto de la

mutagénesis del experimento, sino un defecto en la clonacion ya que el sitio de

47



RESULTADDS Y OIROUSISN

restriccion Neol utilizado para clonar incluye al coddn de inicio (TABLA 2). En el
caso de clona 20.10, encontramos que el codoén de inicio esta mutado por
arginina. Posiblemente la traduccién de [a proteina esté iniciando en el tercer
codon, que es AUU y si se ha reportado como codén de inicio en E.coli
[www.ncbi.nlm.nih.gov].

La combinacion de las mutaciones E104K y G238S son las responsables del
fenotipo observado ya que estan presentes en todas las mutantes, A pesar de
que la mutacion E104K se encontraba en la secuencia parental 1.9, debid de
generarse una vez mas en el Gitimo ciclo de mutagénesis ya que en 1.9 se
encontraba acompafada una mutacion en el siguiente coddn (Y105H) y resulta

improbable haberlas segregado.

Las tasas de mutagénesis en nucledtidos y en aminoacidos para las mutantes
ganadoras son 0.54% vy 0.85% respectivamente, ambas estan por debajo del
promedio del banco (0.72% y 1.46%). Lo anterior caoincide con la observacion

de que solamente dos mutaciones eran necesarias para el fenotipo observado.

El 52% de las mutaciones produjeron cambio de aminoacido y el 97% fueron
transiciones. (TaBLA 10)

TABLA 10. CARACTERISTICAS DE LAS
CLONAS GANADORAS DEL BANCO C20

TASA DE MUTAGENESIS

total en nucledtidos 0.54%
totzl en aminoscidos 0.85%
TRANSICIONES 97%
CAMBIO DE AMINOACIDG 52%
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OBTENCION DEL BANCO C2H

Las 5000 clonas preseleccionadas en el ciclo anterior (banco c¢1) se utilizaron
como secuencias parentales para un segundo ciclo de mutagénesis. Estas
clonas fueron aisladas de una placa con el banco ci representado 250 veces,
por tanto, se utilizaron como secuencias parentales alrededor de 20 clonas
distintas,

Se obtuvo un banco de 1.08x10° mutantes de las cuales el 8% contenian el
vector ligado sobre si mismo, por tanto, el tamafio de banco efectivo fue de
9.93x10° variantes.

PRESELECCION

La preseleccion del banco se realizd en placas de kanamicina y 2, 4 0 8 pug/mL
de cefotaxima con indculos de 3x10°y 6.6x10° UFC respectivamente, es decir,
que se representd el banco 3 y 0.6 veces. Alrededor del 0.002% del banco
resuité ser resistente a 2ug/mL de cefotaxima, el 0.0005% a 4 pg/mL y no hubo
crecimiento en 8 pg/mL.

Como control se inocularon en placas con las mismas concenfraciones de
cefotaxima 3.6x107 UFC transformadas con la mutante 1.16. En todas las
placas se encontraron mas de 5000 colonias muy peguefias, por [a alta densidad
celular del indeculo.

SELECCION

Se realizd la seleccion de 39 mutantes preseleccionadas en una placa con
4 ug/mbL de cefotaxima. Se inocularon 3860 y 386 UFC en placas con
kanamicina y 2, 4, 8, 8 & 10ug/mL de cefotaxima. El 100% de las mutantes
resultd resistente a 2 pg/mi. de cefotaxima y el 0.6% a 10 ug/ml.. De una placa

con 10 ug/mL de cefotaxima se aislaron 10 mutantes para caracterizarlas.
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Como control se utilizaron nuevamente células transformadas con la mutante
1.16. Se inocularon 6800 y 680 UFC en placas con fas mismas concentraciones
de cefotaxima y en ninguna se observé crecimiento.

CARACTERIZACION DEL BANGO

Se determiné la secuencia de 10 mutantes al azar (8610 pb) vy se encontraron

los siguientes cambios (TaBLA 11):

TaBLA 11. CLONAS AL AZAR DEL BANCO C2H

CLONA GENOTIPO

2h.a L30% V103F/ T141A/ T200% 1226+

2hb  wt

2he  YSTH/ A172V/ G238S
2hd V1590

Zhe  VB*

2h.f EB3L

2hg  T71* H96R/ Y158% G238S
2hh  L21% LASP/ EGID/ A1B4V
2hi  wt

2hj  G238S

La aparicién de dos secuencias silvestres (wt) concuerda con las predicciones
del medelo de Arnold (antecedentes) para la recombinacian de multiples
secuencias.

La tasa de mutagénesis total en nucledtidos para este banco fue de 0.23%, a

pesar de esperar una tasa similar a la de! banco ¢20 que fue de 0.72%. A
diferencia del banco c2o en donde se conoce la tasa de mutagénesis de las
secuencias parentales, para la generacion de este banco se partié de un grupo

de clonas sin caracterizacion individual. Para hacer un estimado de la tasa de
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mutagénesis introducida durante este ciclo de mutagénesis fue necesario
determinar {a secuencia de 8 clonas de las 5000 parentales. (TaBLA 12)

TABLA 12. CLONAS PARENTALES DEL BANCO C2H

CLONA GENCTIPO
prel L113H

pre2 (5238S8/ 5243
pred K111R/ L1437 G238S

pre4 G238S8
pre5  G238%
pre?  wt

pred P107* L1378
pre®  L30% G238S

La tasa de mutagénesis de las secuencias parentales es de 0.17%, por tanto el
ciclo Zh tuvo una tasa de 0.06%.

La tasa de mutagénesis de las secuencias parentales de ¢2h (0.17%) resulta
muy baja al compararla con el promedio del banco del gue provienen (¢1 con
tasa de 0.29%) e incluso con la de las 10 mutantes ganadoras de diche banco
{0.32%, TaBLA 6). Fue necesario verificar el fenotipo de las 5000 clonas
parentales aisladas de una placa con 0.2ug/mL de cefotaxima, fransformando en
ceélulas frescas, para garantizar que en efecto fueran mutantes resistentes a
cefotaxima. Utilizando inéculos de 60 y 600 UFC por placa se observd que el
100% de las variantes conferian resistencia a 0.1ug/mL de cefotaxima y
Uunicamente el 30% era realmente resistente a 0.2ug/mL de cefotaxima. En
placas con 0.1 ug/mL de cefotaxima y con indculos de 5000 UFC no hay
crecimiento de ia cepa transformada con el gene silvestre. Sin embargo, de 8
clonas secuenciadas aparece una con el genotipo silvesire que
presumiblemente sea una contaminacion.

El 50% de las secuencias parentales contienen la mutacién G2385 que

sabemos que es responsable del fenotipo v hay una fuerte tendencia a
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seleccionaria. Ninguna de las otras mutaciones se ha reportado como
responsable de resistencia a cefotaxima.

Finalmente, las caracteristicas de! banco c2h se resumen en la tabla 13:

TABLA 13.CARACTERISTICAS DEL BANCO C21

TASA DE MUTAGENES!S

inicial en nucledtidos 0.17%
adquirida en nucledtidos 0.06%
total en nucledtidos 0.23%
total en aminoacidos 0.45%
TRANSICIONES 90%
CAMBIO DE AMINCAGIDO 65%

CARACTERIZACION DE LAS MUTANTES GANADORAS

Se determind la CMI de cefotaxima y la secuencia de 10 clonas (8610 pb)
aisladas de una palca con 10 pg/mL de cefotaxima. Los resuitados se resumen
en la tabla 14:

TABLA 14. CLONAS GANADORAS EL BANCO C2H

CLONA GENQTIPO CMI., (ng/mL)
2h.t P27% Y46 E104K/ R191H/ T200% G238S/ P252* 3.4
2h 2 L21P/ N52S/ E104K/ G228S 3.4
2h.3  E104K/ Y105H/ G238S/ N276* 2.25
2h.4  QBBH/ G92S/ E104K/ T200% G238S/ A2B4* 34
2h5 G238S/ E240K 1.5
2h6 E104K/ G238S 3.4
2h7  L21P/ T29% E104K/ G238S 5
Zh.8  PB2* GTB E104K/ T114% G238S/ M182T 3.4
2h.e  E377 E104K/ T185% L207" G238S 3.4

2h 10 R93% E104K/ G238S 3.4
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Las mutaciones obtenidas son equivalentes a las del ciclo c2o, sin embargao,
variantes con ias mismas mutaciones (E104K y G2388) no dan exactamente la
misma resistencia. Incluso al realizar el ensayo de CMI simultaneamente
{Ficuras 12a v 12B) se puede observar una ligera diferencia. No hay mutaciones
en la region promotora, entonces no se puede descartar alguna ventaja
conferida por las mutaciones silenciosas en el uso de codones. No se considerd
necesario reclonar las mutantes ya que la diferencia no es muy drastica.
Las mutaciones Y105H y E240K habian aparecido en el ciclo anterior (en las
clonas 1.2 y 1.16 respectivamente}, sin embargo, no se podia esclarecer su
efecto ya que estaban acompafiadas de otros cambios. La mutacion Y105K
tiene un efecto negativo posiblemente por su cercania al residuo 104. Este es un
efemplo del tipo de mutaciones que no se pueden segregar mediante PCR
sexual.
E240K, al contrario, fiene un efecto positivo. Siempre se encuenira esta
mutacién junto con G238S y nunca con E104K. Posiblemente E104K/G238S v
E240K/G238S sean soluciones excluyentes, siempre siendo mejor la primera.

La tasa de mutagénesis, el porcentaje de transiciones y el numero de
mutaciones que dan cambic de aminoacido de las mutantes ganadoras del

banco cZh se resumen a continuacion (TABLA 15):

TABLA 15, CARACTERISTICAS DE LAS
CLONAS GANADORAS DEL BANCO C2H

TASA DE MUTAGENESIS

total en nucleétidos 0.49%
total en aminoacidos 0.97%
TRANSICIONES 85%
CAMB!O DE AMINOACIDO 65%

Contrario al caso de la baja tasa de mutagénesis en las secuencias parentales,

para las mutantes ganadoras encontramos que la tasa de mutagénesis s
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FIGURA 124, Determinacion de CMI de cefotaxima. En cada placa se inocularon gotas de 7pL de
diluciones de cultivos en LB con Agy entre 0.8 y 11 Como controles se utilizaron la cepa (XL1-
Blue} sin plasmido y ta cepa transformada con el plésmido resistente a Km que contiene al gene
slivestre (w1). En la parte inferior de cada placa se indica el antibidtico utilizado en pg/mL Las
clonas 20.4 y 2h.8 trenen el mismo genotipe
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F1GURA 128. Mutantes ganadoras de los bancos ¢1, ¢20 y ¢2h en concentraciones crecientes de
cefotaxima Como controles se utilizaron la cepa (XL1-Blue) sin plasmido y la cepa transformada
con el plasmido resistente 2 Km que contiene al gene siivestre (wt). En la parte inferior de cada
placa se indica el anttbidtico utiizade en ug/ml. Al igual que n la figura anterior, se puede
apreciar que la resistencia a cefotaxima es dependiente de la densidad celular,
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mucho mas alta que la tasa del banco. Sin embargo, la tasa de mutagénesis
representa lnicamente el promedio de la multiplicidad. Se puede observar
enfonces, gue la magnitud de la presién selectiva determina que porcion de la
distribucién se aisla. La presién selectiva en el caso de las 5000 clonas
parentales era superable por un solo cambio de aminodcido. Y si bien, el banco
c2h tiene en promedio una mutacién por gene, se requerian por o menos dos
cambios para superar la presion selectiva.

Una tasa de mutagénesis en nucledtidos de 0.49% implica cuatro cambios por
gene y una tasa de 0.97% en amincacidos implica de dos a tres cambios, los
necesarios para conferir la resistencia a 10 ug/mL de cefotaxima.
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PCR SexuAL

En el presente trabajo, se obtienen diversas evidencias experimentales de ia
reproducibilidad y utilidad del PCR sexual como estrategia de evolucién in vitro,
como son: la generacion de diversidad al azar; la recombinacion eficiente de las
secuencias parentales, asi como la adquisicién de nuevas mutaciones; la fijacion
de mutaciones benéficas y la eliminacién de deletéreas; y finalmente los
incrementos graduales de mejoria en la funcion seleccionada,

La figura 13 ilustra en que regicnes de TEM-1 cayeron las mutaciones tanto de
las clonas aisladas al azar como en las ganadoras de los tres bancos (c1, c2o y
c2h). Se puede observar con total claridad que la distribucion de mutaciones en
las clonas aisladas al azar del banco c1 es uniforme a lo largo de TEM-1. En los
otros dos grupos se observan zonas preferenciales de mutacion, més no resulta
extrafio ya que son variantes generadas a partir de secuencias parentales que
superaron una etapa de seleccion.

A pesar de que la muestra de variantes aisladas al azar del banco c20 es
pequefia, nos permite visualizar los eventos de recombinacion y mutagénesis
ocurridos durante el PCR sexual. En la figura 14 se sefialan las mutaciones
tantode las tres secuencias parentales como de las cinco clonas aisladas al azar
del banco c2o. Es posible observar que mutaciones muy cercanas no logran ni
recombinarse ni segregarse. Por ejemplo, no se encuentra ninguna secuencia
en que se combinen las mutaciones en las posiciones 22 (de 1.14), 17 y 26 (de
1.16); ni tampoco secuencias en que sdlo esté mutado el residuc 104 mas no el

105 y viceversa.

El evento mas obvio es la fijacion de E104K, presente Unicamente en una de las
secuencias parentales, en el 20% de la poblacién pero que aparece en el 100%
de las variantes sujetas a seleccion. Podemos considerar como mutaciones

deletéreas a Y105H, H26R y E240K ya que no se encuentran en ninguna de las
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FIGURA 13. Localizacion de las mutaciones a lo largo de TEM-1. Para ¢ada banco se indican [as
mutaciones encontradas en todas las variantes secuenciadas al azar y en detalle las
encentradas en las mutantes seleccionadas | paredes del sitio activo A mutaciones que dan
cambio de aminodeido A mutaciones silenciosas  Amutaciones reponsables del fenotipo.
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Ficura 14. Recombinacion de las mutaciones de las secuencias parentales y adquisicion de
mutaciones en un ciclo de PCR sexual. En gris se indican las mutaciones puntuales adquiridas
durante el PCR sexual.
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clonas ganadoras a pesar de estar presentes en las aisladas al azar. Sin
embargo, como se sefiald en la seccion anterior y cuyo efecto se discutira
posteriormente; E240K es deletérea solo en este contexto (acompafiada de
E104K) pues tiene un efecto positivo al estar en combinacion con G238S (clona
2h.5). (TasLa 18)

TABLA 15. FRECUENCIA DE APARICION DE MUTACIONES EN CLONAS DEL
BANCO C20

SECUENCIA FRECUENCIA DE APARICION
MUTACION PARENTAL PARENTALES ALEATORIAS GANADORAS

E104K 1.8 0.33 0.20 0.88
Y105H 1.9 0.33 0.40 0.00
p2z2* 1.14 033 0.40 0.66
553* 1.14 0.33 0.00 011
ATT* 116 0.33 040 0.22
H26R 1.18 0.33 0.40 0.00
E240K 1.16 0.33 0.60 0.00
K256R 1.16 0.33 .20 0.11
G2388 todas 1.00 1.00 1.00

Finalmente, como evidencia de la utilidad del PCR sexual como estrategia de
evolucion in vitro, tenemos los incrementos secuenciales de resistencia a
cefotaxima. Durante el primer ciclo de evolucidn dirigida se obtuvieron mutantes
con una CM| de cefotaxima 32 veces mayor, en promedio, que [a secuencia de
partida, TEM-1. Se realizaron de manera independiente, dos ciclos adicionales
de evolucion, c2h y c20, de los que se aislaron mutantes con CMI de cefotaxima
en promedio 160 y 250 veces mayores que la cepa transformada con la
secuencia silvestre (FigUra 15a). Como limites superiores de resistencia para
cada ciclo se encuentran: 1.16 del ciclo ¢1 con CMI 50 veces mayor, 2h.7 del
ciclo c2h con CMI 250 veces mayor y a todas las clonas ganadoras del ciclo c2h
con un incremente de 250 veces la CM! de cefotaxima de la secuencia silvestre
(FIGURA 158)
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TASA DE MUTAGENES!S DEL PCR SEXUAL

La tasa de mutagénesis en nucleétidos que Stemmer reporté para el PCR sexual
es de 0.7% [Stemmer 1994a]. A pesar de haber utilizado condiciones
experimentales muy semejantes a fas reportadas durante las reacciones
realizadas para el presente trabajo, se obtienen bancos con tasas mas bajas. La
tasa de mutagénesis de los bancos obtenidos, ¢1, c2o0 y c2h, varia
considerablemente (0.29, 0.42 y 0.06% respectivamente) a pesar de haberse
realizado bajo las mismas condiciones.

Como se menciond en la introduccién, Ia tasa de mutagénesis en la reaccion de
PCR sexual depende del tamafio de los fragmentos recombinados, de ia
concentracion de cationes y de la fidelidad de la polimerasa utilizada. La
digestion con DNAsal genera una distribucién de fragmentos de diferentes
tamanos cuya media no es resoiubie en un gel de agarosa, por tanto, se
desconoce el nimero de fragmentos (de sitios de inicio) introducidos a la
reaccion de PCR sin oligonucledtidos. Con el sistema experimental utilizado, no
&s posible conocer ni controlar la distribucion de tamario de los fragmentos.

LA PRESION SELECTIVA Y LA MULTIPLICIDAD DE LAS MUTANTES AISLADAS

La tasa de mutagénesis de un banco indica la multiplicidad promedio de las
variantes y resulta natural suponer que variantes seleccionadas de dicho banco
tendran la rmultiplicidad correspondiente a la media. Sin embargo, se puede
observar que la muliplicidad de ias variantes seleccionadas de los bancos aqui
desctitos no corresponde a fa tasa de mutagénesis del banco.

Las diez mutantes ganadoras del banco c¢1 tienen en promedioc las tres
mutaciones correspondientes a la tasa de mutagénesis del banco, a pesar de
haber sido seleccionadas de una poblacién de 5000 clonas preseleccionadas en
0.2 ug/mL de cefotaxima con un promedio de 1.5 mutaciones por gene. Ei
banco c2h tiene un comportamiento similar ya que las variantes ganadoras

tienen en promedio 4 cambios y la en poblacion total se observa una media de
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dos. Finalmente ias secuencias ganadoras del banco c2o tienen dos mutaciones
menos que el promedio del banco.

Una explicacion para este fenémeno es que se requiere un minimo de
mutaciones para superar una etapa de seleccion, pero el exceso de mutaciones
tendra el efecto contrario. No todas [as proteinas son igualmente mutables y sus
residuos tienen una tolerancia diferencial a las mutaciones. Después de mutar
los 267 residuos de la secuencia madura de TEM-1 y seleccionar resistencia a
ampicilina, T. Palzkill [Huang, 1996] encontré que 43 residuos no resistian
sustituciones. En las 220 posiciones mutables, sélo encontrd en promedio 4
aminoacidos permitidos. Con los datos reportades por Palzkill, se puede estimar
que Unicamente el 18% de las mutantes sencillas posibles para la secuencia
madura de TEM-1 seran capaces de hidrolizar ampicilina. El ejercicio se puede
continuar para las variantes posibles con mayor multiplicidad suponiendo que no

hay mutaciones supresoras y los resultados se encuentran en la tabia 17.

TABLA 17 MUTANTES: POSIBLES, ACTIVAS E INACTIVAS

MUTANTES MUTANTES MUTANTES
MULTIFLICIDAD POSIBLES INACTIVAS ACTIVAS %

0 1 0 1 100

1 5.07 x10° 418x10° 8.96 x 10° 17.66

2 128x 16° 124%10° 400x 10° 3.11

3 2.15x 10" 1.14x 10" 1.19x 10° 0.55

4 270x 10" 270x 10" 262x 10" 0.09

5 270x 10" 2.70x 10" 463x10" 001

6 224x 10" 224x10%  &79x10™ 3.03x10°
7 158 x 10% 158 x 10% 849x 10" 536x 10"
8 9.79 x 10% 979 x 10% 9.26 x 10" 9.46 x 10°
g 5.35 x 107 235 x 107 8.94 x 10% 167 x10°
10 262x10% 262x10% 774 x 107 2.95x10°

Se observa una disminucion draméatica de la fraccidn de variantes activas al
incrementar el nimero de mutaciones y aunque el numero de variantes activas

es de varios ordenes de magnitud debemos recardar que hasta el momento no
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hay sistema capaz de generar librerias de mas de 10" variantes. Los bancos
descritos en este trabajo son de alrededor de 10° variantes Gnicamente, lo que
implica una exploracion muy limitada en comparacién al nimero de variantes
posibles.

Suponiendo que el banco ¢1 es descrito por una funcién normal de probabilidad,
es posible calcufar cuantas variantes de cada multiplicidad contiene y analizar
que fraccion del espacio de secuencia de TEM-1 permite explorar. En la figura
16 se observa que con un banco de tales caracteristicas solo se exploran
completamente las mutantes sencillas y al aumentar la multipficidad es mas
pobre la exploracion, disminuyendo también la probabilidad de encontrar
variantes activas. Suponiendo ahora, que el fendmeno observado por Palzkill es
similar al estar seleccionando actividad contra cefotaxima, de un banco con las
caracteristicas del banco ¢1 se podran seleccionar variantes activas con maximo

4 mutaciones y con una probabilidad muy baja de encontrarlas (FIGURA 17).
LA INFLUENCIA DEL NUMERO DE SECUENCIAS PARENTALES RECOMBINADAS

Los bancos c20 y ¢2h fueron generados a partir de mutantes ganadoras del
primer ciclo de evolucion pero de distintos cortes de seleccion. El objetivo de
generar el banco c2o era realizar un ciclo de evolucién de la forma en que se
hace cominmente en este tipo de trabaios, es decir, recombinando pocas
mutantes que hayan superado las etapas mas fuertes de seleccion. De esta
forma se eligieron a tas clonas 1.9, 1.14 y 1.16 como secuencias parentales del
banco c2o. Esta podria considerarse una ruta segura de evolucion a expensas
de perder diversidad ya que dichas clonas tenian las mutaciones responsables
del fenotipo observado por Stemmer, Zaccolo y Long-Me-Gie (Antecedentes).

El banco ¢2h fue generado de forma opuesta, es decir, evitando la pérdida de
diversidad. Stemmer utilizd como secuencias parentales del siguiente ciclo de
evolucidn, cientos de clonas y tuvo éxito. De forma similar se utilizaron como
secuencias parentales todas las clonas (>5000) que superaron la primera efapa

de seleccién {0.2 pg/ml. de cefotaxima).
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Al comparar ta CMI de cefotaxima de las mutantes ganadoras de ambos bancos
encontramos que en efecto el ciclo ¢c2o era una ruta segura de evolucion y
aunque con el ciclo ¢2h se alcanza el limite superior de resistencia la mayoria de
las mutantes estan por debajo de este limite. (FIGURA 15¢)

Recombinar un namero alto de secuencias no permitié encontrar clonas con
mayor resistencia a cefotaxima. Ei modelo de recombinaciéon de Arnold es muy
simple y tiene consideraciones alejadas de la realidad, pero permite analizar los
datos experimentales obtenidos considerando exclusivamente ios eventos de
recombinacion.

Para generar el banco c2o se utilizaron 3 secuencias con seis mutaciones
diferentes que dan cambio de aminodcido, sin embargo, G238S era comln a los
tres genes y se puede eliminar del analisis. Segun la ecuacion 3 para poder
encontrar la variante ganadora debemos tener una certeza del 95% de haber
muestreado la variante mas rara, es decir, aquella que contuviera las 5
mutaciones recombinadas. Para encontrar la variante ganadora del banco c20
se requeria una muestra de 727 clonas y tanto el tamafio el banco (3.37 x 10°
como su muestreo superan esta cifra.

Para generar el banco c2h se utilizaron 5000 ciohas que representaban 250
veces el banco, por lo tanto, se recombinaron alrededor de 20 secuencias
diferentes. Para estimar el nimero de mutacicnes que se recombinaron
podemos tomar [os datos de las ocho clonas secuenciadas (tabla 12) en las que
se encontraron 4 mutaciones diferentes que dan cambio de aminoacido. En este
caso G238S no es comtn a todas las clonas y se debe considerar en el analisis.
Sin embargo, tiene mas probabilidades de aparecer que el resto de las
mutaciones recombinadas. Podemos suponer que se recombinaron 20 clonas
con 10 mutaciones distintas para lo que requeririamos muestrear alrededor de
10" variantes para garantizar la aparicion de [a mutante ganadora. En este caso

el tamafio del banco (9.93 x 10%) es ocho ordenes de magnitud menor.
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No todas las mutaciones recombinadas en un caso real son benéficas, aditivas
de manera lineal, ni independientes. En este trabajo solo existen dos soluciones
gque superan la seleccién de un segundo ciclo de evolucion y son G2385/E104K
6 (G238S/E240K, pudiendo estar acompafiadas de mutaciones neutras. Las
mutantes funcionales tendran necesariamente una multiplicidad mayor o igual a
dos. Utilizando la ecuacion 2 es posible calcular que fa probabilidad de aislar al
conjunto de mutantes en las que estan incluidas las variantes funciohales del
banco c2o es de 0.55 y de 0.1 para el banco cZh. De haber tenido un caso
cercano al modelo como serfan 3 secuencias con tres mutaciones y 20
secuencias con 20 mutaciones la probabilidad de aistar las variantes con
multiplicidad mayor o igual a dos seria de 0.27 y 0.26 respectivamente. Las
cifras antericres sugieren poco éxito para el banco, c2h sin embargo, se
obtuvieron mutantes muy simifares al banco ¢2o.

B-LacTAMASAS TEM CAPACES DE HIDROLIZAR CEFOTAXIMA

Los modelos de evolucién dirigida tratan de imitar la evolucion natural de una
enzima ante una determinada presion selectiva y el modelo de evolucion dirigida
de TEM-1 hacia la hidrolisis de cefotaxima resulta particularmente reproducible.
Las soluciones encontradas naturalmente, es decir, aisladas clinicamente de
pacientes tratados con cefotaxima coinciden por completo con las obtenidas por
distintas estrategias de evolucién in vitro.

Dos mutaciones que confieren un incremento considerable de resistencia a
cefotaxima, E104K y G238S, resultan comunes a esté trabajo y a los reportes
referidos en los antecedentes, donde también se compararon con mutantes
aisladas clinicamente. Existen dos soluciones muy populares pero
independientes [Giakkoupi, 2000] en los aislados clinicos que son las que
incluyen a G238S v las que incluyen a R164S. Aparentemente con evolucion
dirigida se llega preferentemente a la primera solucion, a pesar de que ambas

estan a una mutacion de distancia de blaTEM-T.
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La mayoria de las mutantes discutidas en el presente trabajo han sido
caractenzadas a nivel tanto estructural como cinético y a continuacién se

describan las mas importantes.

(G2385

El residuo 238 se encuentra en una hoja beta que forma una pared del sitio
activo (FIGURA 2). Recientemente se ha demostrado que la presencia de un
amino4cido mas voluminoso en esta posicion, produce un ensanchamiento del
sitio activo y efectivamente se observa una reduccion en la km al medir la
actividad de la mutante contra cefotaxima. Estructuralmente se propone que las
serina en la posicién 238 forma un puente de hidrégeno, ausente en la proteina
silvestre, con la asparagina 170 del asa w generando un desplazamiento que
finalmente perturba la posicion del residuo responsable de la desacilacion
(E166) y esto explica la reduccion en Kex [Cantd, 1998].

E104K y E240K

Estos dos residuos tienen interacciones electrostaticas con el sustrato y al ser
mutados a lisina provocan un incremento en ket Sin tener efecto sobre k.. Se
propone que E104K altera la interaccion entre el sustrato y el motivo SDN del
sitio activo. {Knox, 1995; Viadiu, 1995]. E104K se encuentra con mucha mayor
frecuencia en las mutantes aisladas clinicamente y nunca acompafiada por
E240K (APENDICE).

M182T

Por dltimo es importante mencionar a M182T que aunque en este trabajo no son
obvios sus efectos benéficos, es comin a los trabajos de Stemmer y Zaccolo. El
residuc 182 no se encuentra en la vecindad del sitio activo haciendo dificil la
determinacion del efecto de mutario por treonina y obtener mayores niveles de
resistencia a cefotaxima. Qriginalmente se proponia que M182T suprimiera los
efectos desestabilizantes de otras mutaciones que promovieran la hidrélisis de

cefotaxima {Huang, 1997] Este cambio nunca aparece sélo y recientemente se
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demostré que facilita el plegamiento sin tener efecto en la estabilidad
termodinamica de TEM-1 [Palzkill, 2001].

Los efectos de las mutaciones anteriormente descritas son distintos en la
evolucion hacia otros ligandos de B-lactamasas TEM, ya sean antibiéticos o
inhibidores. Aunque se pueden tener puntos en comun, para cada tipo de
ligando existe una solucién particular, Ef paisaje de adecuacidn es especifico
para cada variable y en este trabajo sblo se ha explorado una pequeia regiéon
del paisaje de adecuacién de TEM-1 a la hidrélisis de cefotaxima.
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1

CORTLUSIONES

Se corrobord la eficacia del PCR Sexual como estrategia de generacion de
diversidad al azar y de recombinacién que permite mejoras sucesivas
durante la evolucion de fa funcién de una proteina, teniendo como ventaja la

fijacion rapida de mutaciones benéficas v la eliminacion de deletéreas.

La tasa de mutagénesis del PCR Sexual no es constanie.

La recombinacion de miltiples secuencias mediante PCR sexual permite
analizar variaciones de la misma solucion encontrada por una proteina sujeta

a evolucion dirigida.

Las mutantes de TEM-1 capaces de hidrolizar cefotaxima obtenidas
mediante estrategias distintas de evolucion i vivo e in vitro son equivalentes

a las soluciones encontradas por la Naturaleza.



Independientemente de la estrategia evolutiva seguida, las limitaciones
experimentales resultan en una exploracion parcial del espacio de secuencia de
una proteina. A pesar de tener una exploracion tan pobre, en experimentos
independientes como los de Stemmer, Zaccolo, Long Mc-Gie y el presente
trabajo se encuentra |la misma solucion para el cambio de especificidad de
sustrato (G238S). Naturaimente se ha aisldo por lo menos cfra solucion (R1648)

por lo que es factible creer que existan otras,

Para forzar experimentalmente rutas evolutivas distintas se podria construir una
mutante silenciosa del residuo 238 de TEM-1, que ubique a la solucion G2388S a
mas una mutacién de distancia. Los resultados de someter este tipc de mutante
silenciosa a un ciclo de evolucion dirigida demostrarian la existencia de otras
soluciones. De modo similar se puede bloguear ia ruta de R164 ya sea de forma

independiente o simultanea con la ruta seguida por G238.
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TEM Extended-Spectrum and Inhibitor Resistant 8-Lactamases

Elactamase Alternate { Amino Acid®
Names{s} | at position
6 |21(39(42[51)69]|921104)115[127|130(153[164(165(182|196]204|218]1237[238|2401244|262|265|268|275|27¢6 pl
TEM-1 RTEM-1 QILIQIA[LIMIGIE[D]I|[S|IH|IRIWIMIGIQIG|A|{GIE|RIVITI{SIRINLIS4
TEM-2 56
TEM-3 (CTX-1 K K S 63
[TEM-14
TEM-4 F K S M i 58
TEM-5 XCAZ1 S T K 5.55
TEM-6 K H 59
TEM-7 K 3 54
TEM-8 [CAZ-2 K K S S 59
TEM-9 RHH-1 F K S M 55
TEM-1¢ [MGH-1 8 K 56
TEM-E3
ITEM-23
TEM-41 [CAZ-lo K H 56
TEM-12 [YCU-2 8 5.25
(CAZ-3
TEM-E2
TEM-13 K M 58
TEM-15 K S 60




TEM-16 [CAZ-7 H 6.3
TEM-17 55
TEM-18 63
TEM-19 S 54
TEM-20 s 54
TEM-21 s 8.4
TEM-22 S 6.3
TEM-24 1CAZ6 8 6.5
TEM-25 [CTX2 s 53
TEM-26 [YOU-1 5 58
TEM-27 H 59
TEM-28 H 6.1
TEM.29 H 5.42
TEM-30 |IRT-2 52

TRIZ

E-GUER
TEM-31 |IRT-1 5.2

[TRI-1

E-SAL
TEM-32 [iRT-3 54
TEM-33 |RT-5 5.4
TEM-34 [RT-8 54




TEM-35 [RT-4 5,2—’
TEM-36 |RT-7 5.2
TEM-37 5.2
TEM-38 [IRT-9 5.2
TEM-39 [IRT-10 54
TEM-40 [RT-167 54
IRT-11
TEM-  [IRT-12 52
1{withdraw
)
TEM-42 s|K 5.8
TEM43 6.1
TEM-44 [iRT,-2 54
T-13

TEM-45 |[RT-14 5.2
TEM-46 [CAZS K 85
TEM-47 s |K 8.0
TEM-48 S|K 6.0
TEM-49 S|K 6.0
TEM-50  (CMT-1 s 56
TEM-51 [IRT-15 52
TEM-52 S 60




TEM-53
TEM-54
TEM-§5 52
TEM-56 6.4
TEM-67 52
TEM-58 52
TEM-53 IRT-17 56
TEM-80 6.4
TEM-61 [CAZ-hi 6.5
TEM-62 [Reserved
TEM-63 [TEM-84 56
TEM-65 [IRT-16 5.4
TEM-86 6.0
TEM-67 ([Not yet

released
TEM-68 5.7
TEM-89 [Not yet

released
TEM-70 52
TEM-71 [Notyet

released
TEM-72 5.9




TEM-73 |IRT-18 52
TEM-74 {IRT-19 52
TEM-75 Not yet
released
TEM-76 [IRT-20
TEM-77 [IRT-21
TEM-78 |[IRT-22
TEM-78 [RT-23
TEM-80 (Not yet
released
TEM-81 [[RT-23
TEM-82 |IRT-24
TEM-83 |IRT-25
TEM-24 |IRT-26
TEM-85 [Notyet
released
TEM-86 |Notyet
released
TEM-87 [Not yet
released
TEM-88 58
TEM-89 |Not yet
released




TEM-90 [TLEA1 555
TEM-91 [Notyet

released
TEM-92 80
TEM-83
TEMO4 | e

® Abbrevialions A, alaning; C, cysteine, D, aspartic acid, E, glutamic acid; F, phenylafanine; G, glycine; H, histidine; |, 1soleucine; K, lysine; L,
leucine, M, methionine; N, asparagine; P, proling; Q, glutamine; R, arginine; S, serine: T, threonine, V, valine; W, tryptophan.
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