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A bstract 

In the study of the structure-function relationship of proteins, as well as for the generation 
of proteins with novel properties, methods for the site-directed mutagenesis of the 
corresponding genes have become an indispensable tool. Recent literature shows a 
number of experimental approaches for oligonucleotide-directed, site-specific 
mutagenesis, including those employing PCR. The genetic approaches to engineering a 
new function or to identify the specificity or catalytic determinants in an enzyme are the 
more powerful alternatives to the design of novel properties in proteins. Once a handful 
of key residues have been identified for an enzyme, a library of mutant enzymes with all 
combinations of random substitutions at these positions can be generated. The 
development of sensitive and easy screenings or selections schemes for isolating 
interesting enzymes, from the uninteresting or non-functional mutants, is the major 
problem to this approach. In this thesis we describe methods to combinatorially 
mutagenize several residues that are far away from each other in the sequence but close 
together in the active site of the protein. The model proteins used were the EcoRl 
restriction endonuclease and the RTEM-B-lactamase. 

With EcoRI, a library of mutant genes was generated using trinucleotide blocks and a 
combination of recombinant DNA procedures, including primer extension and the POR. 
Codons corresponding to three amino acids previously implicated in the specific 
recognition of the DNA substrate, were combinatorially mutated so as to generate a 
library that potentially contains all 203  possible single, double and triple amino acid 
replacements, in a balan ced distribution. Inspection of the phenotypes of Escherichia coli 
colonies bearing the mutant genes showed that several of them retained activities that 
were deleterious to the cells but were still protected by the EcoRl methylase. These 
included new enzymes variants, including non-conservative single and double 
replacements. 

In the case of B-lactamase, we combinatorially mutated six residues close to the active- 
site serine of the enzyme. With this model protein, the mutagenesis strategy was based 
on POR. The scheme is suitable for generating simultaneous, noncontiguous mutations 
on the same molecule with high efficiency. At the moment, we have a library of variant 
13-lactamase genes. Our goal is to constuct a new residue constellation that asists to the 
active-site serine in the serin-B-lactamase and to find out the residue contellation needed 
to asists the active-site cysteine of the thiol-B-Iactamase. 



Resumen 

Los métodos de mutagénesis sitio-dirigida se han convertido en una herramienta 
indispensable para el análisis de la estructura-función de una proteína, asi como para la 
generación de proteínas con funciones ó propiedades novedosas. Recientemente han 
aparecido un gran número de enfoques de mutagénesis sitio-dirigida basada en 
oligonucleótidos sintéticos, incluyendo métodos que utilizan PCR. La alternativa genética 
para el desarrollo de una nueva función ó para la identificación de los determinantes de 
especificidad ó de catálisis de una enzima, es sin duda alguna un enfoque poderoso para 
el diseño de propiedades novedosas en proteínas. Una vez que se han identificado los 
residuos importantes para la función de una enzima, puede producirse un banco de 
enzimas mutantes con todas las posibles combinaciones de sustituciones azarosas en 
esas posiciones. El principal problema de este enfoque consiste en la necesidad de 
ensayos de búsqueda, simples y eficientes, de aquellas variantes interesantes. En el 
presente trabajo de tesis, describimos métodos para mutagenizar en forma combinatoria 
varios residuos lejanos en la secuencia de aminoácidos de una proteína, pero cercanos 
en el sitio activo. Como proteínas modelo utilizamos a la endonucleasa de restricción 
EcoRl y a la RTEM-í3-lactamasa. 

Con EcoRI, se construyó un banco de genes mutantes utilizando trinucleótidos sintéticos 
y una combinación de metodologías de DNA recombinante, incluyendo extensión de 
primero y PCR. Se mutagenizaron en forma combinatoria a los codones correspondientes 
a los tres residuos previamente implicados en el reconocimiento especifico del sustrato, 
generando, de esta manera, un banco que potencialmente contiene los 203  posibles 
reemplazos sencillos, dobles y triples en en una distribución balanceada. La inspección 
de los fenotipos de colonias de Escherichia coli portadoras de los genes mutantes ha 
mostrado variantes que retienen actividad deletérea para la célula pero sensible a la 
metilasa EcoRI. Esas enzimas mutantes incluyen nuevas variantes con reemplazos no 
conservativos sencillos o dobles. 

En el caso de la B-Iactamasa, hemos mutado en forma combinatoria 6 residuos cercanos 
a la serina del sitio activo de la enzima. Con esta proteína modelo, se utilizó una 
estrategia de mutagénesis basada en PCR. El esquema de mutagénesis es apropiado 
para la generación eficiente de mutaciones simultáneas, no contiguas, en la misma 
molécula. Hasta el momento, se cuenta con un banco de genes mutantes de la f3- 
lactamasa. Nuestra meta es construir una nueva constelación de residuos que asista a 
la serina del sitio activo en la serin-B-lactamasa y ademas, encontrar la constelación de 
residuos apropiados para asistir a la cisteína del sitio activo de la tiol-f3-lactamasa. 



Introducción 

El rápido desarrollo en técnicas de Biología Molecular ha impulsado notablemente la 

ingeniería de proteínas y ha permitido que esta disciplina se convierta en un medio único 

para examinar el sitio activo de enzimas, de tal forma que se pueda identificar y 

cuantificar el papel de residuos específicos en la unión, especificidad y catálisis de 

sustratos. 

Dada la complejidad de las interacciones que mantienen la estructura del sitio activo, es 

dificil predecir el o los cambios necesarios para producir una enzima con nuevas 

capacidades catalíticas. El desarrollo de nuevos procedimientos computacionales 

capaces de calcular y simular los efectos de mutagénesis dirigida en la estabilidad y 

actividad de enzimas y complejos enzima-sustrato, sugieren la posibilidad de predecir las 

consecuencias funcionales de sustituciones de residuos que forman el sitio activo de la 

enzima(1,2). A pesar de lo prometedoras que son estas estrategias racionales de 

modificación de enzimas, hasta el momento han tenido un éxito limitado a sistemas 

enzima o enzima-sustrato excepcionalmente caracterizados tanto estructural como 

bloquímicamente(1,2). 

En este trabajo proponemos una alternativa al enfoque anterior de diseño de enzimas. 

Nuestra alternativa consiste en la modificación a saturación y en una forma azarosa de 

combinaciones, de todos los residuos potencialmente involucrados en las capacidades 

de unión o de catálisis de la enzima. La existencia de fenómenos de aditividad de 

diferentes reemplazos en una proteína, así como la posibilidad de interacciones 

o 



complejas entre residuos aminoácidos vecinos en la estructura tridimensional de una 

proteína (3) sirve como justificación para este enfoque combinatorio de mutagénesis. En 

el caso de mutagénesis aditiva, es claro que la combinación de mutantes sencillas, cada 

una de las cuales aporta una pequeña mejoría a la función deseada, es una de las 

herramientas más empleada en ingeniería de proteínas(4-9). La mutagénesis no-aditiva 

ocurre con residuos catalíticos interdependientes, la modificación de uno de ellos puede 

dar como resultado que los demás obstaculicen la función. También en estos casos es 

recomendable la modificación simultanéa de este subgrupo de residuos para lograr el 

cambio a la función deseada(10). El éxito de la mutagénesis combinatoria sólo depende 

del desarrollo de técnicas de búsqueda o selección, rápidas y eficientes, de la función 

deseada y de la eficiencia de la mutagénesis(11). La posibilidad de expresar proteínas 

en la superficie de fagos filamentosos (12-14) sin duda alguna será de gran utilidad para 

el tipo de estrategias selectivas. Mediante purificación por afinidad se puede seleccionar 

la proteína expresada con base en la especificidad de unión con el ligando. Si somos 

capaces de producir un banco de proteínas mutantes expresadas en el fago filamentoso 

es posible analizar millones de estas mutantes y seleccionar solo aquellas con mayor 

especificidad por el ligando. 

Existe un gran número de estrategias diferentes que permiten modificar o construir genes 

que codifiquen para la secuencia de aminoácidos que deseamos. De hecho, gracias a 

la comercialización de algunos de estos métodos, en la actualidad es relativamente fácil 

adquirir esta habilidad. 



La mayoría de los métodos dirigidos a la modificación de regiones específicas de alguna 

proteína utilizan oligonucleótidos sintéticos que codifican para el o los cambios 

planeados. El enfoque azaroso de mutagénesis dirigida depende de oligonucleótidos 

sintéticos "degenerados" en las bases que codifican para el o los aminoácidos que 

deseamos cambiar. Esto se logra gracias a la versatilidad que la automatización permite 

durante la síntesis del oligonucleótido. Más adelante discutiremos con mas detalle como 

se lleva a cabo la producción de estos oligonucleótidos, por el momento, nos limitaremos 

a decir que nuestra estrategia de mutagénesis depende de varios de estos 

oligonucleótidos "degenerados" complementarios a diferentes regiones del gene que nos 

interesa modificar. 

A pesar de la gran cantidad de métodos diferentes de mutagénesis dirigida, solo existe 

un número muy limitado de estrategias que permiten la modificación simultánea de 

residuos lejanos en la secuencia primaria de la proteína pero cercanos en la estructura 

tridimensional. La gran mayoría de los ejemplos de mutagénesis combinatoria consisten 

en la modificación simultánea de residuos cercanos en secuencia, esto permite un diseño 

de mutagénesis que utiliza uno o dos oligonucleótidos que son portadores de los 

cambios necesarios(15-18). La mayoría de los ejemplos de mutagénesis combinatoria 

de residuos lejanos en secuencia no emplean mutagénesis dirigida en forma azarosa, 

sino que dependen de dos o más ciclos de mutagénesis sencilla de tal forma que pueden 

producirse mutantes dobles o múltiples de los residuos blanco(4). Existen estrategias 

interesantes de mutagénesis al azar dirigidas a residuos lejanos que utilizan la síntesis 

completa de la región blanco del gene(19). Los métodos de mutagénesis más eficientes 



(teóricamente 100% de eficiencia) emplean la reacción en cadena de la polimerasa 

(PCR). Recientemente, Nelson y Long (20) reportaron una versión muy novedosa de 

mutagénesis dirigida por PCR. El empleo de un oligonucleótido adicional ("tapón") el cual 

no es complementario a la secuencia templado original permite extender este esquema 

a la combinación de cada producto mutante de PCR con mutaciones codificadas en el 

siguiente oligonucleótido, con la ventaja adicional de poder ser selectivo para la 

amplificación exclusiva de secuencias mutantes, evitándose de esta manera la 

producción del gene silvestre. Más adelante explicaremos con más detalle las diferentes 

etapas para la producción de mutaciones múltiples combinatorias por PCR. 
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Proteínas modelo 

EcoRi 

La endonucleasa EcoRi es la enzima de restricción más caracterizada debido a su 

importancia intrínseca y a las consecuencias que su estudio pudiera tener sobre 

generalidades de la interacción proteína-DNA. 

El primer reporte de la estructura del complejo enzima-DNA (21) propuso tres residuos 

aminoácidos como los responsables de la especificidad de la enzima por el sitio 

5'GAATTC 3' del DNA. 
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Fig. 1 Estructura propuesta para el complejo EcoRl-DNA a 3 A de resolución (21), A la Izquierda, se muestra 
un monómero de la EcoRI, Cada monómero presenta dos u-hélices (externa e interna) que 
proyectan hacia el surco mayor del DNA. Las flechas Indican la posición de los tres aminoácIdos 
propuestos para la interacción con los nucleófidos del sitio de reconocimiento. A la derecha, un 
detalle de los puentes de hidrógeno propuestos entre la proteína y el DNA, 
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En ese momento, se llegó a la conclusión que la especificidad de secuencia estaba 

mediada por 12 puentes de hidrógeno formados directamente entre 3 aminoácidos y las 

bases purínicas de la secuencia canónica. Los residuos involucrados en las interacciones 

con el DNA fueron los siguientes: Glu144,Arg145 y Arg200 (fig.1). Una revisión reciente 

de la estructura del complejo (22) ha revelado regiones adicionales de la proteína que 

contactan las bases pirimidínicas de la secuencia canónica. En este nuevo modelo, ya 

refinado, la especificidad de secuencia parece estar determinada por 16 puentes de 

hidrógeno entre aminoácidos de la proteína y las bases del DNA (fig.2), además de una 

red de contactos tipo Van der Waals que involucra a todas las pirimidinas,(23) 

Fig. 2 Modelo del reconocimiento del sustrato por la EcoRi según la revisión de la estructura del complejo 
enzima-DNA (22). Además de las hélices externa (resrduos 197, 200 y 203) e Interna (residuo 145), 
cada monómero presenta un segmento de cadena polipeptfdlca en forma extendida, e) cual 
atraviesa el surco mayor del DNA y contacta algúnas bases del sitio de reconocimiento. 

1-Y-m-111 



La actividad letal, in vivo, de la enzima silvestre y la existencia de una metilasa EcoR1 

que proteje de manera efectiva al DNA contra la actividad de la endonucleasa, nos ha 

permitido diseñar un ensayo in vivo lo suficientemente sensible para detectar enzimas 

mutantes con actividad normal o alterada contra el sitio canónico y enzimas mutantes con 

diferente especificidad de reconocimiento. 

En el inicio de este trabajo nos planteamos los siguientes objetivos: analizar el contenido 

informacional de cada uno de los tres residuos que aparentemente eran responsables 

de la especificidad y producir una combinación de mutaciones a saturación en esas tres 

posiciones con el fin de poder encontrar variantes de la enzima con actividad catalítica 

contra secuencias de DNA diferentes a la canónica. 

13-lactamasa 

Pocas enzimas tienen tantos atributos para el ingeniero de proteínas como las 

B-lactamasas. Existen por lo menos 4 grupos diferentes de B-lactamasas: A, B, C y D, 

clasificados de acuerdo a su identidad de secuencia, a su especificidad de sustrato y a 

su comportamiento cinético. Exceptuando a la clase B, todas las demás 13-lactamasas 

son hidrolasas que utilizan una serina como residuo catalítico. Aunque pudiera pensarse 

en una similitud a las serin-proteasas, las B-lactamasas carecen del residuo catalítico 

histidina que es común a todas las serin-proteasas, son incapaces de hidrolizar péptidos 

y su mecanismo de catálisis no parece ser idéntico al de las serin-proteasas. Las 

f3-lactamasas hidrolizan e inactivan antibióticos B-lactámicos tales como penicilinas y 

cefalosporinas. Entre las f3-lactamasas con serina-catalítica, las de clase A son las más 



(a) 

caracterizadas y estudiadas: se conoce la estructura tridimensional de al menos 4 

enzimas de esta clase (24-27), se tiene la secuencia de aminoácidos de por lo menos 

20 enzimas de clase A (28) y se han realizado un gran número de experimentos 

relacionados con la identificación de residuos involucrados tanto en catálisis como en 

especificidad por el sustrato (29-31). El análisis de la estructura ha mostrado que existe 

una arquitectura extremadamente similar del sitio activo y de la topología en general 

(fig,3). 

Fig. 3 A la izquierda, tipo de topologia de las B-lactamasas de clase A, Se indica la posición de la serina 
del silla activo, A la derecha, residuos clave del'sitio activo de la B-lactamasa de Staphylococcus 
aureus PC1, sin sustrato (a) y con sustrato (b), Algunas Interacciones importantes se muestran con 
líneas discontinuas, WAT, es la molécula de agua necesaria para la hidrólisis. 
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Estos estudios han sido relevantes para la identificación de los posibles residuos que 

auxilian a la serina-catalítica en su función. Haciendo analogía con las serin-proteasas 

se ha sugerido (32) que existe un mecanismo similar para estabilizar la carga negativa 

del intermediario del estado de transición. Se ha postulado que el residuo bina en la 

posición 73 pudiera estar involucrado en el mecanismo de transferencia del protón de la 

serina activa hacia el sustrato, aunque no se descarta la idea de que la serina 130 

pudiera estar relacionada también con este mecanismo. Para el paso de desacilación se 

ha propuesto la mediación de una molécula de solvente ayudada por el residuo glutámico 

166 (fig.3). Debido a la carencia de un analísis estructural de un complejo 

enzima-sustrato que permita identificar de manera exacta un mecanismo probable de 

catálisis, varios grupos de trabajo se han interesado en las estratégias de mutagénesis 

dirigida como una alternativa para conocer la importancia de los residuos del sitio activo 

y el probable mecanismo catalítico de la enzima(33-42). Uno de los primeros trabajos 

relacionados con este tipo de caracterización fué la construcción de la tiol-B-lactamasa 

(43), donde un grupo tiol de cisteína reemplaza al grupo hidroxilo de la serina como 

nucleófilo primario de la catálisis. La existencia de tiol-proteinasas análogas a las 

serin-proteasas (44) ha sugerido la posibilidad evolutiva de las tiol-13-lactamasas o bien 

la posibilidad de intentar su diseño. La aproximación más cercana a su construcción (43) 

no tomó en consideración al resto de la proteína, y en particular al resto de los residuos 

del sitio activo, los cuales, en principio, pudieran estar evolutivamente optimizados para 

una serin43-lactamasa. 



En nuestro laboratorio estamos interesados en participar en la identificación de los 

residuos importantes para la catálisis así como para la especificidad de sustrato de la 

13-lactamasa de clase A. Creemos que el enfoque combinatorio de mutagénesis ya 

mencionado, es ideal para la caracterización de los residuos indispensables para la 

función de la enzima y en particular para analizar la posibilidad de producir nuevas 

constelaciones funcionales de residuos alrededor de la serina-activa o de encontrar la 

constelación de residuos activos necesarios para auxiliar a la cisteína-activa de la 

tiol-(3-lactamasa. 



Mutagénesis combinatoria 

En el inicio de este trabajo, como se muestra en la figura 1 del artículo 1, decidimos 

implementar un enfoque de mutagénesis combinatoria sin POR. Tomando como base los 

resultados de análisis teóricos que proponen al codón como blanco de mutagénesis (45)1  

decidimos implementar una estrategia de mutagénesis a saturación empleando 

trinucleótidos sintéticos como unidades mutagénicas (fig.1 del artículo 1). 

El empleo de PCR para mutagénesis nos ha suministrado una mayor versatilidad de 

diseño de estrategias, permitiendo además, las altas eficiencias logradas en la 

mutagénesis combinatoria reportada en el artículo 1. Una ventaja de este tipo de 

mutagénesis consiste en la independencia de sitios de restricción cercanos a los residuos 

blanco de la mutagénesis. El empleo de oligonucleótidos sintéticos no complementarios 

a la secuencia templado original (20), nos ha permitido combinar productos mutantes de 

PCR con oligos mutantes adicionales evitándose la producción de secuencias silvestres 

fig.1 del artículo 2). 
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Resultados 

Los resultados obtenidos en este trabajo relacionados con la proteína modelo EcoRI se 

encuentran descritos en el artículo 1. Parte de los resultados relacionados con la 

8-lactamasa, principalmente los que involucran estrategia de mutagénesis se encuentran 

en prensa y se describen en el articulo 2 (por razones técnicas, en este artículo se utilizó 

a la EcoRI como modelo para describir la estrategia de mutagénesis combinatoria 

utilizando POR). El resto de esta sección se utilizará para describir algunos resultados 

obtenidos (todavía no publicados) con la proteína modelo 13-lactamasa. 

Mutagénesis de la Blactamasa 

Con el fin de mutagenizar las posiciones del sitio activo ya mencionadas se sintetizaron 

los siguientes oligonucleótidos: 

posición 234: 5'-GGTTTATTGCTGATNNG/CTCTGGAGOCGGTG 3' 

posición 166: 5 -GCCTTGATCGTTGGNNG/CCCGGAGCTGAATG-3' 

posición 130-132: 5'-CTGCCATAACCATGNNG/CNNG/CNNG/CACTGCGGCCAAC-3' 

posición 73(S70): 5'-CAATGATGAGCACM1 NNWCGTTCTGCTATGTGGC-3' 

posición 73(C70): 5'-CAATGATGTGCACTTTTNNG/CGTTCTGCTATGTGGC-3' 

oligo A: 5'-GGAATAGCCGATCGAGATCTTGAGTAAACTTGGTC-3' 

oligo B (tapón): 5'-GGAATAGCCGATCGAGATCT-3' 

oligo O: 5'-GCAAMAACTGTGATAAACTACCGC-3' 



2(166) 1( 234) 4(70(73) ) 	 3(130-132) 

• 7\1 

Etapa Ir °ligo A + digo 1(234): 

Prod.,I 

Durante la síntesis del oligonucleótido, el o los codones blanco de la mutagénesis se 

reemplazaron por NNG/C (donde N es una mezcla equimolar de los 4 nucleótidos), ésto 

produce una mezcla de codones que contienen los 20 diferentes aminoácidos más un 

codón de término. Siguiendo la estrategia de mutagénesis descrita en el artículo 2, en 

la siguiente figura se resume las etapas de combinación de mutaciones dirigidas por los 

diferentes oligonucleótidos, después de la tercera etapa el oligo mutagénico 4 puede ser 

de dos tipos: mutante en la posición 73 y silvestre en la posición 70 ó mutante en la 

posición 73 y mutante (serina 	cisteína) en la posición 70. 

  

  

Etapa 2- Prod. + oligo B +digo 2(166): 

   Prod. ir 

Etapa 	Prod. U + °ligo 8 + °ligo 3(130-132); 

   Prod. 311 

Prod,ISZ 

Prod.Y 

Upo 4r Prod. 111 oligo 8 +digo 4(70(73)) 

wro....~.4111warkommazymma...~ 	 

Elopo 5rProd ISE+oligo B +oligo C: 

f 	  
Hind111. 	 891.11 

FIg. 4 Esquema de las diferentes etapas de la mutagénesls del sitio activo de la (3-lactamasa. Las flechas 
indican la posición de los diferentes oligos para la construcción de los genes mutantes. Los 
productos de cada etapa son portadores de las mutaciones introducidas (zonas negras im) y de la 
región necesaria para la amplificación selectiva de productos mutantes (el °ligo B sólo es 
complementarlo a los productos). Cada etapa requiere de cuatro ❑ cinco ciclos de PCR sólo con 
producto previo y templado, antes de agregar los oligos respectivos. 



Lo anterior quiere decir que de la cuarta etapa en adelante se requiere de reacciones 

separadas para construcción de los genes mutantes con serina o cisteína catalítica. Por 

razones desconocidas no funcionó la quinta etapa de PCR y se recurrió a un producto 

IV ligeramente modificado. Este producto IV' consistió en una extensión de 18 pares de 

bases cercanas a la posición 70 lo cual se logró con una reacción adicional de PCR 

utilizando el siguiente oligonucleótido: 

5'-GCCCCGAAGAACG 	l I i 1CCAATGATG(A o T)GCACT-3', el producto IV original 

correspondiente como templado y el oligonucleótido B (tapón). Cabe mencionar que a 

cada producto de POR se le sometió a una reacción de polimerización con el producto 

Klenow de la polimerasa en presencia de los 4 nucleótidos, lo cual fue necesario para 

eliminar un nucleótldo 3' terminal que se agrega durante la reacción de PCR (46-47). 

Clonación y electroporación del banco de genes mutantes. 

Después de purificar los genes mutantes de la i3-lactamasal  el producto de PCR se 

digirió con las enzimas de restricción Bg111 y Hindi' y se clonó en el vector de selección 

positiva pKGS (48) digerido en los sitios BglIl y Hindi! del gene de la endonucleasa 

EcoRi. El número de transformantes analizados hasta la fecha (aprox. 5 X 104) es 

demasiado pequeño para un banco tan complejo de genes mutantes (206  secuencias 

diferentes de mutantes). Se tiene la secuencia nucleotídica de varias mutantes inactivas 

lo cual ha servido para comprobar la riqueza de mutantes en los sitios planeados. Dada 

la propensidad a error de la Taq polimerasa se han observado mutaciones no planeadas 

en un número esperado según la tasa de error reportada para esta enzima. 



Inesperadamente, de los sitios blanco de la mutagénesis, en la posición 234 no se ha 

observado la aparición de variantes. En los demás residuos, en ocasiones se ha 

observado la presencia del codón silvestre en alguno de ellos a pesar de existir 

modificación en otras posiciones. Hasta el momento desconocemos cual es el origen de 

la no variabilidad en esos aminoácidos, pero seguramente son errores del tipo de sistema 

de combinación de mutaciones. 
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Discusión 

EcoRI 

Nuestros resultados (articulo 1) y los de otros (49) claramente sugieren la existencia de 

una posible sobredeterminación de la especificidad de reconocimiento por la enzima 

EcoRl. 

Los reportes preliminares de un nuevo estudio cristalográfico de un complejo EcoRl-DNA 

(23), permiten analizar nuestros resultados a la luz del papel real que pudieran jugar los 

3 residuos que anteriormente se postulaban como los responsables de la especificidad 

de reconocimiento. 

De las mutantes que nosotros obtuvimos, la variante Giu144 —> Cys fue la de mayor 

actividad enzimática según nuestro ensayo in vivo. En la nueva estructura del complejo, 

este residuo parece estar involucrado en una red de contactos entre varios aminoácidos 

de las dos subunidades que supuestamente ayuda a mantener la orientación correcta de 

las cadenas laterales de los aminoácidos que interaccionan directamente con las bases. 

Según nuestra variante, cisteína en la posición 144 pudiera ser capaz de mantener 

todavía algún tipo de interacción con esta red de contactos, sin embargo, algunas 

variantes en esta posición, como valina ó treonina, presentan actividad parcial a pesar 

del hecho de carecer totalmente de la capacidad de poder formar interacciones de 

puente de hidrógeno. Arg145 parece mantener los contactos directos con las adeninas 
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del sitio de reconocimiento, además de estar también involucrada en la red de contactos 

mencionada anteriormente. De nuestras mutantes, solo lisina en esta posición produce 

una enzima con actividad parcial. Es interesante notar que la doble mutante que 

encontramos tolera treonina en la posición 145, aminoácido todavía capaz de formar 

puente de hidrógeno. Arg200 está involucrada en mantener contactos indirectos con las 

bases del sitio de reconocimiento, mediados por una molécula de agua, y auxiliada por 

arginina en la posición 203. Cisteína en la posición 200 genera una variante con actividad 

parcial. Es interesante que en nuestras manos, el cambio a lisina en esta posición 

inactiva a la enzima, así como los cambios a histidina ó a asparagina, todos ellos 

residuos capaces de formar varios tipos de interacciones con el DNA. 

Las generalizaciones que emergen del nuevo reporte de la estructura de la enzima en 

complejo con el DNA consisten en que la interfase proteína-DNA pudiera formarse 

cooperativamente y que los contactos de reconocimiento parecen ser redundantes, ésto 

significa que cualquier tipo de interacción pudiera ser removida sin perder la 

especificación por la base correcta, a pesar de que el nivel de discriminación pudiera ser 

reducido. 

B-lactamasa 

Los principales obstáculos que ha tenido el desarrollo de este proyecto han sido los 

siguientes: 



l o  transformación eficiente de la mezcla de genes mutantes. 

Dada la complejidad de la mezcla posible de genes mutantes es necesario contar con 

una técnica de transformación con eficiencias de alrededor de 109  transformantes por 

microgramo de DNA. La electroporación es la técnica a elegir; sin embargo este tipo de 

enfoque exige DNA de alta pureza y en cantidades suficientes para lograr números de 

alrededor de 106  transformantes independientes. Todo lo anterior requiere de la 

optimización de cada etapa involucrada en la donación de los genes mutantes al vector 

apropiado. El número examinado de transformantes hasta la fecha es tan pequeño que 

no permite la posibilidad de aislar donas interesantes con baja representatividad en las 

secuencias posibles de mutantes. 

20  contaminación con el gene silvestre. 

Ya que nuestro interés consiste en la posibilidad de encontrar enzimas activas (con 

serina o cisteína catalítica) con un nuevo contexto de residuos adicionales que apoyen 

al residuo catalítico, requerimos de un ensayo selectivo que no tolera la mínima 

contaminación del gene silvestre. Durante el proceso selectivo hemos observado la 

aparición de donas positivas que resultan ser silvestres. No sabemos cual es el origen 

de esta contaminación ya que durante las etapas de PCR el proceso de amplificación 

selectiva parece estar funcionando a la perfección. Con el fin de contender con este 

problema, hemos decidido utilizar como templado no al gene silvestre sino a versiones 

mutantes del mismo que son incapaces de conferir resistencia a ampicilina a células que 

lo contengan. Esperamos que esta variación elimine este foco de contaminación con el 

fin de asegurar el proceso selectivo de mutantes activas. 
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De los datos de secuencia que hemos obtenido, se ha observado la aparición de 

mutaciones adicionales a las planeadas. Esto fué más evidente cuando la estrategia de 

construcción de genes mutantes carecía de la etapa de tratamiento con Klenow de los 

productos de PCR. Por la naturaleza misma de este proyecto, no nos preocupan los 

cambios adicionales a los planeados, sin embargo, dada la dependencia absoluta del 

paso selectivo de mutantes activas, sería altamente favorable eliminar la posibilidad de 

contaminación con el gene silvestre. 



Conclusiones 

En este trabajo demostramos la posibilidad de producir cambios simultáneos en 

diferentes residuos lejanos en la secuencia de aminoácidos pero cercanos en la 

estructura tridimensional de una proteína. El método de mutagénesis combinatoria que 

utiliza PCR es robusto y rápido de implementarse. El empleo del oligonúcleotido "tapón" 

es esencial para seleccionar la amplificación de sólo secuencias mutantes. Hemos 

experimentado las dificultades que se tienen tanto de donación como de contaminación 

cuando se trabaja con reacciones de PCR, por lo que sugerimos ser extremadamente 

cuidadosos con el diseño así como con la ejecución de los experimentos de PCR. Los 

resultados obtenidos con la enzima EcoRi apoyan las propuestas que indican la 

necesidad de contactos adicionales a los mencionados en el primer reporte de la 

estructura tridimensional del complejo enzima-DNA. Los resultados con la enzima 

6-lactamasa son preliminares, pero se está trabajando en la optimización de las etapas 

necesarias para la obtención de un banco suficientemente grande de mutantes que 

permita la posibilidad de encontrar variantes interesantes. Se están haciendo esfuerzo's 

por eliminar la fuente de contaminación del gene silvestre, la presencia del cual es 

desastrosa para el desarrollo exitoso del proyecto. 
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SUMMARY 

 

A library of mutant ~RIR genes encoding EcoRl restriction endonuclease was generated using trinucleotide blocks and 
a combination of recombinant DNA procedures, including primer extension and the polymerase chain reaction. Codons 
corresponding to three amino acids (E'44, R'4  and R200), previously implicated in the specific recognition of the DNA 
substrate, were combinatorially mutated so as to generate a library that potentially contains all 203  possible single, double 
and triple aa replacements, in a balanced distrihution. Inspection of the phenotypes of E.veherichia rol' colonies bearing the 
mulata genes showed that severa! of them retained activities that were deletcrious to the cells hut were still protected by the 
Eco RI methyltransferase. 'These included new enzyme variants, including non-conservativa single (Thr or Val for Glu144 ) 
and double (Val for Gin"' and Thr for Arg145 ) replacements. 

1NTRODUCTION 

lo the study of the structure—function relationship of 
proteins, as well as for the gencration of proteins with novel 
properties, methods for the site-directed mutagenesis of the 
corresponding genes have become an indispensable tool. 
There are severa! stages, conceptual and methodological, to 
be taken lato account when designing a racional muta- 

Correspondence lo: Dr. X. Soberém, CIIGB/UNAM, Apdo. Postal 510-3, 
Col. Miraval 62271, Cuernavaca, Morelos (Mexico) 

Tel. (52-73)172-399; Fax (52-73)172-388. 

AbbrevIations: aa, amino acid(s); bp, base paids ); ceuRiR, gene encoding 
EcoRl; ecoRlAt, gene encoding M • Eco R1; ENase, restriction endonu-
clease; EtdBr, ethidium bromide; IPTG, isopropy1-11-n-tbiogalacto-
pyranoside; kb, 1000 bp; Km, kanarnycin; LB, Luria—Bertani (medium); 

M • EcoRl, EcoR1 MTase; MTase, metbyltransferase; nt, nucleotide(s); 
oligo, oligodeoxyribonuciconde; PCR, polymerase chain reaction; Pollk, 
Klenow (large) fragment oí E. col DNA polymerase 1; ", resistance; ss, 
single-strand(ed); wt, wild type. 
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genesis strategy: first, oven when there is a known three-
dimensional structure for the protein, it is extremely difficult 
lo predict which changes are necessary to achieve the 
desired property of the protein. This type of prediction is 
still harder in the event that more than one residue change 
is needed. Second, frequently the residues one wishes to 
alter are far away from each other in the priman' sequence 
(although they ramy be close together in the active confor-
mation of the protein), and the combinatoria! alteration of 
such residues is highly desirable (Wells, 1990). Third, as the 
number of target residues increases, the use of codons as 
mutagenic units becomes important in order to obtain a 
large number of useful alleles within a manageable mutant 
population (Sirotkin, 1986). We propase here a tnethod for 
combinatorial, saturation mutagenesis, with codons as 
mutagenic 

In arder to test a mutagenesis method incorporating the 
considerations mentioned aboye, we chose the restriction 
endonucleaseEcoR1 as a mode! protein. The first report on 
the structure ofthe protein-DNA complex, to 3Á resolution 
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(Meelarin et al., 1986), lcd lo thc proposition that thrce aa 
(E i44,  R145 and R2") dircctly contad the purine bases al 
the major groove of the substrato DNA molecule. A recen' 
revision of the structure (Kim et al., 1990) revcals additional 
regions of the protein that contad the pyrimidine bases, 
also at the major groove, in a new mode! which involves 
differences in chain conncctivity. The lethal activity of the 
enzyme in vivo, togeiher with the existence of a corre-
sponding MTase, which inhibits DNA cleavage by the 
ENase, has permitted the design of sufliciently sensitive in 
vivo assays for the detection of mutant ENases with eithcr 
normal or altered activity and/or specificity for the canoni-
cal sito (Heitman iind Model, 1990; Oelgeschlüger et ah, 
1990). 

In this paper, we report the generation of a library of 
DNA fragments, potentially containing all of the 8000 pos-
sible aa combinations at three positions that.  face the DNA 
major groove (E`", R'45  and R2'"). \Ve used trinucleotide 
blocks in the digo synthesis and obtained a fragment library 
which resulted in the expected distribution of replacements 
(single, double and triple), with no obvious bias and no stop 
codons. Using this library and a colony phenotype assay, 
we have isolated new partially active =tants, including a 
double aa replacement, that further strengthen the notion of 
the importa:lee of DNA conformation (Lcsscr et al., 1990), 
and/or additional contacts al the bases (Heitman and 
Model, 1990), on the recognition process. 

RESULTS AND DISCUSSION 

(a). Combinatoria! mutagenesis of aa 144, 145 and 200 
In orden to have access to all 203  possible combinations 

of aa at these thrce positions, we designed an experiment in 
which we would introduce, via synthetic DNA, a fragment 
consisting of 50% wt codon, 50% of an equimolar mixture 
of codons for the 20 aa, at each of thc three positions (see 
Fig. 1 legend). In the ideal case (e.g., with equal coupling 
efticiencics of the trinucleotides and no other artifacts 
during chemical and enzymatic manipulations), a binomial 
distribution would predict the composition of the fragment 
to be 12.5% wt in all thrce positions, 37.5% single, 37.5% 
double and 12.5% triple replacements. The number of 
dones sequenced so far (as shown in Table I) is still too low 
to tell how close the actual distribution of changos is, com-

. pared to the ideal. Nonetheless, our results do show that we 
have a collection with a variety of replacemenis, in all duce 
positions, which has already provided mutants with inter-
esting phenotypcs (see section b). 

This mutagenesis scheme loes beyond previous reports 
on combinatoria! mutagenesis (Rcidhaar-Olson and Satter, 
1988; Dunn et ah, 1988; Sartorius et al., 1989). First, we 
have targeted residuos that are far away from each other in  

the sequence. Second, through the use of trinucleotides we 
have aimed at a non-biased collection of replacements, 
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Variant enzyme phenotypes 

Platinó phenotypeY 
without M EcoR id  

E'44  R1.15 R2110 

-ipTG 	1PTG 

wt 
E 1 44C 
E144T 
E144V 
E144G 
E144F 
E144W 
R145K 
11200C 
ft 200K 
R200N 
820011 
R200Q: 
ER-VTI 
ER-KY 
ER-PF 
ER-YWY (ASN 149) 
ER-DE" 
ERR-VTG 

(I.EU 203) 
ERR-DIHY 
ERR-R1IT 

" Designations for variant ENase indicate the original aa at the 14 and 
thc aa present in the mutant, at the right, separated by the. att number 
whcre the repiacement occurred. Numbers for multiple replacements are 
oinitted for simplicity, they can be derived from colunins 2-4, Numbers 
in parentheses denote tnutations present outside the intended muta-
genesis window. 

Sequcncing was performed on the entirety of Psrl-ilind111 fragments, 
derived from mutant coloides, cloned un N113mp19. The sanee fragments • 
were also reclotied in Pul-Hindi Ihdigested pKGS tu veril.y the observed 
phenotypes (shown in Fig. 2). 

.11%1101 colony phenotypes were assessed visually. Coloides were grnwn 
un Km piales al a tina! coneentration of 50 pg/ml, Where indieated, Mates 
were suplemented with IPTG to a final concentration uf 1 mM. 
+ + + +, normal appearing colony; + + + +, lower density coloides 
but similar size; + + + and + 4-, reduccd size and visibly translucent 
coloides; + , ilat, sitiall and translucen' coloides (similar impearance as 
the paren' enzyme). , no growth. NU, not determined. 
d When the mutant genes were expressed in a MTase context, all 
coloides liad a normal phenotype, including coloides bearing the paren' 
ecoR1R gene. Under induction conditions only the paren' gene is !cibal 
(see Fig. 2). 
• Data obtained from direct cloning of the 14111-Psil fragment in M 13 
vectors. 
' In this case, the ecoRIAI gene was complemented both in moras, in a 
compatible piasmid, and in cis, with the ecoR!M gene cloned in the same 
plasmid as the ecoRiR gene. In both cases, there was a protective effect 
of the MTase un the lethality of the mutant ENase under induction 
conditions. The rescue was more evident in the cells containing the 
ecoRIM gene present in from (see Fig. 2). 
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Fig. I. Combinatoria! mutagenesis strategy. The short, solid fines indicate synthetic oligos used as mutagenie primers or as ligation adapters (thickenings 
denote inutagenic regions).1-latched double fines denote the M I 3mpl8 ss DNA template. Dashed fines depict the extension products. Methods: AH cloning 
experirncnts were carried out with M L3mp18, N113mpl9 (Yanisch-Perron et al., 1985) or pKGS (Kuhn et al., 1986) as vector DNA and JM101 (Messing, 
1979) as recipient strain. Plasmid pKGS, which cardes a 11111 length ecoRiR gene under the control of the inducible prometer lacUV5, and pSCIOlmeth, 
a Te' derivative of pSCIOI, containing the ecoRIM gene (Betlacit et al., 1976), were a generous gift from P.J. Greene (UCSF). Oligos were synthesized 
on a DNA synthesizer (Systec 1460A) using the phosphoroarnidile mediad (Beaticage and Caruthers, 1981) and controlled pare glass as support (Adams 
et al., 1983). In some steps, those inyolving the introduction of a cocktail of trinucleotides, a mixture was prepared containing equimolar amounts of 
20 different, fully protccted, phosphotriestcr trinucleotides, synthesized as described (Broka et al., 1980). Each trinucleotide corresponded to a cedan 
for one aa, as follows: Ala, GCT; Arg, CGT; Asn, AAC; Asp, GAC; Cys, TGT; Glu, GAA; Gin, CAO; Gly, GGT; 1-lis, CAC; lie, ATC; Len, CTG; 
Lys, AAA; Met, ATG ; Pite, M; Pro, CCG; Ser, TC1-; Thr, ACT; Trp, TGG; Tyr, TAC and Val, GTA. M the positions corresponding to codons selected 
for replacements, the growing oligo was meted, using the procedure of Ita et al. (1982), through a manual injection valve, with a solution made with 
a total of 20 lintel trinucleoticles from the cocktail described aboye and 20 pinol of the trinucleotide corresponding to the an present in the wt EcoR1 
sequenee. Purification of digas was performed by gel electrophoresis in 20% pnlyacrylamide-8 NI urea geis. Large pieces were sliced from the gel to allow 
for heterogeneity of migration of the mixed oligos. For the creation of conyenient restrict ion sites, oligo-directed mutagenesis was performed essentially 
as described (Su and EI-Gewely, 1988). N113inp1911PECO, an NI I3111)19 done that carnes the Hindi 11-Psil losen, which corresponds to the fragment 
coding for aa 68 to 206 of the ENase was employed as a single stranded template. We simultaneously added all three mutagenie primers 
5'-GCCAT1'AGATCTTGATCTCCTC, 5'-GACCCCMTAGAAAAAGGACGT, 5' -TTAACAACCCGTCCATCTGGTC, plus the M13 'universal' 
primer. These digas introduced silent mutations creating EgIll, Xbal and Mal sites, at positions corresponding to aa 135, 169 and 187, respeciiyely. 
A done scoring, positive for all three mutations was chosen and, alter sequence verification, used as a source of DNA to return the Hind111-Pul fragment, 
bearing the mutations, to the ecoRiR gene of pKGS plasmid, substituting for the original reglan. Combinatorial, site saturation mutagenesis at aa positions 
144, 145 and 200 of EcoRI endonuclease was approachcd by the following strategy: 15113mp181-1PECO, an MI3inpl 8 done containing the Ilindill-Psil 
insert of the ecoR1R gene was used to infect E. col( strain JN1101. The ss DNA was purified and used as template for primer extension using the two 
mutagenie oligos (5'-ATCAAGATCTAATGGCTGCTOGTAATGCTATCXXXXXXTCTCATAAGA, 5'-CGCGTTGTTAATCTI.GAGTATAAT-
TCTGGTATATTAAATXXXTTAGATCGAC, where the X denote positions mutagenized in the manner described aboye) in separate experiments. The 
m'ingenie oligos were phosphorylatcd by T4 polynucleotide kinase using [y-"PjATP. The radioactivo oligas were annealed to the ss DNA and treated 
with PolIk for 1 h at 37°C. After inactivating the polymerase by heating at 65°C for 10 min, the DNA was digested with Allui or EcoR1 depending on 
the oligo used in the extension. The ss DNA fragment produced was purified by 20% polyacrylamide-8 M urca gel alter visualization of the band by 
autoradlographic cxposure. The ss DNA fragments of 161 and 99 nt (corresponding to the expected lengths of the fragments generated with the oligos 
complementary lo the regions of aa 144-145 and 200, respectiyely) were gel purified. The fragments (approx. 0.03 pmol each) were then ligated to one 
another, aided by 0.3 pinol of an adaptar oligo (5'-TTAACAACGCGTCCATCTGGTC) in a 20 p1 rcaction. The expected 260 nt ss DNA product was 
gel purified and subsequently amplified by PCR. We used 5'-ATCAAGATCFAATGGCMCTGGTAA and 5'.CTAGAGTCGACCMCAGITA as 
primers, and performed 30 cycles at 95, 55 and 65°C, for 1.5, 1.5 and 3 min, respectively. The amplified fragment was ligated lo adapters (due to the 
unexpected difficulty to digest with Bg/11 al the site located 4 bp from the end of the fragmen t) and filen digested with 4111+ Pul. The purified fragment 
was cloned either in pKGS, replacing the wt with the :intima region as a cassette, or in N113mp19, for direct sequencing. 
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containing a suitable distribution oí triple, double and single 
replacements, with no stop codons; with mcthods based on 
synthesis with mononueleotides, the resultant mutant libra-
ry would be expected to be poorer, duo to inherent limi-
tations imposed by the degeneracy of the genetie code as 
well as the fact that the tripla is the coding unir. As the 
advantage of using triplets for mutagenesis, although signifi-
cant (Sirotkin, 1986), is probably offset by the general difli-
culty of producing and using such synthetic units, we are 
currently working at furiher advancing these nictliods, 
adapted lo more widety available synthetic chemistries. Our 
cribas are also stimulaled by the versalita),  attainable by the 
use of PCR. 

(ti) Phenotypes of bacteria bearing the mutant ecoRIR 
genes 

The transformation mixture of the mutant fragment 
cloned in pKG S was plated in conditions in which the gene 
is repressed (no IPTG added). The ecoRIR gene present in 
this plasmid cardes a mutation that results in a protein 
product, altered at one aa (E" a D) (Kuhn et al., 1986), 
and with lower activa),  under repressing conditions (note 
that all of the mutants reported in the present study contain 
this replacement as well). The presence of ibis variant of the 
ecoR1R gene, under the represscd conditions, is tolerated 
but confers a translucent, fíat appearance to the E. culi 
JM 101 colony bearing it. With the mutant coltection, we 
observed colonies with at least three distinctly difl'erent 
phenotypes: normal, intermediate, and wholly fíat-trans-
lucent (Fig. 2). Furthermore, ;s'Un these colonies were re-
plica-plated to media containing the inducer, we could  

again observe differences among diem, namely: normal 
growth, poor growth and no growth (see Fig. 2 and Table 
I). To verify the correspondence between the sequence and 
the observed phenotype, plasmid DNA was purified and 
used both for retransformation and as a source for the 
scquencing. 

Out of the limited number of colonies analyzed so far 
(about 103, from several transformation experiments), some 
preliminary observations could be noted. Sorne 10% of the 
colonies displayed phenotypes indistinguishable from thosc 
carrying the parent gene, under repressing conditions. Se-
quencing experiments from severa! of such colonies re-
vealed the presence of the expected silent mutations 
(coming from codons present in the trinucleotide mixture 
uscd to synthesize the oligo, which are synonymous, but 
different from the original). 

Less than 1% of the colonies showed the intcrmediate 
phenotype; sequencing of severa! such clones revealed only 
the Cys'" and Cys'" variants. From a few hundred 
colonies that were replica plated to inducing conditions, 
about 2% manifested a distinguishabty poorer growth 
(E.144 	E144 	R145, and El"RI45  VT were 
identilled Ibis way). Overall, therefore, there is an indication 
that kss than 5% of the variant &oil! altered in one or 
more ofthese three residuos confers a phenotype to the cells 
carrying them (as detected in our assay system). 

Sensitivity to the presence of the M • EcoRl was tested 
for some of the mulants calle'.  by transforming the corre-
sponding plasmid DNA roto JM101 celts bearing the 
ecoRIM gene in a compatible plasmid or by replacing the 
mutant fragment in a plasmid that contains both the ecoRIR 

   

no IPTG 

left right 

 

IPTG 

left Iright 

  

Fig, 2. Colony phenotypes of variant ENases. Colonics expressing Eco RI mutant ENases are as follows: a, parent enzyme; b, El" C; e, El" T; 
G; e, Eimik  las 	vis; Ei44..it  145 -4 VT M 'Eco R1 (present in els, see Table 1); g, 	K; lt, 101)  -4 0,1, 1t2"-+ K; and j, R2  -4 N, LcR plate, 

no 1PTG inducer, right plate, 1 mM 1PTG. Each plate is divided in two columns containing tinte independently isolated colonies from a fresh 
transformation. Colonics in the 	and right columns come from host strains lacking and containing the M • Eco Ri, respectively. 
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and the ~MI genes. All mutants tested showed a 
MTase-sensitivo plienotype in one or more conditions 
(Fig. 2). It was striking to observe variants with remanent 
activity that are still MTase-sensitivo, especially those 
containing entirely non-conservativa (e.g., 	-4 V) as well 
as double (E'41 --, V + R145 —,  T) aa replacements. 

Our results are in general agreement with recent reports 
(1-leitman and Model, 1990; Needels et al., 1989; Alves 
et al,, 1989) showing that some replacements at aa 144, 145 
and 200 of EcoRI generate ENases with recluced activities, 
but are still specific towards the GAATTC sequence. 

The use of combinatoria' mutagenesis, together with our 
assay system and, possibly, the utilization of the mutant at 
position 160, permitted the identification of thc double re-
placement variant that retains activity against the canonical 
site. It is noteworthy that the phenotypes conferred by some 
of the mutations we isolated differ from those previously 
reported. For instance, mutants 	T and El" V 
have detectable in vivo activities in our hands, whereas 
Iieitman and Model (1990) Usted diem as inactivo. On the 
other hand, we observed a null phenotype for E'a'' —› G, 
Usted as marginally active by the sane authors. Since our 
detection system is different and uses a different sirain from 
those previously reported, it is possible that mutations that 
result in mechanistieally different activities (e.g., nicking, 
dissociation prior to hydrolysis of the second strand, etc.) 
stand out in one assay, but not in the other. \Ve are currently 
workingon the isolation of the mutations at aa 144, 145 and 
200 from the lesion at position 160, which is also a con-
ceivable cause of the discrepancies noted aboye. 

Due to the amendmen' ts on the crvstal structure of 
EcoRI, there has been caution in interpreting recent studies 
M' Eco Rl in structural tercos (Lesser et al., 1990). Rased on 
the description from the anide reporting the revised, re- 

coordinate set (Kim et al., 1990), as svell as on our 
own observations using the available 2-earbon coordinates 
(Brookhaven PD13 entry 1111E), we infer that the sido 
chains of aa 145 and 200 are within hydrogen bonding 
distance of the bases at the major groove of the DNA 
molecule, with aa 144 also nearby. Therefore, although our 
results substantiate the notion that additional contacts are 
involved in the determination of specificity, they clearly 
pertain to the protein-DNA interface. 

(e) Conclusions 
In summary, we have implemented a method to combina-

torially mutagenize three residues implicated in the speciíic 
recognition of DNA by endonuclease EcoRI (McClarin 
et al., 1986). Our collection is composed of a balanced 
proportion of single, double and triple replacements and 
allowcd us to isolate severa' mutants that retain activity. 
The observation oían increasing number of altered proteins 
with replacements at these three residues, that still retain  

activity and specificity, reinforces the experimental support 
of the notion that other aa play a significant role in the 
recognition and cleavage processes. Work under way is 
ainied at the screening of a sulficiently largo number of 
clones in orden to score the phenotypes of other =Ripie 
replacements as svell as extending the mutagenesis window, 
We believe that our approach, applied to all residues 
involved in hydrogen boncling interactions, as interpreted 
from the new structure, should be valuable in providing 
information with regard to the possible overdetermination 
of the specificity of this enzyme. 

A CKNOIVI. 	EM ENTS 

\Ve are grateful to Paul Gaytán for oligo synthesis, Maria 
Elena Munguia for technical assistancc, Sonia Caro for 
secretaria! help and Mario Zurita for critically reading the 
manuseript. J.O, is supported by a Ph.D. scholarship from 
Consejo Nacional de Ciencia y Tecnología, México. 

REFERENCES 

Adanes, S.P., Kauka, K.S., Wykes, E.J., Holder, S.B. and Gailupi, 

Hindered dialky arnino nucleoside phosphite reagents in the synthesis 

of two DNA 51-mers. J. Anr. Chem. Soc. 105 (1983) 661-663. 

Alves, J. Rüter, T., Geiger, R., Flicss, A., Maass, G. and Pingoud, A.: 

Changing thc hydrogen-bonding potential in the DNA binding site of 

Ecolll by site-directed mutagenesis drastically reduces the enzymatie 

activity, not, however, the preference of ibis restriction endonuclease 

for cleavage within the site 	 Biochemistry 28 (1989) 
2678-2684. 

Beaucage, S.L. and Caruthers, M 	Deoxynucleoside phosphoro- 

amidites. A new class key intermediares for deoxypolynueleotide 

synthesis. Tetrahedron Lett. 22 (1981) 1859-1862. 

Define?), M., Hershfield, V., Chow, L, Brown, W, Goodman, H.M. and 

Boyer, H.W.: A restriction endonuclease analysis of the bacteria) 

plasmid controlling the EcoRI restriction and modification of DNA. 

Fed. Proc. 35 (197(i) 2037-2043. 

13roka, C., Hozumi, T., Arentzen, R. and ltakura, K.: Simplifications in 

the synthesis of short oligonucleotide blocks. Nucleic Acids Res. 8 

(1980) 5461-5473. 

Dunn, 1.S., Cowan, R. and Jennings, P.A.: Improved peptide function 

from randont mutagenesis over short 4windows'. Prot. Eng. 2(4) 

(1988) 283-291. 

Ileitman, J. and Model, P.: Substrate recognition by the EcoRI endonu-

clease. Proteins 7 (1990) 185-197. 

Ito, H., ike, Y., Ikuta, S. and ltakura, K.: Solid phase synthesis of 

polynticleotides, VI. Further studies on polystyrene copolymers for 

the solid support. Nucleic Acids Res. 10 (1982) 1755-1769. 

Kim, Y., Grable, J.C., Lave, R., Greene, P.J. and Rosenberg, J.M.: Refine-

ment ofEcoR1 endonuclease cryslal structure: a revised proteinchain 

tracing. Science 249 (1990) 1307-1309. 

Kuhn, 1., Stephenson, F.H., Boyer, H.W. and Greene, P.J.: Positive. 

selection vectors utilizing lethality of the EcoRI endonuclease. Gene 

44 (1986) 253-263. 

Lesser, D.R., Kurpiewski, M.R. and Jen-Jacobson, L.: The energetic 

basis of specificity in the EcoR1 endonuclease-DNA interaction. 

Science 250 (1990) 776-786. 

111 
5,41,41 	151'1' 1:[;A 

'71111.1 
11,91 1ft) 11,111. 



12 

McClarin, 	Frederick, C.A., Wang, 13., Greene, P., Boyer, 11.W., 
Grable, J. and Rosenberg, J.M.: Structurc of the DNA-Eco R1 endo-
nuelease recognition complex at 3 A resolution. Science 234 (1986) 
1526-1541. 

Messing, J.: A multipurpose cloning system based on the single stranded 
DNA bacteriophage M13. Recombinant DNA Technical Bulletin, 
N111 Publication No. 79-99 2(2) (1979) 43-48. 

Necdels, M.C., Fried, 	Love, R., Rosenberg, J.M., Boyer, 11.W. and 
Greene, 	Determinants of EcoR1 endonuclease sequence dis- 
erimination. Proc. Natl. Acad, Sci. USA 86 (1989) 3579-3583. 

Oelgeschlilger, T„ Geiger, R., Rüter, T., Alves, J., Flicss, A. and Pingoud, 
A.: Probing the function of individual amino acid residuos in the 
DNA binding sito of the Eco R1 restriction endonuelease by analysing 
the toxicity ofgenetically engineercd mutants. Gene 89 (1990) 19-27. 

Reidhaar-Olson, J.F. and Sauer, R.T.: Combinatoria' cassette muta-
genesis as a probe of the informational content of protein sequences. 
Science 241 (1988) 53-57.  

Sartorius, .1., Lel-lining, N., Kisters, B., Von Wilcken-Bergmann, 13. and 
13.: Lac repressor mutants with double or triple ex-

changes in the recognition helix bind specilleally to lac operator 
variants with multiple exchanges. EM130 J. 8(4) (1989) 1265-1270. 

Sirotkin, K.: Advantages to mutagenesis techniques generating popu-
lations containing the complete spcclrum of single codon changes. J. 
Theor. I3iol. 123 (1986) 261-279. 

Su, 	and EI-Gewely, N'IR.: A multisite-directed mutagenesis using 
1' DNA polymerase: application for reconstructing a marnmalian 
gene. Gene 69 (1988) 81-89. 

Wells, J.A.: Additivity of mutational cffccts in proteins. Biochernistry 29 
(1990) 8509-8517. 

Yanisch-Perron, C., Vieira, J. and Messing, J.: linproved M13 phage 
cloning vcctors and host strains: nucleotide sequences of the 
MI3mpl8 and pUC19 vectors. Gene 33 (1985) 103-119. 



Artículo 20 

UZI 



'I,  

• 

Anthors are responsable 
for corred, referentes. 
They 	not be elieeked 

al the pub lishing cace. 

ti 
 

kOt.1 	" 

OraIL 

Figure 1. Mutagenesis procedure. Plasmid Ml3mpl9P11Eco was used for mutagenesis. 'This plasmid 
is a derivative of M13mp19, in which a Psr-ffindllIfragment of the gene encoding endonuclease EcoRl 
(10) was cloned. Mutagenesis was designed to introduce two nonadjacent restriction sitos in the same 
molecule. Five oligos were used, A—E. Oligo A (GGAATAGCCGATCGAdATCTAG-
GAAACAGCTATGACCATG), Oligo 13 (GOAATAGCCGATCGAGATCTAGGA) and Oligo C 
(GTTGTAAAACGACGGCCAGD are based on sequences adjacent to the M l3mp and pUC series of 
vectors (they,arc actually extensions of "universal" and "reverse" M13 scquencing prirners designed to 
have siznilarjrnsyand should be able to function with any DNA cloned on thcm. Oligos D (GCCAT-
TAGATCTTGÁTaCCTC) and E (TrAACAACGCGTCCATCTGGTC) incorporare DgIll and Mhil 
sites, respectively (altered bases, with respect lo the original gene sequence, are boldfaced). A 100-11 
reaction was set up with 1 ng of M13DNA (digested with PvuII to allow for heteroduplex formation), 
combined with 30 pinol each of the oligos A and D and subjected to PCR with the following conditions: 
30 cycles of 1 mira at 93°C, 1 mira at 55°C and 1 mira at 70°C, foltowed by a final reaction of 15 mira 
at 70°C (reaction 1). PCR product 1 was gel-purified and 10 ng of it were used next, la a 901t1 reaction, 
together with 10 ng of template (Pvull-digested M13 done) performing 5 cycles of 1 mira at 93°C, 1 
rnin at 50°C and 1 mira at 70°C (reaction 2). Tire resulting extension product was amplified by adding 
30 pinol cach of oligos 13 and E lo the same tube, bringing the total volume to 100 p1 and perfonning 
27 additional cycles, identical to the first five (reaction 3). Note that oligo 13 is not complementary to 
the M13 template and, therefore, should only amplify DNA derived from the primer extension of 
product I, once the complementary strand is afforded by primer E. The resulting PCR product 11 was 
used nem, in exactly the same conditions as the previous reaction, with the primer extension product 
amplified by oligos 13 and C. 
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mutagensis over severa], noncontigu-
ous sites. The use of the additional 
"tair' (oligo A, Figure 1) that is not 
complementary to the original template 
sequenceallows coMbining cach PCR 
mutant prodikt with the mutation en-
coded by a succcssive 
avoidance of nonmutant sequences. 

The explosive growth in the genera-
tion of new methods based on the PCR 
suggcst caution in calling a method 
"novel" or "unique." Approaches such 
as those proposed by Sarkar and Som-
mer (9) or Higuchi et al. (3) share 
several features with the method de-
scribed lucre, and they may be simpler 
to perforan in some cases. Still, to the 

best our knowledge (derived from care-
ful rnonitoring of the directed-muta-
genesis literature), the approach de-
scribed here is general, simple and lcss 
costly than previously reponed ones. It 
is also uniquely suited for the introduc-
tion of severa! noncontiguous muta-
tions in the same molecule. 

The mutagenesis procedure is de-
scribed in the Figure 1 legend. The 
progress of the PCRs was monitored by 
running samples of them on 7.5% poly-
acrylamide gel electrophoresis. As 
shown in Figure 2, products of the ex-
pected length were the major spccies at 
each stage. The final PCR product was 
digested with Pstl and HindIII, ligated 

A General, PCR-Based 
Method for Single or 
Combinatorial 
Oligonueleotide-Direeted 
Mutagenesis on 
pUC/M13 Vectors 

A method for oligonucleotide- 
directed, sito-specific mutagenesis is 
reponed that represents an extension of 
methods based on PCR. The scheme 
affords the foilowing advantages: first, 
it relies on a "universal" set of primen, 
complementary to the arcas that flank 
the cloning regioli of pUC/M13 vec-
tors, thus requiring only one additional 
oligonucleotide per target site: and 
second, it is suitable for generating 
simultaneous, noncontiguous muta-
tions on the same molecule with high 
efficiency. The method is simple and 
robust, and uniquely suited for the 
generation of combinatoria! librarles of 
nonadjacent mutations. 

Recent literature shows a number of 
experimental approaches for oligo-
nucleotide (oligo)-directed, site-speci-
fic mutagenesis etnploying PCR (2-4, 
6,7,9). Some important adwuitages of 
thcsc approaches are high yicld of 
mutant recovery, with concomitant 
overall speed of the procedure, and 
easy applicability on double-stranded 
templates. Unfortunately, many of the 
procedures proposed to date require the 
synthesis of several oligos for each 
mutagenesis experiment. In this report, 
we describe a set of oligos that have! 
been succcssfully utilized to perfo 
mutagenesis experiments, in a mune 
similar to that described by Nelson anp 

,1‘14 	
Long (6), but applied to DNA fra4y 

cloned in MI3 and pUC vector!. S 
In our opin ion, this approach is an át, 

" 	si)  v 
A 

tractive alternative to other schemeT 
\) 	that also call for subcloning of the frag7  

ment to be mutagenized (1,10,11). We 
consider the method articular) suited 
for random, targeted mutagenesis .> be-
cause of the capability of the PCR to 
proceed with oligos complementary to 
the template only at their 3' ends. Fur-
thermore, as we show in this repon, it 
is also possible to use this method in a 
serial manner to perfonn combinatoria! 
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to M13mp19 digested with the same 
two enzymes and transformed into E. ,p 
coli DH5(XTM. 	 "(I/ 

Twenty-fourindependent white pla- 
moaswere iked2and verified for the 

of ?III and MIuI sites by re-
/ .striCtióiiiiilysis. Twenty-three clones 

had both sites incorpontted (the other 
done was lacking an insert). We also 
determined the nucleotide sequence of 
one of the clones and confirmed that it 

/
. 

corresponded to what was expected, 
with the predicted/éhanges at the target 
sites forlintagfiesis and' :id Ztlier-al-
terations. 

Wc have repcatedly used oligos A, 
B and C to perfonn other mutagenesis 
experiments and also oligo B as a com-
panion to similar schemes on different 
templates (that is, using a correspond-
ing oligo, analogous to A). We have 
found the approach fast and reliable, 
and the only viable alternative to per-
foren combinatoria! mutállenesis on o 
nonadjacent sites. Wc ex- 
tended Chis procedure to general five 
nonadjacent point mutations, encom-
passing over 1000 bases, with satisfac-
tory results (data not shows). 
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Figure 2. Electrophoretic analysis ot the PCR 
products. A, size markers; 13, C and D, PCR 
products 1.1I and 111 (see Figure 1), respectively, 

Additional mutations, not enccxled 
by the mutagenic oligos, have been ob-
served in our laboratory, at mies con-
sistent with previous reports (3). To 
keep this drawback at a minimum, we 
suggcst using gene fragments as short 
as possible and trying new, less error-
prone, thermally stable polytnerases as 
they become 
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