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Resumen

No es obvia la naturaleza y relacién de las soluciones resultantes de la evolucion
hacia el mismo punto de enzimas con actividad y plegamiento homdlogos, aunque con
secuencias poco similares. Para verificar la influencia de la secuencia de partida en el
desarrolio de una nueva especificidad, se dirigié la evolucién de la B-lactamasa PC1 hacia el
cambio de especificidad de penicilinasa a cefotaximasa. La solucién obtenida en PC1 se
compar6é con la solucién generada para igual cambio en TEMI1 [18-21], con quien comparte
el mismo plegamiento y actividad, sustentada en maquinarias cataliticas idénticas, pero con
una identidad de secuencia del 31%. La serie de sustituciones que en cada caso cambia la
especificidad es diferente. En TEM1 la solucidn estd integrada por las sustituciones E104K
y G238S mientras que en PC1 estd formada por las sustituciones R164G, E168G, S173P,
D179G y S§216T. La influencia del contexto estructural y, por 1o tanto, de la secuencia del
polipéptido de partida, es ilustrada por la sustitucién S173P de la solucién de PC1 quien s6lo
es funcional después de la integracién de las otras cuatro. Aunque de naturaleza distinta, las
sustituciones de cada solucién sugieren el mismo programa de alteraciones estructurales
generales, encaminadas al desplazamiento de la asa £ y el ensanchamiento de la cavidad
catalitica.



Introduccion

La manipulacidén de la estabilidad y especificidad enzimdticas, u objetivos tan
ambiciosos como la creacidn de nuevas actividades cataliticas, no son un propésito reciente.
Acometerlo racionalmente implicarfa superar el escollo de la todavia oscura relacion entre la
estructura de una protefna y su funcién. El establecimiento de esta relacién supondria la
capacidad de disefiar nuevos polipéptidos con propiedades a gusto o la introduccién de
modificaciones particulares a una enzima preexistente con conocimiento a priori de sus
efectos. Esto no es poca cosa, sobre todo si tomamos en cuenta la dificultad de problemas
como el de desentrafiar qué propiedades tienen en comin polipéptidos de secuencias tan
disimiles y que, sin embargo, tienen el mismo plegamiento o, en un nivel mas local, cémo
son las influencias microambientales en relacion con las propiedades fisicoquirnicas atipicas
que presentan grupos catalfticamente importantes y a cuya “anormalidad” se debe su
eficiencia’. No obstante los logros obtenidos, la ingenieria de protefnas, entendida bajo la
ultima de sus pretensiones, sigue siendo un reto intelectual formidable.

Si la ingenierfa de proteinas exige informacidn, la evolucién dirigida la ofrece. La
posibilidad de llevar al laboratorio el proceso de evolucién darwiniana - variacién y
seleccion - ha permitido la obtencién de biocatalizadores més robustos 0 con nuevas
especificidades en tiempos muy cortos y sin requerir informacion estructural previa. Esta
caracteristica de Ja evolucidn dirigida hace posible el establecimiento de relaciones
estructura-funcidn a posteriori, asi como el examen del proceso de desarrollo funcional de
una enzima y el analisis de los elementos que determinan el curso de ese desarrolio.

Los anticuerpos cataliticos: convergencia estructural, ;siempre?

La generacion de anticuerpos cataliticos ha ofrecido la posibilidad de analizar el
desarrollo de biocatdlisis en un contexto funcionalmente no comprometido, ademas de
proveer de rutas generales para la construccién de catalizadores enzimaticos {4, 5]. Estas
enzimas 0 abzimas, como se las ha denominado por la peculiaridad de su origen [4], son una
derivacion conceptual de la termodindmica de la catdlisis enzimaética. El principio enuncia
que la energia de activacidn para transformar un reactivo en su producto disminuye en la
medida que aumenta la complementaridad ambiental de la enzima, en estructura y
distribucién electrénica, con el estado de transicion de la reaccién que cataliza, es decir, a
mayor afinidad por el estado de transicién aumenta la velocidad de la reaccidn [6, 7]. Esto
sugirid que si se generaban anticuerpos contra un hapteno andlogo del estado de transicién,
alguno de ellos serfa capaz de catalizar la reaccidn correspondiente [8]. Con esta estrategia
se ha generado gran diversidad de abzimas, aunque con eficiencias cataliticas muy alejadas

' I.o més comin son conformaciones y geometrias de coordinacién andémalas, en el caso de
metaloenzimas, que conducen a potenciales atipicos de transferencia de protones y electrones.



de sus contrapartes enzimas [9-11], lo que hace necesario mejorar sus propiedades mediante
mutaciones puntuales o bajo esquemas de mutagénesis al azar y seleccidn.

A pesar del gran niimero de combinaciones potenciales de la regién variable de un
anticuerpo, se ha visto muy poca variabilidad en las secuencia de sus regiones determinantes
de la complementaridad (CDR) para el mismo epitopo. Para las abzimas las cosas no
parecian ser distintas: al caracterizar varias de la misma familia, sus secuencias resultaron
muy parecidas y la informacién bioquimica indicaba que en todos los casos la catélisis se
realizaba fundamentalmente mediante el mismo mecanismo {12}, Incluso, el detalle del
andlisis lleg6 hasta la determinacién de las estructuras cristalograficas de varias de estas
abzimas hermanas y la conclusién fue en el sentido de la experiencia previa: convergencia
estructural y mecanistica [13, 14]. Todo indicaba que s6lo existia una manera de catalizar
una transformacion quimica: s6lo una solucién para el mismo problema. Sin embargo, el
mismo grupo que demostré la convergencia estructural seleccioné otro anticuerpo de la
misma familia pero con una homologia de secuencia del 50%, con respecto a los anticuerpos
hasta entonces seleccionados, y una eficiencia catalitica del nivel de la de sus pares. La
comparacion de las estructuras cristalogréficas arrojé que el nuevo miembro de la familia
unia el sustrato de manera diferente e, incluso, el residuo catalitico y el paso limitante de la
velocidad de reaccidn eran distintos [15]. Esto demosiraba que, al menos en ese caso, ¢ra
posible més que una solucién para la misma tarea quimica pero, sobre todo, conducia a una
pregunta importante: ;/cudl de las dos soluciones elegir para mejorarla?

La importancia del punto de partida.

La relevancia del problema planteado por esos anticuerpos radica en el distinto
potencial de cada una de las soluciones obienidas para la optimizacién de sus eficiencias
[15] debido, en primera instancia, a la particularidad de sus caracteristicas estructurales, pero
también - atin reconociendo la indisoluble relacidn con lo primero- a la singularidad de sus
secuencias de nucledtidos.

Abordar cualquier proyecto de evolucién dirigida plantea fundamentalmente el
mismo problema. Cuando se persigue hacer un cambio de especificidad o una migracién
catalitica por otra de naturaleza quimica semejante, la estrategia obvia serfa partir de la
enzima que en actividad y especificidad esté mds cerca del objetivo. Sin embargo, es posible
que se pueda disponer de toda una familia enzimadtica cuyas integrantes se identifiquen por
la comunidad de plegamiento, actividad y cierto patrén de especificidad, aunque con
notables diferencias en sus secuencias de aminoécidos. De este modo, cualquier integrante
de la familia, o al menos varias de ellas, podrian ser los puntos de partida para realizar el
cambio de especificidad o la migracidn catalitica, es decir, a priori no seria posible saber si
alguna de ellas ofrece mas ventajas para emprender el proyecto. Asumiendo que la
homologia funcional de las integrantes de la familia estuviera sustentada en la misma forma
de unir el sustrato y en el empleo de la misma maquinaria catalitica, ;serfa suficiente la
divergencia de sus secuencias, tanto de aminodcidos como de nucledtidos, para presumir que
una de ellas es mds proclive a dar el cambio al que se la quiere conducir? o, por compromiso
con el plegamiento y a pesar de las diferencias, jtodas tienen las mismas facultades
potenciales para llegar al mismo sitio?
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TEM1 ACOEQLGRRIKY SQNDLVEY SPVTEKHLTDGMTVRELCSAALTM [SDN| TARNLLLTTIGGE 145
PCL YN-KLNKKVEINKDDIVAY $PTLEKYVGKDITLKALIEASMTY |SDN | TANNKIIKEIGET 145
TEML KELTAFLHNMGDHVTRLDRW | EFELN] EATPNDERDTIMEVAMATTLRKLLTGELLTLASRG 205
PC1 KEVKORLEKELGDKVINDVRY | ELELN] YYSPRSKKDTSTPAAFGKTLNKLIANCKLSKENKK 205
TEM1 QL IDWMEADKVAGPLLRSALPAGWFTAD [KSG] AG-BRGSRGITAALGPDGKPSRIVVIYET 265
pCl FLLDLMLNNKSGDTLIKDGVPKDYKVAD | KSG| QAT TYASRNDVAFVY PKGQSEPIVIVIFT 265

TEM1 GEQATMDERN-RQIAEIGASLIKHW 290

el NKDNKSDKENDKLISETAKSVMKEF 290

Figura Al. Alineamiento de las secuencias peptidicas de las f-lactamasas TEM1 y PCIL. Los aminoicidos dentro del
recuadro corresponden a las cuatro firmas conservadas en toda 1a familia de tas B-lactamasas clase A.

Sabido es que cada coddn sélo puede acceder a un niimero limitado de aminoécidos
bajo una tasa de mutagénesis determinada [16]; entonces, el espacio de secuencia {17]
accesible de varias proteinas estructural y funcionalmente homologas, aungue de secuencias
diferentes, es potencialmente distinto y, por lo tanto, el perfil del espacio de adecuacién [17]
también podria serlo. Sin embargo, las restricciones impuestas por la comunidad de
plegamiento y el sesgo inducido por la maquinaria catalitica preexistente, sobre todo cuando
se trata de mudar la especificidad, hacen dudar de la inevitable divergencia de soluciones a
la misma tarea quimica.

El experimento

Como consecuencia del claroscuro anterior, se decidié examinar experimentalmente
la influencia de la secuencia de partida, en un contexto de plegamientos y mecanismos
cataliticos homoélogos, en la solucidn generada por evolucién dirigida a un reto quimico.
Para esto, fue necesario comparar las soluciones al mismo problema evolutivo generadas en
dos proteinas estructural y funcionalmente homdlogas, pero de secuencias disimiles. Se
eligieron dos B-lactamasas de la clase A, TEMI y PCI, cuya similitud de secuencia es del
31% (figura Al), y se analizaron y compararon sus soluciones evolutivas para el cambio de
especificidad de penicilinasa a cefotaximasa. Como para TEM1 el cambio de especificidad
ya habia sido publicado [18-21], sélo hubo que dirigir la evolucién de PCI.
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Figura A2. Antibi6ticos beta-lactamicos: penicilinas (a) y cefalosporinas de tercera generacion (b), El corazén de ambos tipos
de moléculas es el anillo B-lactdmice fusionado a una tiazoiidina en el caso de ias penicilinas (a) y a una tiazina en el de las
cefalosporinas (b}, Los residuos sustijuyentes de cada sistema dianular sor definitorios de la resistencia dei compuesto a la apertura
enzimética del anillo P-lactdmico, a cuya reactivad se debe ef poder antibidlico de este tipo de moléculas, Las cefalosporinas de
tercera generacion, en contraste con jas penicitinas, son malos sustratos de lag B-lactamasas clase A debido al volumen y cargas de
los grupos 2-aminotiazol v oximino presentes en la cadena fateral R,. al, bencilpenicilina: a2, ampicilina; b1, cefotaxima; b2,
ceftazidima. ’

Antecedentes

Las (-lactamasas

Las [3-lactamasas constituyen el principal mecanismo bacteriano de resistencia a los
antibiéticos B-lactdmicos, como la penicilina. Estas enzimas inutilizan las B-lactamas al
hidrolizar su enlace amida (figuras A2, A3) impidiendo que esos compuestos inactiven
irreversiblemente a su blanco fisiolégico, las DD-peptidasas. Este grupo de enzimas,
genéricamente llamadas PBP’s, son responsables de la sintesis y remodelamiento del
peptidoglicano, constituyente de la pared celular bacteriana que forma upna red
tridimensional alrededor de la bacteria y a quien protege de su propia presién osmética [22].

En funcién de la similitud de sus secuencias existen cuatro clases de B-lactamasas:
A’, B, C y D [23]. Las de la clase B son metalo-B-lactamasas, mientras que las de las clases
A, Cy D, aunque forman grupos evolutivamente distintos, pertenecen a la superfamilia de
las peniciloil-serin transferasas, que incluye a las PBP’s y con quienes las B-lactamasas
comparten ancestro [24].

* Los aminoécidos de las B-lactamasas clase A serdn numerados de acuerdo a la convencidn de
Ambler [38].

o
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Figura A3. Mecanismo general de 1a hidrolisis enzimitica del enlace amida del anillo B-factimico. La reaccién de una lactama {a)
y un alcohol (serina, como se verd después) preduce un éster que debe ser hidrolizado para generar un 4cido carboxilico (g) y regenerar
el alcohol (la serina catalitica). Mediada por una B-lactamasa, Ia reaccidn para obtener un dcido carboxilice a partir de una lactama
inicia con el ataque nucleofilico de un hidroxilo alcohélico al carbonilo de la B-lactama (a), éste se abre y se produce una transferencia
proténica del hidroxilo alcohélico al nitrégeno del anillo - otra posibilidad es Ia protonacidn previa del nitrogeno, lo cual facilitaria el
ataque nucleofilico - (b y c). La electrofilicidad potenciada del nitrégeno B-lactdmico facilita el cierre del carbonilo y a ruptura det
enlace C-N, con lo que se estabiliza el nitrégeno y se produce el dster esperado {(c y d). Luego, una molécula de agua (necesariamente
activada) ataca el centro electrofilico del éster { d), se produce un intermediario tretraédrico (), se protona y activa el residuo aledxi (D
y, finalmente, se cierra el carbonilo y se expulsa et alcohol (f} para generar el 4cido carboxilico correspondiente (g).

Un gran nimero de B-lactamasas ha sido descrito con muy diversas secuencias y
caracteristicas cataliticas. Sin embargo, todas las estructuras tridimensionales conocidas de
las serin-P-lactamasas muestran el mismo plegamiento y maquinarias cataliticas dispuestas,
en lo general, en las mismas posiciones estratégicas [25]. De todas estas enzimas, las de la
clase A son las mds abundantes y las mds ampliamente estudiadas, conociéndose las
estructuras cristalograficas de varias de ellas, entre las que se cuentan las de TEM1 [26] y
PC1 [28, 29].

C N
K234
K73 SIT235
5130
D131 570 G236
132
El6
170

Figura A4. Plegamiento y sitio active de la B-lactamasa, clase A; 1btl [26] .(a) Plegamiento de la -lactamasa TEM1. El sitio
activo se encuentra entre los dominios formadores de la protefna, justo donde el circulo lo indica. (b) Superficie de TEMI en la zona
del sitio activo, las lineas rojas a trasluz indican Ja posicién de los residuos importantes para el reconocimiento y/o catdlisis. Estos
residuos no necesariamente estan en la superficie. (¢) Elementos integrantes del sitio activo caracterfsiticos de toda Ia familia. Las
figuras y la descripcion en el texto del sitio activo fueron hechas tomando como referencia la flecha del Norte.
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La estructura

El plegamiento de las B-lactamasas es del tipo o + P y consiste bdsicamente de dos
dominios que alojan al sitio activo en la regién interdominios, Uno de ellos estd formado por
una hoja f§ de cinco bandas antiparalelas y tres hélices que se empacan contra una de las
caras de la hoja, del otro lado de la misma se empaca el segundo dominio que consiste de un
arreglo de ocho hélices (figura Ada) [22, 26 - 29].

La cavidad catalitica de las B-lactamasas en realidad es una depresién sobre la
superficie de la enzima alrededor y dentro de la cual muchos aminodcidos estdn conservados
en todas las B-lactamasas clase A conocidas. De hecho, cuatro firmas de aminodcidos
definen su sitio activo (figura A1), los cuales estdn involucrados en el reconocimiento del
sustrato o en el proceso catalitico. La primera firma contiene a la Ser’®, que actda como
nucleéfilo en la primera parte de la hidrélisis, y a Lys”™. La segunda firma se sitda en una de
las hélices del dominio ¢ y forma la pared Occidental del sitio activo. En ella se encuentra el
motivo Ser™®, Aspm, Asn'*?. Del lado opuesto se encuentra la tercera firma, sobre la banda
mds interna de la hoja B, que alberga a los residuos conservados Lys™*, Ser/Thr*®, Gly*.
Por dltimo, en la cuarta firma se encuentran Glu'® y Asn'™, formando parte de una asa Q
que cierra el sitio activo al Sur y que parece estar muy relacionada con el perfil de
especificidad (figura Adb, ¢), [22].

Considerando el tamafo de la
depresién catalitica, la disposicién de los
residuos importantes y las caracteristicas de
un sustrato como la bencilpenicilina (figura
Alal), se determiné la manera como el
sustrato se une al sitio activo de una B-
lactamasa clase A (figura AS). Para poder
formar el complejo tetraédrico (figura A3) es
necesario que el carbono carbonilico del
anillo $-lactdmico se encuentre préximo al
nucledfilo que lo ataca, es decir, Ser’® [28,
30]. El oxigeno de este mismo carbonilo
durante el transcurso de la reaccién forma un

oxianién cuya carga es estabilizada por dos
amidas expuestas de la cadena principal de
los residuos Ser’® y Gln™, elemento

Figura AS. Bencilpenicilina en el sifio activo de §la-PCL, La
bencitpenicilina estd unida, via serina 70, en enltace éster con
Bia-PC1. Mutante a quien le fue eliminada ta maquinaria de
desacilacién, 1GHP [2].

estructural que ha sido denominado agujero

del oxianion [28]. La otra carga que requiere ser estabilizada es la del carbonilo del anillo
tiazolidinico, de lo cual se encarga la Lys™*, Fijadas las interacciones de estos puntos queda
determinada la orientacién del niicleo de la molécula. El perfil de especificidad es probable
que lo defina el canal formado por los residuos 104 y 105, junto con otros de la asa Q y de la
zona de la hoja B en interaccién con aquélla, ya que forman un parche hidrofébico dispuesto
para la estabilizaci6n de la cadena lateral del anillo B-lactdmico [29]. Dentro de esa cadena
lateral existe un enlace peptidico, comiin a las estructuras tanto de penicilinas como de

cefalosporinas, que es estabilizado por la formacién de puentes de hidrégeno entre el



oxigeno carbonilico y la cadena lateral de Asn'*® y entre el nitrégeno de la amida y el grupo
carbonilo de ia cadena principal del residuo Gin®’. Esta configuracién de unién del sustrato
es consistente con la resistencia a la hidrdlisis observada en antibiéticos con cadenas
laterales mds grandes, como es el caso de la cefotaxima.

Aun cuando pertenezcan a la misma clase, posean el mismo plegamiento y la misma
maquinaria catalitica, TEM1 y PC] presentan perfiles de especificidad distintos. TEMI es
capaz de hidrolizar tanto penicilinas como cefalosporinas de primera generacién mientras
que PC1 sélo inutiliza penicilinas, aunque ninguna de las dos confiere resistencia a
cefalosporinas de tercera generacion [25]. Esta heterogeneidad fenotipica sélo es explicable
atendiendo a las no muy sutiles diferencias estructurales que presentan ambas enzimas en
regiones cataliticamente importantes y que deben ser tomadas en cuenta para la discusién de
los resultados que luego se presentarén.

El epicentro de las diferencias entre TEM!1 y PC1 es la zona de la asa Q.
Precisamente en esta region el sitio activo de PC1 es mds estrecho que el de TEMI1 por
efecto de Ile™, residuo insertado en la secuencia de PC1 y no presente en el resto de las -
lactamasas de la clase [28]. El enlace peptidico en configuracién cis entre los residuos 166 y
167 parece ser necesario para el correcto posicionamiento de Glu'®®, importante en la
segunda parte de la hidrélisis. Sin embargo, en PC1 ese enlace une residuos no prolinicos lo
gue conduce a una asa £2 menos estable que las del resto de las B-lactamasas clase A. Y no
s6lo eso, en toda la familia estd conservado el puente salino entre Arg'® y Asp'™ que ata el
cuello de la asa €2 y la estabiliza; en TEM1, ademds de ese puente salino, existen otros tres
que coadyuvan en la estabilizacidn y unién de la asa al resto de la molécula {26] pero que no
estdn presentes en PC1. Algo muy importante es la diferencia de polaridad en la cercanfa de
Glu'®, donde se encuentran moléculas de agua catalfticamente importantes. En TEM1 esta
zona tiene un claro cardcter hidrof6bico conferido por Phe™, Leu™ y Ala'*, mientras que en
PCl esas mismas posiciones son ocupadas por serina, asparagina y asparagina,
respectivamente, quienes dan al sitio un cardcter distinto al de TEM1 [26]. En la interfase de
los dominios, Gly** es reemplazada por Asn*” en PC1 lo que genera problemas estéricos
que se resuelven con la presencia de Ala en la posicion 69, a diferencia de Met encontrada
en TEM1. Sin embargo, Asn® y Ala® no llenan totalmente el espacio y, para hacerlo, en la
posicién 238 hay una Ala, en contraste con la Gly presente en el resto de la clase. El que las
parejas 69:238 sean distintas en TEM1 y PCI tiene importancia dado que la modificacidn de
su calidad conduce a la hidrolisis de cefotaxima en TEM1, en particular con la sustitucién
G238S.

El mecanismo catalitico

Existen dos modelos del mecanismo de catdlisis cuyas diferencias se limitan al modo
de activacién de la serina catalitica: el modelo simétrico y el modelo asimétrico. Ambas
propuestas coinciden en el ataque nucleofilico de la Ser™ al carbono carbonilico de la B-
lactama como primer paso para la formacién del complejo acilo-enzima [22, 28, 30]. Sin
embargo, el hidroxilo de esa serina por si solo no es suficientemente nucleofilico para
realizar con éxito el ataque, por lo que debe ser activado. El modelo simétrico propone que
la Ser’ es activada por el Glu'® a través de un puente de hidrégeno mediado por una



molécula de agua [22, 31-33]. De esta manera, la transferencia del protén del hidroxilo de la
Ser™ al nitrégeno -lactdmico serfa inmediatamente posterior al ataque nucleofilico. La
principal objecién al modelo es la distancia que separa a Ser’® de Glu'®. Por otro lado, el
modelo asimétrico asigna el papel de base general a Lys” quien activarfa a Ser”® mediante la
adopcidn y transferencia del protén del hidroxilo serinico al nitrégeno de la B-lactama, lo
que supondria una lisina sin carga a pH fisiologico [34]. Para evadir este problema se ha
sugerido que Lys™ conserva su carga positiva y que actda como facilitador de la
transferencia protonica al generar un gradiente de potencial [28]. Al producirse el ataque
nucleofilico por la Ser’® contra el centro electrofilico de la B-lactama se genera
transitoriamente un oxianién que es estabilizado por la estructura ya descrita e
inmediatamente después se desemboca en el complejo acilo-enzima.

No hay controversia en que la base general para la segunda parte de la reaccién, la
desacilacion, sea Glu'® [35-37]. El proceso de desacilacién es andlogo al de acilacion: una
molécula de agua activada por Glu'® ataca nucleofilicamente el carbonilo acilado a la
enzima, se genera un oxianién cuya carga es estabilizada e inmediatamente después se
produce la desacilacién para regenerar el catalizador y liberar el 4cido penicildnico
correspondiente

B-lactamasas de espectro extendido

No mucho después de la introduccién de las cefalosporinas de tercera generacion,
que se disefiaron y sintetizaron como solucién a la resistencia bacteriana contra penicilinas y
cefalosporinas de las primeras generaciones, se aislaron B-lactamasas que hidrolizaban los
nuevos antibiéticos. La mayoria de las $-lactamasas de amplio espectro son derivados de
TEM1 o SHV1 que después de 1 a 4 sustituciones son capaces de conferir gran resistencia a
las oximino-cefalosporinas. Hasta la fecha no se han reportado variantes naturales de PC1 de
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amplio espectro. El conjunto de variantes de TEM1 es una magnifica fuente de informacién
que ofrece la posibilidad de establecer relaciones estructura-funcién; sin embargo, esa
posibilidad se anula por la incertidumbre de la presidon selectiva que origind esas
variaciones. Se ha sugerido que las B-lactamasas obtenidas de aislados clinicos

probablemente son la respuesta a una presién selectiva fluctuante y generada por més de un
antibiotico [39, 40].
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Tabla A2. Grupo de varianies naturales de TEM1 de espectro extendido caracterizadas por la sustitucidn R1645/H. $olo son
presentados fos datos cinélicos determinados a pH 7 y a una temperatura entre 30 y 37°C. penG (penicitina G), cer (cefaloridina), cix
(cefotaxima) y caz (ceftazidima). ‘

A pesar de esos inconvenientes, dentro del conjunto de TEM s de amplio espectro
son claramente distinguibles dos grupos: las que contienen la sustitucién G238S (tabla Al} y
las que contienen la sustitucion R164S o R164H (tabla A2). A excepcién de TEM-8, en
ningin otro caso G238S y R164S/H se observan juntas, incluso se ha demostrado el efecto
nocivo de la combinacién de ambas sustituciones con respecto a la resistencia que confiere
cada una por separado [41]. La existencia de la mutante TEM-8 podria ser el resultado de
condiciones de presion selectiva muy particulares, en consonancia con lo dicho en el parrafo
anterior. Las sustituciones caracteristicas de ambos grupos estan casi siempre acompaiadas
por las sustituciones E104K o E240K. La informacidn cinética disponible de estas f-
lactamasas de espectro extendido es muy heterogénea tanto por las condiciones de la
medicién como por la forma de reportarla, por lo que sélo es (til para distinguir la
preferencia de sustrato de una variante dada y no asi para hacer comparaciones entre ellas.
Aunqgue a nivel de K, no hay una clara preferencia por alguna de las cefalosporinas de
tercera generacién mas corrientes (cefotaxima o ceftazidima), las eficiencias cataliticas
indican que las del grupo caracterizado por G238S son preferentemente cefotaximasas. En
cambio, las del grupo R164S/H tienen claramente mayor afinidad por cefotaxima pero
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hidrolizan ceftazidima mds rdpidamente. Aunque la eficiencia catalitica es mayor para el
dltimo antibidtico, la diferencia no es tan abrupta como en el caso del grupo G238S en su
preferencia por cefotaxima respecto de ceftazidima.

La mayoria de los derivados de SHV-1 contienen la combinacién G238S:E240K
(tabla A3), con igual preferencia de sustratos que sus homologas de TEM, aunque con la
novedad que (G238 también puede ser sustituida por Ala y Asp. En este grupo no existe la
sustitucion del residuo R164 pero si la de D179 por Ala, Asn o Gly. Curiosamente, el efecto
de G238S en el incremento de la hidrélisis de cefotaxima es significativamente mayor en
SHVI1 que en TEM1 [42], a pesar de la similitud de sus secuencias (68 %) y de sus
estructuras cristalogréficas [27], lo que pone de manifiesto la influencia de las diferencias
estructurales, aun cuando son muy sutiles, en el efecto de sustituciones equivalentes.
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Tabla A3. Grupo de variantes naturales de SHV1 de espectro extendido. S6lo son presentados los datos cinéticos determinados
apH 7 y 2 una temperatura entre 30 y 37°C. penG {penicilina G), cer (cefaloridina), cix (cefotaxima) y caz (ceftazidima).

Evolucion in vitro de TEM1 hacia la hidrélisis de cefotaxima

Con diversos propésitos y medios, al menos cuatro veces se ha dirigido la evolucién
de TEMI1 hacia la hidrolisis de cefotaxima [18-21]. En todos los casos la mejor solucion
para el cambio de especificidad ha girado en torno de las sustituciones G238S y E104K
(tabla A4), al igual que en las B-lactamasas de espectro extendido naturales, aunque en cada
grupo aparecen sustituciones ajenas al otro, seguramente en relacién con las diferencias de
las presiones selectivas que las generaron. Especialmente interesante es el trabajo de
Zaccolo [19] quien pudo capturar varias soluciones correspondientes a méximos locales
antes de arribar a la mejor solucidn o maximo global en el espacio de adecuacion: la
solucidn R164S:E104K, con sus preferencias cataliticas duales, es independiente de la
solucién G238S:E240K y lo mismo de ésta con respecto a la solucidn G238S:E104K, la mas
eficiente y ganadora.
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Han sido propuestos dos modelos para explicar el cambio de especificidad después
de la introduccién de G238S. El primero de ellos supone la formacién de un puente de
hidrégeno entre la nueva serina de la posicién 238 y el grupo oximino de la cadena lateral de
las cefalosporinas de ese tipo. Este modelo no implica una alteracidn estructural mayor de la
B-lactamasa, tan solo aumento de la afinidad y, por lo tanto, de la eficiencia catalitica por la
adicién de una interaccidn especifica con el sustrato [43]. El otro modelo si sugiere
modificaciones estructurales a la enzima por conflictos estéricos entre la Ser™ y los residuos
que la rodean. Este conflicto podria activar uno de dos posibles mecanismos: movimiento de
la banda B3, donde se encuentra el residuo 238, o desplazamiento y desestabilizacién de la
asa 2, que en cualquiera de los dos casos ensancharia el sitio activo y permitirfa el mejor
acomodo de sustratos con sustituyentes mdas voluminosos, del tipo de los aminotiazoles [44,
45].Por andlisis mds detallado, se ha sugerido que estos modelos no son excluyentes y que si
bien la formacién de un enlace de hidrégeno es necesario, aunque intramolecular e
inespecifico para el cambio de especificidad, también lo es el aumento de tamaiio de la
cavidad catalitica [45].

Al sustituirse Arg '* por Sero His se rompe el puente salino entre ese residuo y

Asp'”, la disolucién de esta interaccién podria liberar a la asa Q provocando su
desplazamiento y el consecuente ensanchamiento de la cavidad catalitica [44, 46]. En
particular, la flexibilizacidn de la conformacién de la asa €2 influirfa en el posicionamiento
de Glu'® y en el reacomodo de los residuos 85-142, que forman una de las paredes del sitio
activo [47]. El papel de las sustituciones E104K y E240K en el cambio de especificidad no
es claro, parecen ser mutuamente excluyentes [48] v s6lo tienen verdadera importancia en
combinacién de G238S o R164S/H [43]. La Lys* podrfa formar un puente salino con una
oxima cargada, 1o cual s6lo tiene sentido en el caso de la ceftazidima [48]). A Lys en 104 se
le ha atribuido el papel de estabilizador de la asa 130-132 [49].

G238S E104K E104K G238S
E240G R164S R241H (2388 G238S Y105H E240K
0.39 0.78 D254G 3.125 T263M G238S K256R
6.25 51,2 0.75 1
G238S £104K E104K
E104K E240K M182T G238S
R1648 R241H G2383 K256R
3.125 D254G 3.4 5
100
G238S : :
£104K E240K
M182T R241H
G238% D254G :
800 100 frsnesineresssssnienns were B st ;

Fabla Ad. Resultados de experimentos independientes de evolucidn in vitre de la [-lactamasa TEM] hacia la hidrolisis de
cefotaxima. Los ndmeros debaje de cada serie de sustituciones son la concentracién ménima inhiblioria expresada en jigfml; estos no
son comparables entre experimentos ya gue fueron calculados con densidades de indeulo diferentes. Stemmer [18), Zaccolo {19}, Long-
MeGie {20] y Escobar-Sdnchez [21].
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Objetivos

Para examinar la influencia del punto de partida en la solucién generada al mismo
problema evolutivo, bajo las premisas ya mencionadas, habia que superar al menos los
siguientes objetivos:

a) Exportar PC1 al periplasma de E. coli.

b) Dirigir la evolucién de PC1 hacia la hidr6lisis de cefotaxima, y

¢) Identificar los determinantes del cambio de especificidad.
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Resultados

Las construcciones

La B-lactamasa PC1 se obtuvo del vector pTS32, cedido por Osnat Herzberg [70];
sin embargo, en este vector PCI se encontraba sin péptido sefial y era inutil para nuestros
propédsitos. Entonces, PC1 fue fusionada al peptido sefial de TEM1 precedido del promotor
tre {figura R2). Esta construccién fue clonada entre los sitios BamHI y Xhol del vector pK
que, al igual que pS, fue preparado a partir de pBCSK+ (figura R1).

Hind11L

Figura R1. Constraccién de los
vectores pK y pS. El fragmento de
330 pb entre los sitios Dral del gene
Cam’ de pBCSK+ fue escindido con
3 esa enzima de restriccién, Se purificod
A ¢l fragmento mayor. Los genes de

1 2 Purificur frpmenic
mayar.

13 Baml 13 MingTi resistencia a canarnicina y
2y Purnc fragihents 2 Purifieas fraginerto espectinomicina se obtuvieron por
menor FEROT - .
. DF. Klenow N E Kienow digestidn de pHP450QKm y pHP450Q),
i con BamHI y HindH],
' respectivamente. Despuds de

purificar los fragmemtos se rellenaron
los extremos cohesivos con el
fragmento de Klenow de la DNA
polimerasa L. Cada uno de los casetes
£2 se ligd al fragmento de pBCSK+.
XL1 Bilue MRF” fue transformada
con las ligaciones y seleccionadas las
colonias resistenies a canamicing y
espectinomicina. Se comprobaron las
construcciones mediante digestiones.,
Rosa Elena Mares construyd pK.

Smusp

La concentracién minima inhibitoria de ampiciiina para E. coli transformada con
PC1 en su nuevo contexto (pPPCwt) es de 200 pg/ml mientras que la de cefotaxima es de
tan solo 0.03 pg/ml, mismo valor que el de la cepa sin transformar. La secuencia de la
construccién presentd varias discrepancias con las secuencias reportadas: T(-34)C, que
aunque se localiza en el operador de lac no estd reportada entre las que lo vuelven
constitutivo [71]. También aparecié K158N, sustitucién que ya habia sido reportada y que
por encontrarse expuesta al solvente y en un sitio no critico no tiene ningin efecto en el
plegamiento ni en las propiedades cinéticas de la enzima [28].
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1} PCR ptreBamHI:PCXhol
2) Digestion BamHI:Xhol

TramHi Xhal Figura R2. Construccion de

\ ( pPPCwt. PCl se fusiond af
péptido sefial de TEMI y al

promotor trc. Esta construccién
se cloné entre los sitios BamBi
y Xhol de pK para generar
+ 1) T4 DNA Ligasa
D
BamHI]
X hol

pPPCwt.

Reverse

L.a evolucidn dirigida

El primer ciclo. Mediante PCR sexual [18, 72] se construyé el banco PC1S2A sobre
el gene silvestre de PC1 que resulté de 6.45 x 10 clonas. Las transformantes de este banco
fueron seleccionadas por su resistencia a cefotaxima en un rango creciente de
concentraciones del antibiético entre 0,02 y 0.16 pg/ml. Se obtuvieron cuatro clonas que, en
combinaciones diferentes, contienen las sustituciones R164G, D179N, D179G y K192R. La
mejor de ellas confiere una resistencia a cefotaxima de alrededor de 0.20 pg/ml (tabla R1).
Los promotores de estas variantes también contienen mutaciones, todas en el operador de lac
y en posiciones cuya mutacion resulta en transcripcion constitutiva [71]. La comparacién de
las secuencias de esos promotores con las de clonas no sometidas a la presion selectiva
sugiere que probablemente esas mutaciones otorguen alguna ventaja a quien las contenga
(tabla R2). La tasa de mutagénesis para este banco fue de 0.45 % (26 mutaciones en 5760 pb
secuenciados), distribuida de la siguiente manera: transiciones, 73%; transversiones, 23%; e
inserciones, 4%.

El segundo ciclo. Las cuatro ganadoras del primer ciclo se tomaron como parentales
para el banco PC1Mn!B, de 2.68 x 10° clonas. Para este banco se decidié utilizar como
medio para la introduccién de variabilidad a la PCR mutagénica, técnicamente mucho mas
sencilla que la PCR sexual, aunque con el compromiso de recurrir a las propiedades
recombinogénicas de la segunda en el siguiente ciclo evolutivo. Los genes parentales fueron
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mezclados equimolarmente y de sus secuencias se deriva que la representacion del par de
sustituciones D179N:K192R, genotipo de Al y A4, es de 1/2, mientras que la de las
soluciones de las otras dos ganadoras es de tan solo 1/4. Seis colonias, transformantes de
este banco, fueron seleccionadas entre 0.10 y 2.0 pg/ml de cefotaxima. Todas las nuevas
PC1’s muestran en sus secuencias la sustitucion R164G, encontrdndose combinada con
D179G en cinco de las seis clonas seleccionadas. Ninguna de las variantes es descendiente
de D179N:K192R, a pesar de que estaba sobre-representada. Esto podria sugerir alguna
limitacién de ese par de sustituciones para desarrollar una mejor solucidén para el cambio de
especificidad. En el contexto de la exitosa combinacién R164G:D179G, es interesante la
ausencia de una doble mutante R164G:D179N. Las secuencias de los promotores de las siete
ganadoras muestra la misma combinacién de mutaciones que la encontrada en A3: G(-29)A,
A(-32)T y G(-41)A. Dada la ausencia de recombinacién en el proceso de obtencién del
banco, las secuencias de los promotores indican que todas las variantes son descendientes de
A3. Bl, la mejor de todas ellas, confiere una resistencia a cefotaxima en concentraciones
mayores a 0.650 ng/ml, al menos 21 veces la resistencia mostrada por la enzima silvestre.
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Tabla R1. Evolucidn de fa B-lactamasa PC| hacia la hidrélisis de cefotaxima. Las clonas con nomenciatura e negativo son las parentales del

ciclo evolutivo subsecuente. La concentractdn minima inhibitoria estd dada en pg/ml de cefotaxima y fue determinada en ausencia de IPTG,

El tercer ciclo. B1, B2 y B3 del ciclo precedente fueron las secuencias parentales
para la obtencién, mediada por PCR sexual, del banco PC1S2C. Esta vez la seleccidn se
hizo entre 0.1 y 6.2 ng/ml de cefotaxima, obteniéndose diez clonas que confieren una
resistencia a cefotaxima entre 1.7 y 3 ug/ml. Todas las secuencias del promotor muestran la
misma combinacién de mutaciones de A3, ninguna mutacién adicional. Como era de
esperarse, R164G aparece en todas las secuencias ya que las parentales no ofrecian otra
posibilidad. Quien se fij6 en todas, a pesar de que Thr*'® s6lo estaba representada en 1/3 con
respecto a sus contrapartes silvestres, fue la sustitucién S210T; de manera semejante, E168G
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aparece en 9 de 10 mutantes y, aungue Gly'” tenia una representacién de 2/3, D179G se
conservo en ocho mutantes.
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Tabla R2. Evolucidn del promotor trc durante el cambio de especificidad de Pla-PC1, WT Indica la secuencia reportada, mieniras que wt
corresponde a la secuencia determinada experimentalmente de la silvestre de partida. Las clonas cuya nomenclatura estd en negativo son
tas parentales del cicio evolutivo subsecuente.

El cuarto ciclo. Todas las ganadoras del tercer ciclo se sometieron a PCR sexual para
obtener el banco del cuarto ciclo que incluyd solo 1.8x10% variantes. De este banco se
lograron seleccionar seis clonas cuyos MIC’s de cefotaxima se encuentran alrededor de 3.0
ug/ml, coincidiendo con el MIC de Cl, la mejor variante del ciclo tres. El cuarto ciclo fue
fundamentalmente depurativo. Todas las variantes son hermanas de C1, aunque aparecio la
sustitucién S173L como alternativa a S173P, lo cual es evidencia de mutagénesis e
introduccién de variabilidad.

Las responsables del cambio de especificidad

173179 Cox/IPTG AMpAPTG
S i D M = 0.03 M >1046
0.15] <M <0228] M >1946
G M = 2505 76 < M < 114
1730 < M < 2.595) M >1946
PiG 3802« M <5.838 1 51 < M <76
M=0760 | M >1946 30
p 173 <M <2595 ) 76 <M< 114 DK

Tabla R3. Sustituciones responsables del cambio de especificidad de penicilinasa a cefotaximasa en
Bla-PCE. La concentracién minima inhibitoria esid dada en pgfmi y fue medida en presencia de IPTG 0.8
mM. Todas las mutantes mostradas er la tabla tieren las mismas mutaciones en el promotor, Cix,
cefotaxima; Amp, ampicilina

El patrén de fijacién de sustituciones y la depuracién a la que condujo el cuarto ciclo
sugieren el involucramiento de las cinco sustituciopes de la solucién final en el cambio de
especificidad, Sin embargo, a partir de la comparacion de fenotipos de mutantes que
involucraran sustituciones dentro del conjunto de las cinco finalistas, sélo fue posible
determinar la participacién de R164G, S173P y D179G. Para verificar la participacién de las
dos restantes hubo que construir la doble mutante 2Eb4 (R164G:S216T). [.a mutante
cuddruple 4D3 (R164G:E168G:S173P:5216T) fue construida para poder evaluar mejor la
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influencia de la sustitucion D179G. De este modo, de lb-vartaiite™A3 se concluye la
contribucidn de la sustitucién R164G; comparando C2 y D4 resulta la participacién de
S173P, mientras que la de D179G se advierte comparando C2 con C5 o, més claramente, D4
con 4D3. La contribucién de S216T se deduce de comparar los fenotipos de A3 y 2Eb4,
mientras que la de E168G de comparar C5 y 2Eb4 (tabla R3 y grafica R1).

Griafica R1, Concentracién
minima inhibitoria de cefotaxima
(Ctx) y ampicilina (Amp) de las
mutantes cuyas sustituciones estdn

a Cix | involucradas en el cambio de

= Amp| especificidad. Los valores del
MIC estdan normalizados con
respecto al MIC de PCI silvestre y
magnificados 100X en el caso de
ampicilina.
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La solucién de TEM1 en PC1

El conjunto de sustituciones que condujeron al cambio de especificidad en PC1 es
diferente del generado en TEM!I cuando fue evolucionada in vifro y sélo comparte dos
elementos, residuos 164 y 179, con algunas variantes naturales de TEM1 y SHV1 que son
secundariamente cefotaximasas (ver Antecedentes). Una de las hipdtesis del proyecto era la
posible obtencién de una solucidén diferente, al menos en términos de sustituciones, de la
encontrada en TEM1, en cuyo caso la introduccion ingenieril de la solucién de una en la
otra, ademds de probar si también generaba el cambio de especificidad, permitiria
comprender las razones de la divergencia. El tamafio reducido de los bancos construidos,
aunado a las mutaciones en el promotor (ver mds adelante Los problemas de la evolucion del
promotor), obligaba a hacer el trasplante ya que la ventaja que daban esas mutaciones a las
variantes estructurales que las contuvieran podria haber desviado el curso evolutivo y la
solucién obtenida haber sidoe s6lo un médximo local. De este modo, fue necesario examinar ia
competencia de la solucién de TEM1 en PCI para verificar si la mejor solucién de ésta era
auténticamente distinta.

. Bancos
Tabla R4. Bancos de variantes de PCI y %? ~
generados por mutagénesis a saturacidn ea [os 5 S
sitios 238 y 239 (banco 238/9X)} 0 104, 238 y :

239 (banco 489X6),

Del andlisis de los casos de evolucidn in vitro y del banco de datos de las variantes
naturales de espectro extendido se definieron dos “soluciones de TEM1” integradas por las
sustituciones G238S y E104K o G238S y E240K, combinaciones que son mutuamente
excluyentes y, para cefotaxima, resulta mejor la primera que la segunda. Sin embargo, segin
el alineamiento de las secuencias de las integrantes de la familia de las B-lactamasas clase A
[38], PC1 tiene una insercién en la posicién 239, responsable de la mayorfa de sus
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diferencias estructurales, y posiblemente fenotipicas, con TEMI1, por lo que en ésta Gly™ y
Glu™ son residuos consecutivos. PC1 ya habia sido ingenierada para cambiar su
especificidad [70]. En dicho trabajo se introdujo la sustitucién G238S y se elimind el residuo
Ala™, en un intento por homologar PC1 con TEMI, con lo cual obtuvieron un cambio de
especificidad modesto. Estructuralmente, Glu™® de TEM! e lie™ de PC1 comparten
aproximadamente la misma posicién con respecto a su sitio activo. Entonces, se decidid
evadir un esquema totalmente mimético y en su lugar se construyeron bancos donde se
variabilizé a saturacién las posiciones 238 y 239, y 104, 238 y 239 de PCI1, selecciondndose
posteriormente las variantes capaces de conferir resistencia a cefotaxima.

1407 Gréfica R2. Comparacién de los MIC's de
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mejor de las variantes evolucionadas de PCl
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239, Los MIC’s estdn normalizados con
respecto al MIC de la PCI silvestre y

magnificados 100X en el caso de ampicilina.
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Mutantes

Los dos bancos construidos son del tamaifio suficiente para garantizar la presencia de
todas las combinaciones posibles de aminodcidos de los sitios variabilizados (tabla R4). Del
primer banco, 238/9X, se obtuvieron dos clonas que confieren una resistencia hasta siete
veces la de PC1 silvestre. En ambas se sustituyé Ala™ por Leu, mientras que la posicién
Te*™ fue sustituida por Ser en una, y por Thr en la otra (tabla R5). Los residuos 104 y 239
estan uno frente al otro formando un canal al que se le ha atribuido influencia en el perfil de
especificidad; como era posible que la calidad del residuo de la posicién 104 condicionara el
tipo de sustitucion seleccionada para la posicién 239, la variabilizacién de ambos residuos y
su libre ajuste podria conducir a una combinacién de sustituciones con mejor fenotipo. Las
dos clonas seleccionadas del banco con las tres posiciones variabilizadas conservan la
sustitucion A238L, ya vista en las ganadoras del banco doble, aunque contienen Asp y Ser
en la posicidn 239, y Arg y Lys en la posicién 104, Ambas clonas fueron mejores gue las
precedentes con dos sitios variabilizados, confiriendo una resistencia a cefotaxima hasta
once veces mayor que la de la enzima silvestre (tabla RS y grafica R2).

Cix/IPTG Amp/IPTG
M=003 | M>1946
2. . M = 0.228 ) 21 < M <76
238/9.6 M = 0.228 51 <M <76
LERATER JERERSRRY 0342 <M <012 g M 23 B :
489X6.5 M = (.342 M= 51 489X6.5

Tabla R3. Secuencias y concentracion minima inhibitoria para cefotaxima y ampicilina de las ganadoras de los
bancos de nuitagénesis a saturacion 238/9X (238, 239 ) y 489X0 (104, 238, 239). La concentracién minima
inhibitoria estd dada en pg/mi y fue caleulada en presencia de IPTG 0.8 mM.

19



TESIS CON
PALLA DE ORIGEN

La relacién entre las integrantes de la solucién

Por la compliejidad de su solucidn, el andlisis de la historia evolutiva de PC1 permite
identificar varias etapas en el proceso de desarrollo de la nueva especificidad. Una
consecuencia obvia de lo anterior es cuestionar la independencia de la contribucién de cada
sustitucion al cambio de especificidad o, de ser dependientes, quién lo es respecto de quién.
Inicialmente se tratd de completar el conjunto de las cinco mutantes simples, aunque solo se
han generado cuatro (tabla R6), para identificar las sustituciones capaces de conferir
resistencia a cefotaxima individualmente. Solo R164G y D179G generan un claro fenotipo
de resistencia a cefotaxima. Aunque S216T, al igual que R164G, independientemente no
confieren resistencia a cefotaxima, la de ampicilina no sufre una caida abrupta, a diferencia
de S173P, quien tampoco confiere resistencia a cefotaxima.

MIC.Clx MIC.Amp
M = 0.03 M >1948

0.151 < M < 0,228 M =>1946
M= 0.03 M= 114
M = 0.151 51 < M < 76
M= 003 865 < M < 1298

M = 0,151 51 <M< 78
M = 0.760 e, 1048
M = 0.045 22 < M < 34
. M = 0.045 577 < M < 8685
... 0.151 < M < 0228 34 < M < 51

0.228 < M < 0.342 M = 51

1,730 < M < 2505 M >1846
M = 2595 768 <« M < 114

1.73 < M < 2.585 76 < M < 114

3.892< M <5828 51 < M <78
M = 3.892 51 <« M <76

Tabla R6. Mutantes que sélo incluyen combinacicnes de las cince sustituciones finales constraidas mediante mutagénesis
sitiodirigida o obtenidas durante el proceso de evolucion dirigida. La concentracion minima inhibitoria para cefotaxima (Ctx) y
ampicilina (Amp) estd expresada en pg/ml y fue determinada en presencia de [PTG 0.8 mM,

Las mutantes dobles que se han obtenido son pocas. A la luz de los fenotipos de las
mutantes simples, las mutantes dobles son interesantes ya que permitirian verificar si la
combinacién de las sustituciones individualmente independientes con las que no lo son
genera, en todos los casos, una mejora del fenotipo o si existe otro nivel de independencia
donde la combinacion de dos sustituciones inocuas conducen a} cambio de especificidad. De
las construcciones hechas, las que no rednen las sustituciones R164G o D179G con
cualquier otra no confieren claramente resistencia a cefotaxima. Las que contienen R164G
solo tienen mejora del fenotipo cuando se combina con S216T; mezclada con S173P no sélo
no aumenta el MIC para cefotaxima, sino que la resistencia que confiere a ampicilina
disminuye bastante. Para las que contienen D179G la situacién es semejante, en
combinacién con S173P no hay un aumento muy grande del MIC para cefotaxima y el de
ampicilina no disminuye mds; con S216T hay una ligera mejora del fenotipo para
cefotaxima pero para ampicilina no hay cambios.

Para las mutantes multisustituidas {as observaciones son bdsicamente las mismas que
las hechas durante la dilucidacién de la participacién de cada una en el cambio de
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especificidad: la adicidn de una tercera sustitucion o una cuarta siempre mejora el fenotipo;
de cualquier modo, la informacién asequible es poca, sélo se tiene una mutante triple y
faltan dos mutantes cuéddruples. Sin embargo, el caso de la activacion de S173P es
interesante. Pro'™ no genera el fenotipo de cambio de especificidad ni sola ni en
combinacién con Gly'™ o Gly'”, més bien es deletérea para la actividad de ampicilinasa. Ni
siquiera su adicion a la triple mutante C5 (R164G:E168G:5216T) produce algiin cambio en
el MIC de cefotaxima, aunque si disminuye el de ampicilina. La comparacion de C2 y D4
justifica la participacién de S173P en el cambio de fenotipo pero, a la vez, sugiere la
necesidad de un contexto muy particular para que una sustitucidn, S173P, sea funcional
(grafica R3).

Grafica R3. Concentracién  minima
inhibitoria (MIC) de cefotaxima y ampicilina
de las mutanies que contienen la sustitucidén
S173P. Los MIC’s estdn normalizados con
respecte al MIC de PCl silvestre ¥y
magnificados 100X en caso de ampicilina.

MiC

Mutantes

Los problemas de la evolucién del promotor

Como mas arriba se menciond, se analizaron las secuencias nucleotidicas de la
regidn regulatoria de todas las variantes seleccionadas durante la direccién de la evolucidn y
de clonas no seleccionadas del banco de variantes del primer ciclo evolutivo (tabla R2). A
excepcion de la mutacién T34C, que aparece desde la silvestre de partida, en las clonas no
seleccionadas no se observ$ ningun cambio interesante. Sin embargo, a partir de las
variantes del primer ciclo aparecen varias mutaciones que se concentran en un segmento de
tan solo 12 nucledtidos. Cada una de las cuatro clonas del primer ciclo presenta una
combinacién diferente de mutaciones, pero solo la de A3 se fija en la poblacién de los ciclos
posteriores. Todas las mutaciones de la combinacién fijada se encuentran dentro del
operador de lac [73, 74} y dos de ellas, G29A y A32T, vuelven constitutiva la expresion
[71]. L.a evolucién de} operador y la probable modificacion de los niveles de transcripcion
plante6 dos problemas casi al final de la etapa experimental del proyecto, cuando ya se
habian obtenido la mejor de las mutantes de PC1 y todas las mutantes sitio-dirigidas: cémo
corparar las variantes cuyo operador habia evolucionado con las que lo tenfan silvestre (la
mayorfa de las mutantes sitio-dirigidas); pero, sobre todo, cudl habria sido el efecto del
operador modificado en la selucidn alcanzada a la Juz de un banco, el del primer ciclo, de
tamafio reducido e insuficiente para garantizar que contuviera al menos todas las mutantes
con una sola sustitucidn asociadas a un operador con upna mutacién que lo volviera
constitativo.
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Grifica R4. Concentracidn minima inhibitoria de cefotaxima determinada en diferentes concentraciones de IPTG para
lag mutantes con ias sustituciones R164G (A3) y DI79G. La medicién fue hecha por duplicado. Ea el caso de la
mutante R164G fos resuitados de las dos mediciones fueron iguales y sus corvas se sobreponen.

Con las mutantes simples, de las cuales todas, excepto A3, poseen el operador
silvestre, se redeterminé por duplicado la concentracion minima inhibitoria para cefotaxima
en distintas concentraciones de IPTG (grdfica R4). La intencidn era encontrar la
concentracién de IPTG donde se titulara al inhibidor de la transcripcién del operador de lac,
Lacl, y se pudiera observar el fenotipo méximo. Bajo esa concentracion de IPTG se
esperaria tener niveles similares de transcrito en todas las clonas y sus fenotipos serfan
comparables. Se determiné el MIC de cefotaxima en presencia de IPTG 0,0.1,0.8, 1.2y 1.6
mM. En todos los casos, las variantes que ya se sabia que no cambiaban la especificidad
individualmente (S173P y S216T) no modificaron su perfil de resistencia al ir aumentando
la concentracion de IPTG, no asi para los casos de R164G y D179G. Con R164G, la
concentracién minima inhibitoria de cefotaxima pasé de 0.12 pug/mi en IPTG 0y 0.1 mM a
0.15 pg/ml en IPTG 0.8 mM. La resistencia no aumenté més alld de ese valor en
concentraciones superiores de IPTG. Por otra parte, con D179G también se alcanza la
resistencia maxima en IPTG 0.8 mM, aunque en una de las mediciones la resistencia decae a
0.09 pg/ml con IPTG 1.2 y 1.6 mM. Se interpreté que a una concentracién de 0.8 mM de
IPTG se alcanza una resistencia méxima y bajo estas condiciones se determiné y compard el
MIC de las variantes mads interesantes de PC1 y se reseleccioné el banco PC1S2A, el del
primer ciclo evolutivo, de tal manera que ninguna de las variantes estructurales de dicho
banco tuviera alguna ventaja por efecto de las mutaciones en el operador de lac.

El banco PCIS2A se reselecciond bajo las mismas condiciones que la primera vez,
salvo que ahora se agregd IPTG 0.8 mM. Las secuencias de las cinco clonas seleccionadas
s6lo mostraron tres soluciones, de las cuales dos resultaron nuevas: D179G:T240S y
D179G:A242G; y la otra ya habia sido seleccionada: D179N:K192R (tabla R8). Sus MIC’s
de cefotaxima son de 0.512 pg/mi en todos los casos y son méds competitivos que el de
R164G, la otra sustitucién seleccionada del mismo banco y que a la postre pudo haber
definido la solucién finai. Fuera de lo que se esperaba, las secuencias de la region
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regulatoria de las nuevas variantes, a excepcion de la de IPTG .4, contienen la mutacidn C{(-
30)T, reportada como una de las que vuelven constitutivo al operador de lac.

Cix/IPTG

AMP/IPTG

M >15486
78 <« M <114

114 < M <171

[ETLFTTr a TR T

W GB00E

Y

Tabla R8. Ganadoras de la reselection del banco PCIS2A en presencia de IPTG 0.8 mM. La concentracién minima inhibitoria de

cefotaxima (Ctx) y ampicilina {(Amp) fue determinada en presencia de PTG 0.8 mM.
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Discusion

La combinacion de sustituciones responsable del cambio de especificidad de PC1, la
solucién de D4, es tnica entre las B-lactamasas de espectro extendido naturales y las
obtenidas in vitro (figura D1). La sustitucién en la posicién 216 es exclusiva de ella y en
ningin otro caso R164G ha sido vista en combinacién con D179G. La dltima solucién, D4,
no necesariamente indica que el resto de las sustituciones aparecidas a lo largo del proceso
evolutivo sean neutras o deletéreas, algunas de ellas lo serén, pero las otras pueden ser parte
de soluciones que s6lo son maximos locales en el espacio de adecuacién y que tienen un
papel en el cambio de especificidad dentro de ambienties muy particulares, Incluso, alguna
sustitucién pudo no haberse integrado a la Gltima solucidn por efecto de las veleidades de la
direccion de la evolucién, mas no por inutilidad o incompatibilidad.

Figura D1. Localizacion de las sustituciones responsables del cambio de especificidad de penicilinasa a cefotaximasa en TEM1T y
PCl.

Un asunto importante es determinar si la solucién encontrada en PC1 es la mejor al
reto evolutivo impuesto o es un méximo local ,y por eso diferente a la de TEM1, producto
de una exploracién anémala del espacio de secuencia, sugerida por las mutaciones
encontradas en el operador de lac y el tamafio reducido de los bancos. La presunta ventaja
que puede conferir el operador mutado a las mutaciones estructurales con quien se combine
plantea la interrogante de si dentro del banco PC1S2A, el del primer ciclo, puede
encontrarse la sustitucién principal de la solucidn de quien se tiene que ser diferente, la de
TEM1, A238S en combinacién con al menos una de las mutaciones que volvia constitutivo
al operador. De estar dentro del banco no habria duda de la supremacia y originalidad de la
solucién evolucionada en PC1.

Se comenzd circunscribiendo el problema a la sola integracion de la sustitucion
A2388 en PCI1. Para encontrar ésa mutante se tiene que explorar entre al menos 1920
variantes, lo cual es totalmente asequible desde el banco del primer ciclo, considerando la
tasa de mutagénesis del propio banco PC1S2A (0.45%; tr = 0.33%, tv = 0.104 %) y que la
distancia del codon de A238 al codén mds proximo de serina es de 1 transversion. Las cosas
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se complican cuando se toman en cuenta las mutaciones del operador, ya que ahora hay que
considerar la probabilidad de encontrar la mutacion estructural en el sitio correcto
condicionada a ja aparicidn de una mutacién que vuelva constitutivo al operador de lac.
Suponiendo la transicion G—»A en el operador, la probabilidad de encontrarla asociada a la
transversion de la mutante A238G es de 1/584,592. En un panorama atn més favorable y
asumiendo que la sustitucién ganadora en la posicién 238 es otra que serina y a la cual se
puede acceder con una sola transicién, la probabilidad de encontrarla asociada a la mutacién
del operador seria de 1/153,600. El tamaifio del banco del primer ciclo (64,500) no es
suficiente para garantizar la exploracién total de las combinaciones en ninguno de los dos
casos (los méas favorables) descritos.

Estadisticamente la originalidad de la solucidon de PC1 quedaria en duda si, y sélo si,
se probara la influencia y ventajas proporcionadas por las mutaciones en el operador. En
lugar de repetir la evolucién se siguieron dos estrategias que podian revelar informacién
sobre la originalidad de la solucién. Con un enfoque ingenieril, se introdujo la solucién de
TEMI en PC1, es decir, se determinaron los elementos fundamentales de la solucidn de
TEMI1 y se identificaron las posiciones estructuralmente equivalentes en PCl1, las cuales, en
lugar de seguir un enfoque totalmente mimético, fueron mutagenizadas a saturacion y los
bancos del tamaifio correcto (tabla R4) sometidos a seleccidn para hidrdlisis de cefotaxima.
De este modo se podia examinar si las posiciones caracteristicas de la solucion de TEM1
conducian al cambio de especificidad en PC1 vy, si lo hacian mejor que Ia solucién obtenida
por evolucidon y en una forma asequible con un buen banco de los ahora construibles, se
confirmarfa lo concluido del andlisis estadistico: sesgo exploratorio. La otra fue
reseleccionar el banco PCIS2ZA en condiciones que garantizaran una competencia donde
sélo se pusieran en juego las modificaciones estructurales a la enzima y no su expresion. Si
fuera cierta Ia influencia de las mutaciones del operador, bajo las nuevas condiciones de
seleccidn aparecerian las mutantes que estuvieron en desventaja en la primera seleccion y
confirmarian la ventaja conferida por el operador mutado.

Las posiciones variabilizadas de PCIl, estructuralmente equivalentes a los
determinantes del cambio de especificidad en TEMI1, fueron sensibles y condujeron a un
cambio de especificidad que ain en la mejor de las mutantes seleccionadas confiere un
fenotipo mucho menos competitivo que el de la solucién obtenida por evolucidn (tabla RS y
grafica R2), probando que PC1 no podia seguir el mismo camino que TEM1 para cambiar la
especificidad, aungue no prueba que la solucién obtenida sea la mejor posible.

Los resultados de la reseleccién del banco del primer ciclo evolutivo (PC1S24), si
no niegan la superioridad de la solucién obtenida por evolucién frente a la introduccion de la
solucion de TEM 1, arrojaron un par de dobles mutantes en combinacién novedosa que, en
principio, ponen en duda la supremacia absoluta de la solucion evolucionada al sugerir
nuevas combinaciones iniciales o puntos de partida que, si se hubieran seleccionado desde la
primera vez, pudieron haber conducido a soluciones diferentes y quién sabe si mejores.
Aunque estos nuevos puntos de partida no son mejores que los primeramente seleccionados,
incluso confieren un fenotipo igual que la mejor de las variantes seleccionadas en el primer
ciclo (Al, A4 = IPTGT), la duda se fortalece por la interesante combinacién de las
sustituciones DI79G con T240S (IPTG4, tabla R8) o G242G (IPTGS), la primera
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sustitucién ya caracterizada como responsable del cambio de especificidad y las segundas
ubicadas en un punto critico, la vuelta entre las hebras B 3 y 4, prueba de que el cambio de
especificidad no es estrictamente sitio-especifico y que si una posicion es critica para el
cambio en un caso, 238 en TEMI, pero inaccesible en otro, PCI, la enzima es
suficientemente plastica para conseguir mutaciones, €sas si accesibles, que perturben la
zona, el nivel del que en realidad debemos hablar, y se produzca el cambio. Como ya se
habifa dicho, estos nuevos puntos de partida no son més ventajosos que los inicialmenie
seleccionados, incluso uno de ellos, IPTGS, fuera de lo esperado, contiene una mutacién en
el operador que lo vuelve constitutivo (tabla R8), recurso que no necesitaba porque el
operador estaba inducido a su méximo lo que lleva a preguntar si €sa mutacién
efectivamente fue seleccionada o estéd ahi por cualquier otra razon.

La imperturbabilidad del fenotipo en presencia de IPTG de las mutantes que en
ausencia del inductor se sabfa no conferfan resistencia por si solas a cefotaxima (tabla R7)
muestra que la influencia del operador mutado se limita a las sustituciones que
independientemente generan el cambio de especificidad, tal como R164G o D179G. Atn
cuando la reseleccién del banco PCIS2A permitia la manifestacién de las mutantes
hipotéticamente relegadas, estrictamente nada novedoso se selecciond. Si, las dos nuevas
combinaciones son interesantes y pudieron haber conducido a lugares ignotos, o no; pero las
dos contienen 179G, una sustitucidén ya vista que cambia la especificidad de manera
auténoma a la que se pudieron haber asociado las que luego se hallaron. De este modo, es
posible que no haya habido méds puntos de inicio, més centros directores (ver mds adelante)
de la evolucién que los vistos y aunque estrictamente no se puede asegurar que la solucidn
evolucionada en PC! para hidrolizar cefotaxima sea la mejor, si es seguro, en conjunto con
las evidencias de la mutagénesis a saturacion, que PC1, a nivel de sustituciones, no iba a
resolver el mismo reto evolutivo de la misma manera que lo hizo TEM1.

En las B-lactamasas de espectro extendido naturales es tan claro el desarrollo de su
solucidn en torno de una sustitucidn caracteristica que incluso son clasificables en funcién
de ella (ver Antecedentes). Los casos de evolucibn in vitro de B-lactamasas ha permitido
seguir el desarrollo de la nueva especificidad, proceso que siempre se inaugura con una de
esas sustituciones caracteristicas que parecieran dirigir o predeterminar el rumbo que a
continuacidn sigue la evolucién. La presuncién de una sustitucion directora parece coherente
si, para empezar, asumimos la existencia de una gran dependencia del contexto estructural
para la fijacién de una sustitucion, es decir, al principio de la evolucidn, con una tasa de
mutagénesis que sélo permita la integracidén de unas pocas sustituciones ~ de preferencia
solo una- , sélo serdn seleccionadas las que modifiquen positiva y suficientemente su
contexto estructural como para que permitan detectar el nuevo fenotipo. En este nuevo
contexto es donde tiene que fijarse la siguiente sustitucion, de modo que é€sta nace
iremediablemente ligada a la primera. Aunque la informacion obtenida de la diseccién de la
solucion de PC1 aun es poca (tabla R6), es suficiente para no descartar los supuestos de la
hipétesis. En concordancia con los resultados de las selecciones del banco del primer ciclo,
se confirmé la existencia de solo dos sustituciones capaces de generar independientemente
el cambio de especificidad: R164G y D179G (falta construir la mutante sencilla E168G pero
su dependencia se deduce de la doble mutante E168G:S216T, que no genera cambio de
especificidad, al igual que la mutante sencilla S216T, por 16 tanto, E168G no cambia la

o

26



especificidad por si sola). ;Quién es la sustitucién directora, R164G o D179G, o la
modificacién estructural que generan las dos es la conductora del resto de la evolucion? Para
responder la pregunta hace falta informacioén. S216T es directamente sinérgica con ambas
sustituciones, aungue la mejora en el fenotipo es mayor cuando se combina con R164G
(2Eb4) que con D179G (2A1). E168G también parece ser sinérgica con R164G (C5) aungue
falta la mutante equivalente para D179G. Lo mds interesante es el caso de S173P quien no
es directamente sinérgica con ninguna de las dos (2B1 y 2C8); incluso, si nos atenemos a su
efecto en la resistencia a ampicilina, es deletérea. La adicién de S173P solo tiene un efecto
claro en el cambio de especificidad en presencia de las otras cuatro sustituciones lo que
confirma la habilitacién microcontextual de las sustituciones adquiridas y, por lo tanto, se
valida la existencia de una o varias sustituciones directoras a las que se subordinan las que
luego se adquieren.

Figura 2D. Modelo de la mutante D4 que contiene las cinco sustituciones responsables del cambio de especificidad.
(a) Ubtcacitn de las sustituciones dentro del plegamiento. (b) Superficie de la mutante D4 en la proximidad del sitio
activo. 8610 la sustitucién S216T est4 en el borde de la depresiGn del sitio activo, las demds estdn més lejos pero en una
estructira influyente para la especificidad, la asa Q. El modelo fue obtenido autométicamente a través del servidor de
Swiss- Modet.

Lo inmediatamente anterior adquiere importancia después de analizar el efecto
estructural de la solucién que condujo al cambio de especificidad. Los residuos Arg'® y
Asp'™ en toda la familia de las B-lactamasas clase A estdn conservados y son responsables
de mantener estable la asa Q - y bien posicionado a E'®- a través del puente salino que
forman entre ellos. La sustitucién de esos aminodcidos por glicina elimina el puente y
compromete la estabilidad de la asa, de por si marginal (figura 2Da,b). La flexibilizacion de
este elemento estructural posiblemente remodela el canal formado por la propia asa y los
residuos 104, 105, 238 y 239, Io que conduciria al ensanchamiento del espacio para permitir
la introduccidn y estabilizacidn del anillo 2-aminotiazol de la cefotaxima. El papel del resto
de las sustituciones de la solucién es menos claro, tal vez por ser estructuralmente menos
drastico. En especial, las sustituciones E168G y S173P podrian tener un papel estabilizador
y/o reposicionador de la maquinaria de desacilacion, residente de la asa £, con lo que se
explicaria la mejora del fenotipo al hacerse presentes después de la aparicién de las
sustituciones directoras (figura 1Dc). En TEM1 estd bien documentada la afectacién de la
estabilidad de la asa Q y el consecuente movimiento de E'® que se refleja en la disminucién
de la velocidad de desacilacién por las sustituciones G238S o R164S/H [43]. En PCl, al
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modificarse la posicién de la asa por la introduccién de las sustituciones directoras, el
residuo 166 podria estar lejos de su posicién éptima y las sustituciones E168G y S173P,
vecinas de la regién critica, coadyuvarfan al posicionamiento justo para la hidrélisis del
nuevo sustrato. El andlisis cinético de las mutantes oportunas confirmaria o descartaria lo
anterior.

Finalmente, ;las soluciones de TEM1 y PC1 para el cambio de especificidad de
penicilinasa a cefotaximasa son auténticamente diferentes? Aqui es donde se debe distinguir
entre varios niveles de diferencia: el de la solucién estructural, que incluye las
modificaciones a la enzima que permiten el mejor reconocimiento del sustrato y el de la
solucién entendida como el conjunto de sustituciones que condujeron al cambio de
especificidad (acepcidn que hasta ahora se ha usado) y que no necesariamente se traduce en
soluciones estructurales, en lo general, distintas. TEMI y PCI1 retnen tal cantidad de
diferencias, tanto de secuencia como de estructura, aunque no de plegamiento, que esperar
una solucién distinta no seria lo interesante, sino encontrarlas iguales. Las soluciones -
combinacidn de sustituciones - diferentes para el mismo cambio de especificidad de las dos
B-lactamasas era el resultado esperado de genes diferentes, de codones diferentes
codificando residuos para la misma posicidn, siendo distinto, por esa razén, su acceso a los
aminoécidos por los gue se pueden intercambiar. Ademds, las diferencias locales en regiones
criticas, como la insercién de He® en PC1, hacian esperar poco la aparicién de una
sustitucién A238S andloga a la G238S que cambié la especificidad de TEM1, menos atin
cuando parece tan influyente el ambiente local para la adopcién de una sustitucién. No. Lo
verdaderamente interesante era obtener soluciones iguales, y las estructurales parecen serlo.
Todas las J-lactamasas clase A de espectro extendido, especificamente las que reconocen
cefalosporinas, cuyo residuo unido al anillo B-lactdmico es més voluminoso que el de las
penicilinas, cambiaron de especifidad siguiendo el mismo programa general de cambios:
G238S empuja el asa Q y abre espacio [45], E104K estabiliza [49]; R164S/H libera, desata,
al asa  abriendo espaciof44, 46 ] y E104K estabiliza. Las sustituciones de SHV1 son de la
misma naturaleza. En PC1 R164G y D179G también desatan el asa Q2 y quizds E168G y
S173P estabilicen, reposicionen finamente.

Pero, ;cudl es la razén de la convergencia de las soluciones estructurales cuando
parece que todo esta dispuesto para que sean distintas, como en el caso de PCI respecto de
TEMI17 La maquinaria catalitica dificilmente serfa cambiada cuando la exigencia evolutiva
es s6lo un cambio de especificidad. De este modo, el sitio activo seria remodelado sélo
dentro de los limites donde se conserva la maquinaria catalitica, reduciéndose drésticamente
los grados de libertad y las posibilidades a explorar ya que el nuevo sustrato estaria obligado

a pegarse a la enzima de la misma manera como lo hacia el sustrato de la proteina silvestre.
- Si el problema es el volumen de la cadena lateral del nuevo sustrato, entonces la solucidn es
darle cabida.

La direccion de la evolucién de TEM1 hacia la hidrélisis de cefotaxima después de
bloguear sus sustituciones directoras seguramente arrojard nuevas soluciones -
combinaciones de sustituciones - como lo sugieren otros trabajos [75-77]; sin embargo,
aunque no se descarta, la obtencién de una solucién estructural diferente parece mds diffcil.
Conseguirla tal vez requiera encontrar la forma de fijar la asa {2 para obligar a la enzima a
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unir el sustrato de manera distinta o hasta explorar la posibilidad de construir otro aparato
catalitico que conduzca al desarrollo de la nueva especificidad prescindiendo del
desplazamiento del famoso loop.




Conclusiones

Para conseguir el cambio de especificidad de penicilinasa a cefotaximasa, TEM1 y
PC1 se proveen de una serie distinta de sustituciones. Aunque no se tiene la certeza de que
la solucién de PC1 sea un méximo global, es claro que esa enzima no hubiera seguido la
misma ruta que TEM1 para cambiar la especificidad.

A pesar de la diferencia de las soluciones, las dos B-lactamasas parecen seguir el
mismo programa de cambios estructurales generales, mediados por sustituciones distintas,
que conducirian a la desestabilizacién de la asa €2 y el ensanchamiento del sitio activo.

Las soluciones evolutivas para el cambio de especificidad de enzimas con actividad y
plegamiento homdlogos, pero de secuencias disimiles, son diferentes al nivel de la
naturaleza de las sustituciones. La divergencia de las soluciones — serie de sustifuciones-
para conseguir el cambio de especificidad podria deberse a la distinta accesibilidad de
aminodcidos desde cada uno de los codones de posiciones andlogas y a que la adopcidn de
una sustitucién depende del microcontexto estructural, diferente para cada polipéptido a
pesar de la comunidad de plegamiento. No obstante las diferencias, es posible que la
maquinaria catalitica pre-existente haya obligado a generar soluciones estructurales
similares.

Perspectivas

La necesidad de la caracterizacién cinética de las mutantes més importantes para
compararlas con pulcritud es obvia.

Un andlisis cinético enfocado en el entendimiento del desarrolio de la nueva
especificidad seria interesante, ademds que posible. En particular, el examen del efecto de
las sustituciones E168G y S173P en la afinidad y la velocidad de reaccién verificarfa la
hipétesis hecha en torno a esas dos sustituciones. De resultar en el sentido correcto, esa
informacion seria un aliciente para emprender un anélisis estructural serio. En este punto y
en relacidn con la flexibilidad ya vista de la ubicacién de la maquinaria de desacilacion en
PC1, se podria verificar si E168G y S173P devuelven a la posicion original el aparato de
desacilacion o afinan una nueva posicidn.
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Metodologia

Generales

Todos los cultivos, liquidos o sélidos, fueron hechos en medio LB [78] a 37° C,
suplementados con alguno de los siguientes antibidticos: Cloramfenicol (Sigma), 35 pg/ml;
Kanamicina (Research Organics) 25 pg/ml; Estreptomicina (Sigma), 30 ug/mi;
Espectinomicina (Sigma), 50 ug/ml; y Ampicilina (Sigma), Cefotaxima (Sigma) y el
inductor IPTG (Sigma) en concentraciones variables.

Donde se requirié, Escherichia coli X1.1 Blue MRF” (Stratagene) fue la cepa utilizada. Los
procedimientos basicos de biologia molecular se hicieron como se acostumbra [78]. Las
enzimas Dral, Hindlll, BamH], Ncol, Xhol y EcoRI fueron provistas por New England
BioLabs, al igual que la T4 DNA Ligasa. La DNAsal, Klenow y TagDNA polimerasa
fueron las de Roche. Se usaron algunos kits de purificacién bajo las instrucciones de los
proveedores: Wizard Plus Midipreps DNA Purification System (Promega), High Pure
Plasmid Isolation Kit (Roche), High Pure PCR Product Purification Kit (Roche) y Qiaquick
Gel Extraction Kit (Qiagen).

Todos los oligonucledtidos usados fueron sintetizados en la Unidad de Sintesis Quimica de
Macromoléculas del Instituto de Biotecnologia, UNAM, por el método del fosfito-triéster en
fase solida. Las secuencias de nucledtidos fueron determinadas en la Unidad de Secuencia
de la misma institucion,

PCR sexual

Se realizé como Stemmer [18, 72]. En breve, se amplificé con una PCR de rutina (20 pmol
de cada oligonucledtido, dNTP’s 0.1 mM (mezcla equimolar de los cuatro), Tris-HCI 20
mM (pH 8.4), MgCl, 1.5 mM y 1 U Taq DNA polimerasa; 94° C, Smin. 94° C, 50 seg; 56°
C, 50 seg; 72° C, 50 seg, 25 ciclos. 72° C, 5 min) el gene bla-PCI, péptido sefial y promotor
incluidos, con los oligos universales Reverse/M13, que flanquean la construccién. Se utilizd
pPPC™ como templado en el primer ciclo evolutivo y las parentales seleccionadas en los
posteriores. El producto purificado se digirié con 1 U de DNAsal durante 15 min. a
temperatura ambiente (~ 25° C) y se purificaron los fragmentos de ~ 100 pb. De 300 a 500
ng/100 ul de esos fragmentos se sometieron a una PCR sin oligos, con MgCl, 2.5 mM y el
siguiente programa de termociclacion: 94° C, 30 seg; 52° C, 30 seg y 72° C, 30 seg, 40
veces; al final 72° C, S min. 1/40 de la reaccién anterior se utilizé como templado de una
PCR de rutina con los oligonucledtidos Ptre/PCXhol para amplificar los genes rearmados.

PCR mutagénica [79]

El gene de interés se amplificé con los oligos Ptic/PCXhol en una PCR a cuya mezcla de
reaccién se agregd MnCl, 0.5 mM (ademas del MgCl, 1.5 mM del tampén). La mezcla se
sometid al siguiente programa: 94° C, | min; 58° C, 1 min; 72° C, 3 min, 30 veces y 72°C,
10 min.
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Mutagénesis sitiodirigida [80]

En todos los casos el oligo mutagénico se disefid en la direccién sentido para que hiciera
pareja con el oligo PCXhol (esta opcién generaba los megaoligonucledtidos més pequefios).
Con una PCR de rutina se gener6 el correspondiente megaoligo usando como templado lo
que mds conviniera, Se purificé el producto y se completd el gene con una PCR rutinaria (la
temperatura de hibridacion puede cambiar a discrecién) usando el megaoligo y Ptrc como
cebadores. Se purificé la banda del gene completo y se amplificé con Pire/PCXhol. El gene
mutado se digirié con BamHI y Xhol, al igual que el pldsmido pS. Las dos moléculas se
ligaron en una reaccidn donde la proporcion molar inserto:vector fue 5:1. Con la reaccidn de
ligacidn purificada se electrotransformd E. coli y se seleccionaron las colonias resistentes a
espectinomicina/estreptomicina. A algunas se las hizo PCR de colonia para confirmar la
presencia ¢ identidad del inserto. Hecho lo anterior se hicieron cultivos de las colonias
ganadoras, se purificé el plasmido y se obtuvieron las secuencias.

Mutagénesis sitiodirigida a saturacion.

En todos los casos se usé como templado pPPC™. Cuando se variabilizd las posiciones 238 y
239 de PCI se disefié un solo oligonucledtido mutagénico, 89X, también en la direccién
sentido, que en los dos codones requeridos estd degenerado en la forma NNS. El resto es
andlogo a lo relatado en el péarrafo anterior.

Para variabilizar las posiciones 104, 238 y 239 se construyeron dos megaoligos, el
mutagénico para las posiciones 238 y 239, y el mutagénico para la posicién 104. Para este
iltimo se disefié un oligo degenerado NNS en el codén 104 en direccién antisentido, que
hace pareja con el oligo sentido Ptrc. Los dos megaoligos mutagénicos se utilizaron para
cerrar el gene después de PCR. La banda del producto se purificd y amplificéd con los oligos
Ptre/PCXhol.

Construccion de los bancos

Invariablemente, los productos del PCR sexual, PCR mutagénica o de la mutagénesis sitio-
dirigida a saturacion se digirieron con BamHI y Xhol, al igual que pK o pS, en el caso de los
bancos de mutagénesis a saturacion. En cada caso se prepararon reacciones de ligacién
donde la relacidn molar inserto:vector fue de 5:1. Después de incubar més de 8 horas a 16°
C, se purificé Ja ligacién y con ella se electrotransformd E. coli. De la suspensién
transformante se tomod una alicuota y ella, o sus diluciones, se plaqued sobre medio LB
suplementado con el antibiético para el cual confiere resistencia el vector usado en la
ligacién (Km o Sp/Sm). El resto de la suspensién se inoculd en 10 veces su volumen de LB
con el marcador de seleccién correspondiente. Del cultivo liguido de toda la noche se
purifico el plasmido, o que constituye propiamente el banco.

Para calcular el tamafio del banco se cont6 las colonias del cultivo en placa. A una muestra
representativa de ellas se les hizo PCR de colonia con los oligos Reverse/M13, de tal manera
que pueda identificarse, o no, la presencia del inserto, siempre en reacciones positivas. La
relacién inserto/reaccion positiva se aplica a la cuenta inicial de colonias y se tendrd el
nimero real de heteroligantes presentes en la placa. Este nueve nimero se multiplicé por el
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factor de dilucion correspondiente a la alicuota plaqueada y se tuvo, finalmente, el tamafio
del banco.

Seleccion

Se inocularon hasta 1x10° transformantes en cada placa de la serie con diferentes
concentraciones de cefotaxima. Con los plasmidos de las colonias crecidas en las
concentraciones més altas se retransformé E. coli para comprobar el fenotipo y se hicieron
PCR’s especificos de PC1.

Determinacion de la concentracion minima inhibitoria (MIC)

El cultivo de la variante de interés, con el antibidtico correspondiente y en fase exponencial,
se diluy6 decimalmente y gotas de 7ul de cada una de ellas se inocularon sobre placas con
concentraciones crecientes (1.5 veces la concentracién de la placa anterior) de cefotaxima.
Se incubé hasta 16 horas a 37° C y se hicieron las lecturas en la dilucién donde hubiera no
mas de 40 colonias en la placa control (la que contiene el marcador de seleccidn del
plasmido, pero no cefotaxima). Tomando como referencia méxima la lectura en el control, la
concentracion minima inhibitoria correspondid a la concentracién minima de cefotaxima
donde el nimero de colonias fuera la mitad o menos de las iniciales.
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