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RESUMEN

En este trabajo estudiamos la funcidn catalitica, en la alfa-amilasa de
Bacillus stearothermophilus (ABST), de un residuo conservado y un
dominio variable (dominio B), en la familia de enzimas alfa-amilasas.
Para ello generamos un banco de mutantes, para cada region de
interés, mediante la técnica de la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) ¥y seleccionamos varias mutantes para su ulterior caracterizacion
bioquimica. Para el diseto de la mutagénesis desarrollamos un
programa de computo. Este nos ayudo a establecer la taza de
mutagénesis adecuada para obtener un banco de tamano minimo, con
una alta proporcion de mutantes de nuestro interés. Pudimos observar
que la posicién Tyr63 participa en la termoestabilidad y en la quimica
de la reaccidon enzimatica de la ABST. Por otra parte, observamos qQue el
dominio B no determina exclusivamente la unién al calcio.
Adiclonalmente, al comparar las secuencias y estructuras de
tridimensionales de varias isoformas de alfa-amilasas y ciclodextrin
glicosiltransferasas (CGTasas), observamos que varios residuos de
amino acido en el dominio B participan en las reacciones de
transferencia de estas dos enzimas. Al analizar la evolucion de la
actividad entre estas dos clases de enzimas mediante filogenia
molecular, propusimos que el ancestro comuin a estas dos enzimas
debio ser semejante a una alfa-amilasa y que este divergio hacia la
actividad de CGTasa mediante la adicién de dominios y la alteracion del

dominio B.




ABSTRACT

In this work we studied the catalytic function, in the alpha-amylase
from Bacillus stearothermophilus (ABST), of a conserved amino acid
residue and a variable domain (domain B), in the family of enzymes
alpha-amylases. For such goal we generated a bank of mutants, for
each region of interest, by means of the technique of the polymerase
chain reaction (PCR) and we selected several mutants for their
biochemical characterization. For mutagenesis design, we developed a
computational program. This help us to establish the mutagenesis rate
appropriate to obtain a bank of mutants of the minimum size, with a
high proportion of mutants of our interest. We could observed that the
position Tyr63 participates on the thermostability and on the
chemistry of the enzymatic reaction of the ABST. In another hand, we
observed that the domain B does not determine exclusively the binding
of calcium. Additionally, when comparing the sequences and three
dimensional structures of several isoforms of alpha-amylases and
cyclodextrin glycosyltransferases (CGTases), we observed the various
amino acid residues in domain B participate on the transferring
reactions of both enzymes. When analyzing the evolution of the activity
berween these two classes of enzymes by means of molecular
phylogeny, we proposed that the common ancestor to these two
enzymes should be more like an alpha-amylase and that it diverged to
the CGTase activity by adding domains and altering domain B.
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1.- ANTECEDENTES

Este proyecto fue concebido a partir de la idea de generar alquil
glicésidos, productos de alto potencial comercial (4, 30), utilizando
para ello una enzima que pudiera emplear polisacaridos y alcoholes
alifaticos como reactantes, ambas sustancias de bajo valor comercial.
Un esquema general para una reaccion de alcohdlisis en carbohidratos

se puede plantear como:

R1-O-R2 + R3-OH --=vee--- R1-0O-R3 + R2-OH

en donde R1-0-R2 es un éter de carbohidratos, un oligo o polisacarido,

v R3-OH es un alcohol primario alifatico.

Para que esta reaccion se favorezca es necesario utilizar un medio que
permita reaccionar a ambas especies, por ejemplo un cosolvente.
Adicionalmente, si la reacci6én se lleva a cabo en presencia de una
enzima, esta debera ser estable a la presencia del cosolvente, y al
menos presentar afinidad por uno de los reactantes, es decir, un alco-

hol alifatico y un polisacarido.




Basados en la clasificacion de las actividades enzimaticas (oxldo—reduct
ésas, transferasas, hidrolasas, liasas, isomerasas y ligasas),
consideramos que las enzimas de la clase 2, las transferasas, serian las
enzimas adecuadas para producir alquilglicosidos a partir de un
polisacarido y un alcohol alifatico. Cabe destacar que al igual que las
transferasas, las ligasas pudieran servir para este propoésito, solo que
estas enzimas requieren de cofactores que encarecen su empleo en
condiciones Industriales. No existe ninguna transferasa o ligasa
conocida que reconozca a un alcohol alifatico de cadena larga, por lo
que las enzimas adecuadas para realizar estudios de alcohdlisis de polis

acaridos serian las glicosil transferasas (EC 2.4.1).

Sin embargo, estas glicosil transferasas son enzimas que presentaban
varias dificultades para su empleo en este proyecto: no se disponia de
ningan gene que codificara para una de estas enzimas, estas presentan
baja estabilidad, no se conocia la estructura tridimensional ni el
mecanismo de catalisis a fondo. Un grupo de hidrolasas Qque no tienen
estos inconvenientes, y que ademas tienen afinidad por el mismo

reactante que las glicosiltransferasas son las a-amilasas (EC 3.2.1.1).

De hecho, se ha reportado que la a-amilasa de Aspergillus oryzae, taka-
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amilasa, puede llevar a cabo reacciones de alcohdlisis con alcoholes
alifaticos de bajo peso molecular (17). Esta actividad alcoholitica es sin
embargo poco eficiente. En este estudio nos enfocamos al estudio del
mecanismo de reaccion de las a-amilasas con la idea de poder alterar

la capacidad alcoholitica de estas enzimas.

Asi pues, el objetivo general de este trabajo es estudiar el mecanismo
de catalisis de las a-amilasas, haciendo énfasis en entender de que
manera se podria alterar la especificidad, para lograr que la enzima

reconociera un alcohol alifatico en vez del agua.

Para seleccionar la a-amilasa adecuada para nuestro estudio de

alcohdlisis consideramos que debia tener las siguientes cualidades:

- Ser de origen bacteriano, para facilitar su manipulacion genética en

Escherichia coll.

- Que fuera termoestable: Esta cualidad en algunos casos correlaciona
positivamente con la capacidad de mantener su estructura funcional en
solventes no acuosos (1), como por ejemplo altas concentraciones de

alcohol alifatico o un cosolvente.



- Conocimiento previo del mecanismo de reaccion y de la estructura

tridimensional de la enzima, para facilitar el estudio molecular de la

reaccion.
- Disponibilidad del gene.

La mayoria de estas cualldades las reune la a-amilasa de Bacillus
stearothiermophilus ATCC 12980 (ABST), por lo que fue seleccionada
para este estudio. Aunque en particular de esta enzima no se conocia
su estructura tridimensional, si existia un modelo propuesto de su
estructura basado en mutagénesis y modelamiento estructural (11). La
taka-amilasa, para la que ya se habia reportado su capacidad
alcoholitica, no fue seleccionada porque su expresiéon recombinante en

E. coli seria un problema, aunque si cumplia con los demas requisitos

arriba mencionados.
II.- INTRODUCCION

11.1.- Generalidades Sobre Mecanismos de Reaccioén.
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El estudio cinético y estructural de las enzimas ha permitido
determinar que éstas poseen sitios bien definidos para el
reconocimiento de su sustrato, y que para transformarlo utilizan
grupos quimicos diversos, por ejemplo, grupos acidos y basicos. La
mayoria de los conceptos en catalisis estan basados en la teoria del
estado de transicion, que consiste en analizar tres estados quimicos del
sustrato: su estado original o basal, el estado final o producto de la
reaccion, y la especie quimica mas inestable durante la reaccién, el
estado de transicion. Al graficar una coordenada de la reaccién contra
la energia involucrada en la misma, el estado de transicion de la
reaccion se localizaria en el pico mas alto en la grafica, y los
intermediarios sobre los valles (23) (véase figura 1). Se acepta que la
frecuencia a la cual se descompone un estado de transicion es igual a la
frecuencia de vibracion del enlace que se rompe, la cual a 25° C tiene
un valor aproximado de 6 X1012 s-1, Es decir, la vida media de un

estado de transicion es del orden de 10-12 s (23).



Estado de Transicion

Energia

Coordenada de la Reaccién

Figura 1. Grafica de una Reaccién Quimica

Comunmente los estados iniciales y finales de una reaccion enzimatica
son detectados por técnicas espectrofotomeétricas, sin embargo, en el
caso del estado de transicion, los métodos utilizados solamente han
logrado intuirlo o sugerirlo, mas que detectarlo directamente, debido a

su vida media corta. Algunas de estas estrategias son:

- Disenio de inhibidores analogos a un estado de transicion

supuesto (9)

- Difraccién de rayos X tipo Laue (34)



- Cinética de la forma nativa de una enzima y mutantes de la misma,

con o sin marcaje radiactivo (9)

- Quimica Computacionat (21)

Gracias a la combinacion de estas estrategias es que se ha entendido el
papel que juegan los distintos grupos quimicos en las enzimas, en la
generacion y estabilizacion de un estado de transicién particular. De
las o-glicosidasas (EC 3.2.1) que se han estudiado a este detalle es la

Lisozima (EC 3.2.1.17) (16).

11.2.- Mecanismo de Reacciéon de o-Glicosidasas

La reaccion catalizada por este grupo de enzimas es la hidrdélisis de un

enlace glicosidico (véase figura 2).
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X -+ A + Z: Reactivo

Z
oo
[
' H Estado de Transicién
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l X:A
4 + X:A Producto
H

Figura 2. Mecanismo de Reaccién para o-Glicosidasas



en donde A es un acido general o un electrofilo, Z: es und MuicLuia
nucleéfila, o donadora de electrones (que puede ser agua), ¥y X es

cualquier grupo quimico eterificado al anillo de piranosa.

Del estudio de la quimica no enzimatica de la hidroélisis del enlace
glicosidico, se ha propuesto que durante la reaccién se favorece la
formacién de un cation glicosidico. En solventes menos polares que el
agua, este cation es demasiado inestable para existir (15). Estimaciones
de la vida media en agua varian de 10-10 a 10-12 s, lo cual concuerda
con el valor estimado a 25° C (véase arriba). Esto sugiere que el sido
activo de enzimas que procesen este enlace deberan poseer una

polaridad alta que permita estabilizar a este estado de transicién, o al

intermediario de Ia reaccién.

En el caso de reacciones enzimaticas de hidrdlisis del enlace glicosidico,

esta puede llevarse a cabo mediante dos mecanismos (6, 15, 33):

- Con retencion de la configuracion del carbono anomeérico hidrolizado,
para lo cual se ha propuesto un doble desplazamiento, que involucra a
un grupo nucledéfilo en la enzima (véase figura 3). Este mecanismo

propuesto de sustitucion es similar al denominado de Sustitucion




Nucleofilica tipo 1 (SN1), en donde la velocidad de formacién del

estado de transicion solo depende de una de las dos especies en la

reaccion, en este caso del polimero de glucosa.
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Figura 3. Mecanismo de Reaccién para Enzimas Retenedoras
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- Con inversion de la configuracion del carbono anomeérico hidrolizado,
qQque se propone‘ deberiar prbcéder mediante un simple paso de
sustitucién por una molécula nucledfilla de agua (véase figura 4). A este
tipo de reacciones se les conoce con el nombre de Sustitucién
Nucleofilica tipo 2 (SN2), porque la velocidad de formacion del estado

de transicidn depende de las dos especies quimicas reaccionantes, el

agua y el polimero de glucosa.
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Figura 4. Mecanismo de Reaccién para Enzimas Invertidoras
Es importante destacar que las hidrolasas que retienen la conflguracién

del carbono anomeérico, podrian transferir residuos glicosidicos a
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alcoholes de bajo peso molecular tales como el metanol o al agua, y tal
es el caso de la taka-amilasa (17). Esta actividad no podria esperarse en
una enzima que invierte la configuracion, ya que esto implicaria que
estas enzimas pudieran funcionar como transferasas inespecificas.
Supongase la hidrélisis de un metil g-glicésido por una enzima

invertidora, la cual generaria a-glucdsido. Si la enzima tuviera actividad

de transferasa hacia metanol, podria generar a partir de un a-glucésido.

Y metanol, metil g-glicosido. Por el principio de reversibilidad, tendria

que aceptar como substratos tanto a a- y g-glicési-dos, lo cual

implicaria que estas enzimas no discriminan la anomericidad del
substrato (33). Visto de otra manera, y de acuerdo a la teoria del
estado de transicion, podria considerarse que las enzimas que catalizan
reacciones del tipo SN2, deberian tener afinidad por los dos reactantes
de los que depende la velocidad de formacién del estado de transicion,
mientras que las que catalizan por medio del mecanismo SN1, solo
deberian ser afines por la especie quimica de la que depende la
formacion del estado de transicion. Esto implica que para poder usar
una enzima invertidora en nuestro estudio, deberiamos cambiar la
afinidad del agua por la de un alcohol alifatico, mientras que usando
una enzima retenedora tendriarmos que generar de novo afinidad por un

alcohol. Considerando que en el primer caso la nueva afinidad

13
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implicaria hacer huecos en el sitio activo debido a la diferencia de
famaﬁos entre el agua y el alcohol, y esto provocaria una
desestabilizacién de la estructura, decidimos que las a-amilasas,
enzimas retenedoras, son adecuadas para nuestro estudio. Para
entender el mecanismo molecular de operacién de estas enzimas, es util
compararlas con la lisozima, ya que también cataliza la reaccion de un

enlace glicosidico, y que ha stido mas exaustivamente estudiada en ese

sentido.

La lisozima cataliza la hidrdlisis del componente peptidoglucano de la
pared celular de bacterias Gram (+), cortando el enlace entre N-acetil
muramico y N-acetilglucosamina. También es capaz de hidrolizar a la
quitina, un polimero de residuos N-acetilglucosamina en g(1,4). Se ha
observado que para la lisozima de clara de huevo de gallina, el
mecanismo de hidrdlisis es con retencion de la configuracion. El estudio
detallado del mecanismo de reaccion de esta lisozima ha mostrado que
su sitlo activo posee una polaridad que estabiliza el estado de transicién
adn en ausencia del nucledéfilo en la enzima (29). Esto concuerda con lo

esperado por comparacioén con reacciones hidroliticas de glicésidos en

ausencia de catalizadores enzimaticos (véase arriba).

14
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En lo que respecta a la forma en como se transflere este catién a un
nucleéfilo como el agua o algan alcohol, solo se pueden inferir algunas
caracteristicas de este proceso. Por ejemplo, se ha observado que un
tipo de o-glicosil transferasas que retiene la configuracién, las
ciclodextrin glicosil transferasas (CGTasas) (EC 2.4.1.19), transfleren
mediante un mecanismo denominado ping pong (22). Es decir, en la
transferencia de un glucésido, el cation glucosidico forma un enlace
covalente con la enzima. Por el contrario, en la hidrélisis de o-glicésido
s no se ha podido detectar la presencia de un intermediario covalente
durante la reaccién (6, 33). Por otra parte, se ha observado que en
presencia de metanol, las CGTasas no generan metil-glicésidos, en
cambio las a-amilasas si (19, 17). Esto implica que las a-amilasas no son
especificas por el alcohol a quien transfieren al catién glucosidico,
mientras que las CGTasas si, ¥ que la transferencia implica un

intermediario covalentemente unido a la enzima.

Cabe mencionar que algunas a-amilasas pueden transferir un glicésido a
otro en vez de al agua, en presencia de altas concentraciones del
glicosido. A esta reaccion se le conoce como de transglicosidacion (33).
Para determinar si una enzima transglicosidica es mejor alcoholasa que

hidrolasa, realizamos un estudio en colaboracion con 1a QFB. Rosa Isela

15



Santa Maria, estudiante de Maestria con el Dr. Agustin Lopez-Munguia
en el Instituto de Biotecnologia/UNAM. En este estudio comparamos la
actividad alcoholitica de 6 a-amilasas con su actividad transglicosidica
(trabajo en preparacién). Aqui observamos que las a-amilasas capaces
de transglicosidar fueron las mejores alcoholasas. Asi pues, nuestro
estudio se enfocd en el analisis de reacciones de transglicosidacion
como sistema modelo de las reacciones alcoholiticas, ya que. el

seguimiento de esta ultima actividad es mas complejo.

Al empezar nuestro estudio fue reportada una mutacion en la a-amilasa

de Saccharomycopslis flivuligera, que aumentaba la actividad

transglicosidica de esta enzima (18), es decir, que generaba mas
productos de transglicosidacién. Con la intencién de utilizar esta
propiedad en reacciones de alcohélisis, decidimos mutar la posiciéon
homdloga en la ABST. Durante el desarrollo de este proyecto se reporté
la estructura tridimensional de varias CGTasas (38). Esto nos permitio
iniciar un estudio conzpa.ra'tlvo entre a-amilasas (hidrolasas) y CGTasas
(transferasas) (enzimas mecanisticamente similares y estructuralmente
homodlogas), con la idea de entender como una a-amilasa podria -

cambiar su preferencia por un nucleé6filo distinto del agua. Pensamos

que esta comparacion seria utll para estos fines, ya que las CGTasas son

16



capaces de transferir un alcohol (glicésido) en lugar del agua, en _

solucién acuosa.

I11.- HIPOTESIS

Las actividades de a-amilasa y ciclodextrin glicosiltransferasas pueden
ser interconvertidas con un numero limitado de alteraciones. Basados
en el estudio del mecanismo de reaccién de c«c-amilasas, y la
comparacién de éstas con transferasas homodlogas, ciclodextrin
glicosiltransferasas, se puede diseilar una estrategia de mutagénesis pa-

ra lograr este objetivo.

IV.- OBJETIVOS
1) Estudiar el mecanismo de reaccion de las glicosidasas

2> Generar mutantes en la a-amilasa de Bacillus stearothermophilus que
permita estudiar la capacidad de transferasa de esta enzima.

3.) Comparar a nivel de estructura primaria y terciaria las a-amilasas y
las ciclodextrin glicosiltransferasas, para detectar los determinantes

estructurales que determinan la capacidad de transferasa.

17




V.- METODOS
V.1l.- Comparacion entre a-Amilasas y CGTasas.

Para el presente analisis, se utilizaron las secuencias y estructuras de las

siguientes a-amilasas (entre paréntesis se indica el nombre del archivo

del Protein Data Bank): de trigo (1lamg), de hongo (lamy, 2taa),
pancreatica de puerco (1ppt), salivar humana (1smd) y bacilar (1blp).

Las CGTasas utilizadas en este analisis de secuencia fueron todas

bacilares (1cdg, 1ciu, 1cyg).

El analisis de los determinantes estructurales de la posible funcién de
exclusién del agua del sitio activo, se realizd sobre las estructuras de la

a-amilasa pancreatica de puerco (1ppi) y la CGTasa de B. circulans 251

{1cxe), ambas en complejo con acarbosa.

V.2.- Delecién del Dominio B en la a-Amilasa de B. stearothermophilus.

V.2.1.- Prediccién de Estructura Seéundaria.
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Para la prediccion de la estructura secundaria en la ABST utilizamos los
algoritmos desarrollados por Chou-Fasman (25) y Garnier (10).
Ademas, también consideramos predicciones previas hechas para esta
enzima mediante otro método denominado Hydrophobic Cluster Anal-

vysis (27).
V.2.2.- Diserio de Oligonucledtidos.

Para determinar el tamano y la longitud de los conectores que
sustituirian al dominio B, se analizaron 10 enzimas con un plegamiento
tipo TIM-barrel (véase Resultados, Tabla 1). Dado que el grupo de
enzimas analizadas es pequeno, un analisis de composiciéon de amino
acidos no tendria suficiente valldez. Asi que decidimos utilizar amino
acidos de cadena lateral pequena (para darle suficiente flexibilidad al
conector) y polares (ya que este conector estaria expuesto al solvente).
Ademés, va que la sustitucion iba a ser llevada a cabo a nivel del gene
de la ABST, buscamos amino acidos que compartieran entre si al menos
2 bases en sus codones, con la idea de generar un banco lo mas
pequeno posible, a nivel DNA. Asi fue como seleccionamos los amino
acidos codificados por los codones GNG/C, en donde G: Guanina, C:

Citosina y N: Adenina, Timina, G y C (véase Tabla 2).
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Codon Amino Acido

GAG Glu
GAC Asp
GTG val
GTC val
o ' GGG Gly
GGC Gly
GCG Ala
GCC Ala

Tabla 2.- Codones usados en la delecién del dominio B de la ABST. Los
codones y el amino acido correspondiente (en cédigo de tres letras)

son indicados en la tabla

El disefio de los oligonucledtidos incluyd, ademas de la variabilidad en

secuencia GNG/C, la variabilidad en longitud, de 1 a 8 codones. Para
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esto ultimo, durante la sintesis de los oligonucleédtidos se sustraia la

mitad de la resina de sintesis, cada vez que se sintetizara un codon
GNG/C (5, 7) (véase Figura S). En esta forma buscamos generar un
banco de mutantes, a nivel de amino acidos de 105, con una
distribuclién tal que estuviesen altamente representadas las mutaciones

multiples. Las bases para optimizar el diseio de las condiciones de

mutagénesis estan detalladas en la publicacién 1.
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Secuencia
GNG/C

Mezclar

'

Etc.
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No se
sirntetiza oligo

S50%
No se
sintetiza oligo

El vial en donde esta acoplado el oligonuclestido esta
representado como un cilindro.

Figura 5. Esquema para la Sintesis de Oligos para la Delecién
del Dominio B de la ABST

La secuencia de los oligos empleados para tales fines fue:
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.~ oligo 1.- 5”- CAC GAC ATC GGC GTA CAC TTG-3"

-oligo 2.- 57 - GCC GAT GTC GTG GNG/C GNG/C GNG/C GNG/C GNG/C
GNG/C GNG/C GNG/C CCC GAAGTC GTG-3"

La'regién subrayada es complementaria en ambos oligonucleStidos ya

que es a partir de esta que se ensamblarian los genes mutantes (véase

figura 6).

Para incluir 6 Histidinas en el C-terminal de la enzima mediante la

técnica de PCR, utilizamos al primer universal (20) y disefiamos el

siguiente oligonucleétido:

oligo 3.- 5°'- GGT GGC ATG GGC TCA TCA CCA TCA CCA TCA CTG ATC

ACT GCG ATC GCG-3~
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_..Disefio:

Ollgo
Oligo reverso e 2
tapén —® -
Gene dela N . —————- e e ==
ABST Dominio ——
Oligo B Oligo
1 universal

Nota: la regién con linea gruesa en el Oligo 2 representa la region

variable en longitud y secuencia que sustituiria al dominio B, también
indicado con linea gruesa.

Protocolo: PCRs con Oligo 1 + reverso tapén,

y
Oligo 2 + universal

Gene de la ABST
con el dominio B
substituido por 1-8
codones.

'

Clonacién en vector de
expresion, y ensayo de actvidad
amilolitica en caja

Figura 6. Estrategia para la Delecién del Dominio B de la ABST

V.2.3.- Ensayo de Actividad Amilolitica en Caja.
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Las celulas a ensayar se crecieron en caja petri con medlo Luria agar

1. S% b % aunldon al 196, Despues de 12 horas de crecimiento a 37°C se
observé que solo las células portadoras del gene nativo de ABST
presentaban un halo claro alrededor de ellas, producto de la hidrélisis
del almidon. A las 24 Hrs. de crecimiento se presenté un halo en células
que portaban solo el plasmido sin el gene de la ABST. De aqui que las
células portadoras de un gene variante de ABST con actividad

distinguible del ruido de fondo, deberian producir un halo entre las 12

y las 24 horas de crecimientoa 37° C.

V.2.4.- Ensayos de Renaturalizacién.

Esto se realizé de dos formas distintas ¥y con varias condiciones como se

describe a continuacion.

a) Renaturalizacién de las proteinas en la columna.
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Una vez adherida las proteinas a la columna de Niquel y lavac!; dg
acuerdo al protocolo del fabricante (QIAGEN, USA), se procedio a
renaturalizar in situ mediante un gradiente, de O a 8 M de urea. Esto se
intenté con 5, 7 y 10 mL de cada solucién en las camaras, ¥y a una
velocidad de caida de la gota a la columna de 1, 1.5 y 2 mL por minuto.
Solo una vez se logré recuperar actividad con el protocolode 7 mL y a
2 mL por minuto. También en ese ensayo la cantidad de enzima que se

recupero de las células fue el doble (60 ug; 20 ug/ml de concentracion)

respecto a los demas intentos.

b) Renatufalizaclén de la proteinas una vez eluidas de la columna.

Al ser eluidas las proteinas de la columna de Niguel por competencia
con 0.2 M de imidazol, de acuerdo a las condiciones descritas por el
fabricante (QIAGEN, USA), esta solucion se goted en un vaso de
precipitados de 250 mL, en hielo y con agitacion, que contenia alguna
de las siguientes soluciones: glucosa 200 mM, glicerol 200 mM. En
ambos casos las soluciones contenian buffer de acetatos o fosfatos, pH
6.0, a 50 o 100 mM. Solo con la solucién con glicerol en buffer de
acetatos 100 mM pudimos renaturalizar la enzima para obtener

actividad en 5 de 15 intentos. Pudimos observar una correlacion entre
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la renaturalizacion exitosa y el extraer de las células una cantidad de

proteina mayor de 30 ug ( concentraciéon de 10 ug/mlL).

Se intentd inducir la expresion del gene de la ABST mediante el promo-
tor lacUVS en E. coli y el promotor de subtilisina en B. subtilis, pero
ninguno mejord los rendimientos ya reportados (10 ug/mlL de
concentracién; datos no mostrados). Adicilonalmente, la Dra. Gloria

Saab Rincén probé la expresion en E. coll bajo el promotor T7 con los

mismos resultados negativos.
V.2.5.- Medicién de Actividad Amilolitica in vitro.

La actividad amilolitica fue medida con el reactivo acido dinitro
salicillco o DNS (37). Este compuesto al reaccionar con el extremo
reductor de un azucar, forma un compuesto colorido que se puede
cuantificar especificamente a 540 nm de longitud de onda en un
espectrofotometro. Las reacciones fueron llevadas a cabo a 70° C y pH
4.5 (solucion buffer de acetatos 50 mM, 1 mM CacClz). Para quelar el
calcio y medir el efecto en la actividad amilolitica se adicioné EDTA a

una concentracién final de 1 mM. Todos los ensayos de actividad

fueron hechos al menos por duplicado.
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VVI.- RESULTADOS Y DISCUSION
V1.1.- Funcion de Residuos Conservados en a-Amilasas.

El residuo Tyr63 de la ABST, homodlogo al mutado en S. flivuligera que
aumentaba su actlvi@ad transglicosidica, fue mutagenizado a saturacién
Y 4 mutantes fueron seleccionadas y caracterizadas (véase Trabajo
sometido a publicacién 1). Ninguna de las mutantes presenté una
mejora en su actividad transglicosidica. Sin embargo, si se observaron
variaciones en el perfil de pH y kcat, 10 que aunado a la conservacion de
este residuo de amino acido en a-amilasas y ciclodextrin

glicosiltransferasas (CGTasas), y el comportamiento similar observado

de otras mutantes en posiciones también conservadas y

tridimensionalmente cercanas a la Tyr63 (Arg204 e His296 en la

numeracion de la taka-amilasa), nos condujeron a proponer que este

grupo de residuos participan probablemente en la estabilizaciéon de el
estado de transicidn en la reaccion catalizada por a-amilasas.
Como no se logré aumentar la actividad transglicosidica en la a-amilasa

seleccionada para nuestro estudio, decidimos abordar el problema de la
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transferencia de un nucleofilo diferente al agua, a través de la

comparacion entre una hidrolasa y una wransferasa.

V1.2.- Andlisis Comparativo del Mecanismo de Accién entre a-Amilasas y

CGTasas.

El mecanismo de sustitucion del enlace glicosidico puede llevarse a cabo
de dos formas, SN1 v SN2, Se destacd el hecho de que las enzimas que
usan mecanismos tipo SN2 no serian de utilidad para el proyecto de
alcohdélisis. Esto nos condujo a analizar un par de grupos de enzimas
que usan el mismo mecanismo de catalisis, tipo SN1, una de ellas
funciona como hidrolasa (a-amilasas) y la otra como transferasa
(CGTasas). Estas ultimas pueden prevenir el ataque del agua al catién
glicosidico, ¥ en su lugar permiten acceder preferentemente un
nucleoéfilo diferente, en este caso un glucdsido. Con base en estas
observaciones, buscamos en la comparacién estructural de a-amilasas y
CGTasas una base conceptual que nos permitiera disefiar una a-amilasa

con actividad de transferasa mejorada.

V1.2.1.- Analisis de Secuencia.
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Analizando el alineamiento descrito en el trabajo somgtido a
publicacién 1, observamos que los residﬁos invariantes entre las a-amil
aSas también lo son entre las CGTasas, lo cual apoya la idea de que
ambas enzimas utilizan la misma maquinaria catalitica. Por otra parte,
las posiciones Iles52, Vval60, Leul94, Gly199, Phe203 y Val293
(numeracién referida a la taka-amilasa) que son semiconservadas entre
las a-amilasas, aumentan su variacién en sequencia cuando se incluyen
las CGTasas. Estos amino acidos son vecinos estructurales de los
residuos invariantes Tyr82 (Ile52 y Val60), Arg204 (Leul94, Glyl99 v
Phe203) e His296 (Val293) (en paréntesis se indican los residuos
semiconservados). Ademadas, observamos que algunas posiciones
invariantes entre CGTasas, dejan de serlo al incluir a las a-amilasas en el
alineamiento. Estas posiciones son Glnl3, His108, Asp202, Phe292 v
Gly323 (numeracién referida a la taka-amilasa). Estas diferencias
pueden deberse a que las CGTasas analizadas todas son de origen
bacilar, mientras que las a-amilasas alineadas presentan una mayor
diversidaad filogenética. También se observé que la secuencia Phe-Ala-Pr
O en la tercer hebra beta del barril, gue habia sido propuesta como
firma distintiva de las CGTasas (12), no es invariante entre las CGTasas

_analizadas. Solo esta firma Phe-Ala-Pro y Phe292 (de los residuos
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invariantes entre CGTasa) estan cercanos al sitio activo de a-amilasas o

CGTasas, pero lo suficlentemente lejanos de este como para poder

inferir alguna funcién a priori. .
En resumen, no encontramos una correlacién directa a nivel de
secuencia primaria con la capacidad transglicosidica de las CGTasas,
que nos permitiera establecer una base para el diseio de mutantes de-

a-amilasas con actividad transglicosidica mejorada. Sin embargo, si
pudimos observar algunas firmas distintivas entre CGTasas que
probablemente esten involucradas en otras funciones especificas para

CGTasas. Decidimos entonces analizar la estructura tridimensional de

ambas enzimas.
V1.2.2.~- Analisis de Estructura.

Las a-amilasas v las CGTasas comparten similitudes estructurales en tres
dominios (véase figura 7): Dominio A, cuyo plegamiento es de un barril
del tipo (B/a)s, también conocido como TIM-barrel porque fue
precisamente en la Triosa Fosfato Isomerasa (TIM) donde se observo
este plegamiento por primera vez (8). En este dominio se encuentran

“los residuos invariantes entre ambas enzimas, y a este se le ha asignado
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un papel preponderante en la catalisis (38). Dominio B, que se localiza
entre la tercera hebra beta y la tercera a-hélice del dominio A (aqui
observamos que la longitud de este delnio es mayor en a-amilasas
" bacilares que en las de origen eucarionte analizadas). Se ha propuesto
que la dependencia de calcio para la actividad de a-amilasas reside en la
estructuracion que el calcio imparte a este dominio (3). Dominio C,
cuya topologia es de un sandwich de beta plegadas y al cual se le ha
asignado el papel de adhesién al almidén (38). Adicionalmente, las
CGTasas poseen un par de dominios (cominmente denominados D y E)
qQue se extienden a partr del dominio C, ambos con una topologia de

beta plegadas (13).
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alfa-Amilasa CGTasa

. Dominio

DPominio A . I

O
ominio ¢ | PN

Figura 7. Diagrama de Dominios de alfa-Amilasas y CGTasas

El dominio B se muestra en dos tamaros, de acuerdo a lo observad.
en nuestro analisis. El dominio B contiene el sitio de unioén aj

calcio (Ca).

Para buscar las diferencias estructurales entre a-amilasas v CGTasas que

pudieran ser responsables de la prevencién del atague del agua

nucleodfilica por parte de las CGTasas, utilizamos las estructuras

cristalograficas de estas enzimas en complejo con un inhibidor,
acarbosa, que es analogo al estado transicién (cation glicosidico) de la

reaccion catalizada por estas enzimas (véase Métodos). Nuestro criterio

de busqueda fue el siguiente:
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- Observar la geometria del enlace glicosidico atacado, es decir, sl el
enlace estd horientado hacia la enzima o bien hacla el lado opuesto

(véase flgura 8). Es razonable pensar que la direccién en la que se

.encuentra el enlace a procesar deberia ser la misma en la que atacaria

el nucledéfilo al intermediario de la reaccién (véase Figura 3).

- Determinar la posicion desde donde el agua nucleofilica accede al

cation glicosidico, es decir. desde el seno de la enzima o desde el

solvente.

Solvente

Enlace Glicosidic:

ENZIMA

Figura 8. Esquema de la Forma de Union al Sustrato por alfa-Amilasas
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Para ambas enzimas en complejo, se puede observar que el polisacarido

sufre una distorsién justo en la zona donde se localizan los residuos

"esenclales para catalisis (véase figura 9). Esta distorsién posiciona al

_enlace C-O glicosidico a procesar apuntando ligeramente hacia afuera

del seno de la enzima. Esta observacién es consistente con la posicién
del acido general durante la catdlisis en ambas enzimas (Glu230 en
taka-amilasa y Glu257 en CGTasas) (26, 36), es decir, el acido general
debe atacar al atomo O glicosidico (véase figura 8), v si el acido esta
situado hacia afuera del seno de la enzima, el atomo O glicosidico
también debera estarlo. Si aceptamos que estas enzimas procesan este
enlace mediante un mecanismo de doble desplazamiento (véase figura
3), ¥ que la orientacién observada en el enlace a procesar sera la que
adoptara el nucledfilo atacante, la estructura observada sugiere que el
agua nucleofilica debe atacar al catién glicosidico desde el solvente, es
decir, sin contacto intimo con la enzima. Esta observacién es
consistente con lo anteriormente mencionado en la Introduccion
referente a enzimas que catalizan reacciones mediante mecanismos tipo
SN1, es decir, la enzima solo debe tener afinidad por el carbohidrato,

de quien depende la velocidad de reaccidén, ¥ no requiere afinidad por

el agua.



Figura 9. Par Estereoscdpico de Acarbosa en el Sitio Activo de
la Taka-Amilasa
Cédigo de colores: Carbono, verde; Oxigeno, rojo; Nitrégeno, azi

Al buscar los elementos estructurales que permiten a una CGTasa

obstruir la entrada del agua hacia el catién glicosidico, observamos que

esto se logra a través de dos formas:

- Un residuo voluminoso (tirosina o fenilalanina) localizado justo

encima del enlace glicosidico a procesar

- La forma de unir al sustrato.

Para el caso del residuc voluminoso (Tyr1l95), localizado en el dominio

B, solo cambia a Fenilalanina entre las CGTasas analizadas, mientras

gue entre las a-amilasas esta posicidén es ocupada por amino acidos mas



' bequeﬂos como glicinas y serinas. Cuando esta posicién fue mutada en
la CGTasa de B. circulans 251 (24) se observé en las variantes
ananzédas (Tyrl95Phe, Tyri9sTrp, Tyvri95Lleu y Tyrl195Gly) que se
cuatro reaccijones de transferencié: Formacioén de ciclodextrinas,
transferencia de un extrerﬁo reductor a otro no reductor en la misma
cadena de un polisacarido, lo cual genera oligosacaridos ciclicos
llamados ciclodextrinas; acoplamiento, cuando se combinan una
ciclodextrina con un oligosacarido lineal para generar un oligosacarido
lineal de mayor longitud; desproporcion, es la transferencia de una
parte de un oligosacarido lineal a otro lineal; sacarificacién, es la
transferencia de un nuevo extremo reductor al agua. Todas las
mutantes reportadas en esta posicion afectaron la capacidad de
ciclizacién v acoplamiento. Solo las mutantes Tyrl95leu v Tyrl95Gly
mostraron actividad sacarificante ligeramente aumentada. S} esta
posicién tuviera una funcién de obstruccién del agua, CGTasas con
cadenas laterales pequerias en esta posicién serian mas aptas para
sacarificar. Conforme a ello, las mutantes Tyrl195Leu v Tyrl195Gly
mostraron aumento en su capacidad sacarificante » disminucién en su
- capacidad transglicosidica. Sin embargo, se puede concluir que esta

posicién no determina totalmente la exclusion del agua.



Un factor estructural Qque consideramos importante para la funcién de
transferencia es la forma de unién del sustrato. ;Cémo puede la forma
‘de unién al sustrato por CGTasas inducir-a la transferencia de un
’ gﬁcésldo en lugar del agua? La estructura de una ciclodextrina (véase
figura 10) produce una distribucién de los hidroxilos de tal forma que
el centro de la molécula es hidrofébico » su exterior hidrofilico,
propiedad gue ha sido utilizado con diversos fines en la industria y la
investigacidn (39, 31). Asi pues, en la zona donde el enlace glicosidico

es procesado, la conformacion del sustrato favoreceria un ambiente

hidrofébico que excluiria al agua.

Figura 10. Par Estereoscopico de una ailfa-Ciclodextrina

Cédigo de colores: Carbono, verde; Hidrégeno, gris; Oxigeno, rojo.

Ahora bien, ;Como induce ]a enzima esta conformacién en el sustrato?

Recientemente se ha resuelto la estructura de la CGTasa de B. circulans
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251 con un nanomaltosacarido (oligosacarido de 9 glucosas enlazadas
en configuracién a(1,4)), ¥y se observé que la curvatura en el sustrato
es promovida por una regiép vecina al enlace glicosidico a procesar
(35) (véase figura 11). Las regiones estructurales en CGTasas que
participan en la generacién de tal estructura ciclica en el sustrato, estan
localizadas una en el dominio A, otra en el dominio B y otra mas en el
dominio E (35). Estas observaciones sugieren que las CGTasas son
transferasas gracias a la combinacién de dos habilidades, la de obstruir
el paso del agua al sitio activo (Tyr195 y forma ciclica de unir al
substrato), y la de poseer sitios afines al aceptor en una region vecina al
sitio de procesamiento del donador. El sitio afin al aceptor en
reacciones de ciclizacién estaria localizado en el dominio B y se ha
determinado que es de baja afinidad: 10 veces menor a la afinidad del
sitio de unién al donador (2). Alternativamente, el sitio de unién al
aceptor en reacciones de desproporcion y gcoplamiento, estaria situado
en el dominio A, justo en el sitio que ocupa el grupo saliente del

donador.
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Figura 11. Esquema de la Curvatura Inducida al Sustrato en el
Sitio Activo de CGTasas

En linea punteada se indica el enlace glicosidico a procesar

De este analisis concluimos que el dominio B en CGTasas juega un papel
importante en la exclusion del agua por estas enzimas, ya sea a traveés
del residuo Tyrl95 localizado en este dominio, o a través de la

estructuraciéon del substrato, que en ambos casos promueven un
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ambiente hidrofébico en la parte superior del enlace glicosidico a
procesar. Cabe senalar que la enzima debe desarrollar una carga

complementaria al catién glicosidico, y esta estaria por debajo del

enlace a procesar, como lo sugerimos en el trabajo sometido a

publicacién 1.

Si buscamos producir una a-amilasa que evite la entrada del agua al
sitio activo, deberiamos utilizar estas cualidades observadas en las
CGTasas para el dominio B, pero sustituvendo la habilidad de reconocer
al aceptor desarrollada por las CGTasas, por l1a habilidad de reconocer a
otro aceptor (por ejemplo, un alcohol alifatico). Ya que este dominio es
particularmente variable en longitud y secuencia mas no en estructura,
entre las a-amilasas y CGTasas analizadas, consideramos que
mutaciones puntuales en este dominio en a-amilasas, no conducirian
eficientemente a transferir la funcién de exclusién del agua a una g-aml
lasa. En su lugar propbnemos translocar el dominio completo, para
posteriormente mutar, si es necesario, el sitio de union al aceptor en

este dominio.

Estos resultados complementan una hipodtesis que planteamos sobre el

origen de la actividad de CGTasa (véase trabajo sometido a publicacién
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2). En este estudjo, proponemos que las CGTasas divergen de un
ancestro con caracteristicas de a-amilasa, y que es posible que la
manera en como divergio la actividad de CGTasa de este ancestro fue
mediante la adicién dé dominios. Nuestras observaciones en la
comparacién estructural entre CGTasas y a-amilasas indican que,
ademas de la adiciétn de dominios planteada durante el proceso de
evolucién de la actividad de CGTasa, debe ocurrir una alteracidon del

dominio B.

Adicionalmente, cuando analizamos otros pares de hidrolasas-transfera
sas distinto de la a-amilasas-CGTasas, pudimos observar que hay
semejanzas en las estrategias usadas para evitar la entrada del agua al
sitio activo por las transferasas (trabajo en preparacion), en particular,
incluir un sitio de afinidad por el aceptor en el sitio activo de las

enzimas, que tenga la capacidad de excluir al agua.
V1.3.- Delecion del Dominio B de la a-Amilasa de B. stearothermophilus.

Al momento en que llegamos a analizar la relevancia del dominio B en
la funcién de exclusién del agua, no teniamos acceso al gene de ninguna

CGTasa, va que estas enzimas tienen gran valor a nivel industrial (3;).
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Con la idea de explorar la viabilidad de una translocacién en este
dominio, iniciamos un proyecto que buscaba sustituir, a nivel genético,
este dominio por péptidos conectores de distinto tamano y longitud (1
v a 8 amino acidos de longitud). La idea era observar si alguna de estas
deleciones-sustituciones podia mantener actividad enzimatica. Esto
implicaria que si una delecién es tolerada, la translocacién también
podria serlo. Estas construcciones tienen otras ventajas. Por ejemplo, se
ha propuesto que la dependencia que las a-amilasas tienen por calcio
para su actividad reside en ]la estructuracion que el cailcio da al dominto
B (3). Si esto fuera correcto, la delecién del dominio eliminaria la
necesidad por calcio de las a-amilasas, propiedad deseable en los
procesos industriales de produccién de jarabes en las a-amilasas (32).
Adicionalmente, esta construccién nos permitiria estudiar el papel que

este domino tiene en otras funciones de las a-amila-sas, como por

ejemplo la cinética de plegamiento.
V1.3.1- Delecién del Dominio B de la ABST por PCR.

Al iniciar este proyecto, solo las estructuras tridimensionales de a-amila
sas fungalés v animales eran conocidas, las cuales tienen un 259% de

identidad en secuencia con la a-amilasa de nuestro estudio. De aqui que
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para localizar los limites del! dominio B en la ABST, recurrimos a
métodos de prediccién de estructura y alineamiento de secuencia con
las a-amilasas de estructura tridimensional conocida (véase Métodos).
De este estudio concluimos que la tercera hoja beta y la tercera alfa-hél
ice del TIM-barrel en la ABST estan comprendidas entre los amino
acidos Asn97-vVall03 y PréZO9-Trp221, respectivamente (numeracion
referida a la ABST).

Por otra parte, yva que la actividad de a-amilasa no es seleccionable,
buscamos generar un banco de variantes en la zona del dominio B, que
permitiera rastrear todas las variantes dentro de los limites de
transformacién bacteriana (107, véase publicacién 1) y dentro de
naumeros humanamente ensayables. Para limitar la variabilidad,
analizamos la diversidad natural observada en los conectores en el sitio
catalitico de 10 enzimas con estructura tipo TiIM-barrel (véase Tabla 1).
Es importante mencionar que entre todas las enzimas tipo TIM-barrel
conocidas (28), el sitio activo es conformado por los conectores en el

C-terminal de las hojas beta, como es el caso del dominio B.

Conector
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Estructura 1 2 3 4 S [ 7 8 Media

FCB2 15 6 9 3 13 S 12 8.6
GO 12 S 9 4 13 5 11 8.2
RUBISCO 8 12 3 5 4 15 6 10 7.9
MLE 2 3 6 Q 2 4 4 36 7.6
PK o 4 6 94 3 6 8 13 17.5
ENOL 19 5 2 7 7 6 8 6 7.5
XYX 21 10 18 14 15 10 6 8 12.7
TS 8 10 8 9 14 4 2 7.5
TIM 6 4 15 2 13 5 8 7
AMYL 24 34 62 6 15 13 26 23.5
Media 11.9 9.7 21.9 6.8 5.7 1l1l.1 6.9 12.5

Tabla l.- Longitud de conectores cataliticos en TIM-barrels. Las
longitudes de los 8 conectores entre C-terminales de hojas beta
Yy N-terminales de a-hélices del dominio de TIM-barrel fueron
determinados usando las estructuras de flavocitocromo B2 (FCB2),
Glicolato oxidasa (GO), Ribulosa 1,5-bifostafo carboxilasa/
oxigenasa (RUBISCO), Enzima lactonizante del muconato (MLE),
Piruvato guinasa (PK), Enolasa (ENOL), Xilosa isomerasa (XYI),
subunidad a del complejo Triptofano sintetasa (TS), Triosa
fosfato isomerasa (TIM), a—amilasa (AMYL). La longitud promedio

de los conectores (Media) es indicada para cada estructura

analizada y para cada conector.
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De este estudio concluimos que la longitud promedio de un conector es
de 8, y que conectores mayores a 8 amino acidos de longitud eran
menos frecuentes que los dé menos de 8 amino acidos de longitud, por
lo que nuestro diseno de oligonucledtidos deberia incluir estos dos
cualidades, es decir, conectores de 1 a 8 amino acidos de longitud y

cuya diversidad sea menor a 107 (véase Métodos).
VL.3.2.- Purificacién y Renaturalizacion de Enzimas.

El gene silvestre de la ABST se obtuvo por PCR de genoma con un par de
oligonucledtidos que incluian un sitio Shine-Dalgarno consenso para E
coll y que cambiaban el GTG inicial en la transcripcion por ATG (véase
trabajo sometido a publicacién 1). Tanto a la enzima nativa como a las
mutantes se les afiadié en su extremo C-terminal 6 histidinas mediante
la técnica de PCR (véase Métodos), las cuales les permitirian adherirse
especificamente a la resina de niquel. La adicion de estas histidinas se
realizé anticipando diferencias en propiedades fisicoquimicas de las

_ mutantes que dificultarian su purificacién.
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Después de ensayar 30 colonias portadoras de genes mutantes en caja
pétrl para su actividad amilolitica (véase Métodos), seleccionamos 2 de
ellas que parecian ser activas, Estas mutantes y la enzima nativa fueron
purificadas en forma desnaturalizante, con 8M urea, mediante una co-
lumna de afinidad a niqi.lel de acuerdo a las especificaciones del
fabricante (QJAGEN, USA). Ninguna de las enzimas mutantes pudo ser
obtenida en forma soluble directamente, ya sea mediante afinidad con
almidén o bien mediante afinidad con niquel. Cabe seiialar que incluso
la enzima nativa no pudo purificarse en .forma soluble mediante
afinidad por la columna de niquel. En los experimentos de replegado en
la columna (véase Métodos) observamos que al ir disminuyendo la
concentracion del agente desnaturalizante (urea) en la columna, la
enzima se eluia (datos no mostrados). Este resultado nos indica que tan
pronto la enzima se pliega, la cola de Histidinas ya no puede seguir
manteniéndola adherida a la columna. Una posible explicacién a este
fenémeno es que al momento de plegarse la enzima, la cola de
histidinas deja de estar expuesta ¥y por tanto ya no puede seguir
adherida a ]Ja columna. Esto también explicaria el por qué no se purifico

la enzima en forma no desnaturalizante mediante este procedimiento.
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Dégpués de wvarios experimentos de replegado (véase Métodos),
encontramos una metodologia con la que pudimos recuperar actividad
tanto en la enzima nativa como en una de las dos mutantes
seleccionadas, aungue en ambas enzimas recuperimos poca actividad,
15 y 6 unidades por mlL de volumen final de purificacién, para enzima
nativa y mutante respectivamente (1 unidad de actividad amilolitica la
definimos como el numero de ug de azucares reductores producidos
cada minuto). En ambos casos, la concentracién de proteina fue la

misma (10 ug/ml de volumen final de purificacion).

V1.3.3.- Efecto del Calcio en la Actividad Amilolitica.

Con estos resultados en la purificacion de nuestras enzimas, se realizo
una caracterizacién cinética de la dependencia al calcio para la
actividad amilolitica de la enzima nativa ¥ una de las mutantes
(delecién 6, véase mas adelante), mediante EDTA como quelanté (véase

Métodos). Los resultados se muestran en la figura 12.
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De estos resultados determinamos que, al secuestrar el calcio, la
enzima nativa (figura 12A) retiene un 37% de la actividad, mientras que

la mutante (figura 12B) pierde por completo la actividad.
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Al analizar la estructura de los sitios de unién a calclo en las a-amilasas
de estructura tridimensional conocida, se observa que 2 de los 4
residuos de amino acido que participan en la unién de un calcio que
enlaza al dominio A con el B, estan en el dominio A (3). Nuestra
‘observacién experimental lhdlca que esos dos residuos son suficientes
para mantener un sitio de unién a calcio, aunque de menor afinidad que
el original. Consistente con este resultado es un estudio hecho con
hibridos en el dominio B de dos isoformas de una a-amilasas de trigo

(14). En este trabajo se propuso que no solo el dominio B deberia

especificar la dependencia al calcio.

De este estudio observamos que nuestra prediccién de la localizacion
del dominio fué acertada. La reciente elucidacién de la estructura de la
a-amilasa de B. licheniformis, enzima 80% idéntica a la ABST, nos
permitié valorar nuestra prediccion: nos equivocamos en la longitud
tanto de la tercera hoja beta como la tercera alfa-hélice del TIM-barrel.
Sin embargo, los limites C terminal de la tercera hoja beta y el N termi-
nal de la tercera a-hélice los predijimos correctamente, excepto por un
aminoacido en el C-terminal de la tercera hoja beta. Esto tuvo como

—.consecuencia que incluimos un amino acido (de la tercera hoja beta) de
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mas a cada péptido conecror sustituto. Por otra parte,

también

observamos que el dominio B es dispensable para la actividad

amilolitica en la a-amilasa de B. stearothermophilus , pero que ain en

VI1.3.4.- Secuenciaciéon de las Mutantes.

su ausencia, esta requiere del calcio para su actividad.

Al determinar la secuencia nucleotidica de 7 de las mutantes,

encontramos que la mayoria poseian un conector sustituto de 6

residuos de longitud, que la variante activa presenté mayor numero de

amino acidos polares ¥y que en todas se introdujeron cambios en la

secuencia nucleotidica en la tercer alfa-hélice del TIM-barrel, es decir,

justo después del dominio B (residuo prolina (P) en letra negrilla):

~ Dele@cidén 1:
- Delecidn 2:
- Delecién 3:
- Delecidén 4:
- Delecidn 5:
- Delecién 6:
- Delecidn 7:

- Silvestre:

Secuencia

mgvyadvvVIVAGEsaevvtelkswg
magvyadvvGGGGGGsevvtelkswg
mgvyadvvsSCGGG.pevvselkswg
mgvyadvvGGGRGGpevvselkswg
mgvyadvvGGGSGGsevvtelkswg
mgvyadvvRDGGGVsevvitelkswg
mgvyadvvIVVAGEsevvtelkswg
mgvyadvvF. .. Hpevvtelkaga

Actividad
en caja in wvitro
si ND
si ND
si ND
Si ND
Si ND
si Si
Si si
sSi si



Estructura bbbbbbbb hhhhhhhhhhh

La secuencia subrayada corresponde al péptido conector sustituto
del domino B. ND: No determinada. lLa delecién 6 fue la ensayada
en presencia de EDTA. b: Tercera beta-plegada en el TIM-barrel,

h: Tercera alfa-hélice en el TIM-barrel.

Aun no sabemos si parte de la diferencia observada por la quelacion del
calcio en la actividad amilolitica, entre la mutante y la enzima nativa,
pueda explicarse por los cambios detectados en la secuencia de la

tercera a-hélice o por una funcién bona fide de estructuracién del

Dominio A por el calcio.

VII.- CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

En este trabajo estudiamos el mecanismo de reaccién de a-amilasas, con

1a idea de proponer una estrategia que permita favorecer las reacciones
de transglicosidacion o alcohdlisis. Esto lo abordamos con tres

aproximaciones. La primera fue estudiar la funcién de un residuo
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invariante entre a-amila-sas, el cual se habia reportado que mejoraba la
actividad transglicosidica en la a-amilasa de S. flivuligera. De este
estudio concluimos que tanto ese residuo (Tyr82 en la numeracién de la
taka-amilasa) como los residuos Arg204 y His297 deberian participar
en la generacion de una carga complementaria al estado de transiciéon
(catién glicosidico). Sin emfaargo, no detectamos ninguna alteracién en

la actividad transglicosidica en Ja a-amilasa de nuestro estudio.

La segunda aproximacién consistié en comparar a las a-amilasas y las
ciclodextrin glicosiltransferasas (CGTasas) a nivel estructura primaria,
terciaria y cuaternaria. Esta comparacioén la realizamos con la finalidad
de encontrar los elementos estructurales que pudieran favorecer la
exclusién del agua del sitio activo en las CGTasas. De este analisis
concluimos gque el dominio B en las CGTasas tendria un papel
preponderante en la exclusion del agua del sitio activo. Con base en esta
observacion proponemos que la translocacién del dominio B de una
CGTasa en una a-amilasa deberia generar una enzima con reducida
capacidad hidrolitica, pero con actividades transglicosidicas o
alcohdliticas mejoradas. Alternativamente se podrian deletar los

dominios D ¥ E en una CGTasa (véase Figura 7) y ensayar la actividad

alcoholitica de esta construccion.



La teréera estrategia se planed como una alternativa experimental para
Yalorar la viabilidad de una translocacién en el dominio B de la a-amilas
a de B. stearothermophilus (ABST). Esta estrategia consistié en deletar
el dominio B de la ABST. De este estudio concluimos que la delecién del
dominio B aunque dismlnu.ye la actividad amilolitica de la ABST, aun
permite mantener actividad en una de las deleciones analizada. Este
resultado nos sugiere que una translocacién del domino B de una

CGTasa por el de la ABST es viable.

Como extensién del objetivo primordial de este estudio, propusimos
una funcién biolégica para las CGTasas y un ancestro comun para a-ami
lasas y CGTasas (véase trabajo sometido a publicacién 2). También
observamos que la capacidad de transglicosidar esta ligada a la
capacidad de alcoholizar, al menos en las 6 a-amilasas estudiadas
(trabajo en preparacion). Asi mismo, proponemos una estrategia gen-
eral para diseniar una transferasa a partir de una hidrolasa (trabajo en
preparacion). Adicionalmente, construimos una mutante de la ABST
carente del dominio B cuya actividad es menor a la enzima nativa, pero
qué puede servir como semilla de futuros experimentos de mutagénesis

_.._que_busquen eliminar la necesidad de calcio para la estabilidad de la
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ABST. Finalmente, desarrollamos un programa de computacién atil para
disefiar estrategias de mutagénesis Sptimas (véase publicacién 1) y
estos conceptos los empleamos en el disefio de nuestras estrategilas

experimentales (véase Publicacion 1 v Métodos).

De los resultados de este trabajo planteamos las siguientes perspectivas
utiles para generar una enzima con capacidades mejoradas para realizar
reacciones de transglicosidaciéon o alcohdlisis. Primero, para generar la
translocacién del dominio B de una CGTasa a lIa ABST, conseguimos que
el Dr. Dirk Penninga, de la Universidad de Groningen, Holanda, nos
diera el gene de la CGTasa de B. circulans 251 y actualmente estamos
caracterizando la posible actividad del hibrido. Segundo, del trabajo
con el grupo del Dr. Agustin Lépez-Munguia sobre la relacion
tranglicosidacién/ hidrdlisis observada en 6 a-amilasas, hemos
construido un par de mutantes en el residuo AlaZ89 en la ABST
(Ala289Phe y Ala289Tyr), con lo que buscamos demostrar que la
capacidad de transferasa se puede incrementar bloqueando un “canal
de aguas” que se dirije al sitio catalitico. Actualmente estamos

caracterizando estas dos mutantes.
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ABSTRACT

A number of corsiderzriorns cre made on the efficiency of
mulcgenesis 1€chnigues used ir prolein ergineering, périiculeriy
those thas include c rerdorn componer:. The expeciel ouicome of
differen: proiocols is enclviec using compurer programs. Special
emphcosis is made on the effec: thar 1he cegeneracy of the genelic
code hzs on 1he bias of the represeniarion of amino acid replece-
ments. The conseguences of using chiermative methods is analvzed
ir 1erms of tke likelihood oF obizining underrepresented cmino
acid subsiitutions in muic raries. 4 considerasior., is clso mace
of the oulcome of combingiorici mulcgenesis experimenis with re-
gard 10 the size of 1he amino ceid window and the muliiplicity of
replacemernis 1hc: could be sempled with different methods. Opti-
mal rmuicgenesis rcoies for specific concitions could be cerived
Jfrom the preseried dcia and ihe compuler program made cvail-
able with 1his pcper.

INTRODUCTION

Since the advent of recombinant DNA 1echnology. the
study of protein swuciure and funciion has received
wremendous impulse. The czpacity 10 implement any desired
amino acid replacement on proteins has produced a leap for-
ward in the study of their sequence. structure and function
relationship.

Variant proteins have been obiained by geneticists for a
long time. with inieresiing phenoiypes being selected ouvt of
very large numbers of cells. The lesions. a1 the DNA level.
could then be identified zlter sigmificant work. Subsequem
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analysis of the corresponding differences at the polypeptide
level provides the bridge 10 the funciional consequences of
the mulation. Recombinant DNA permined the sequence
analy'sis of many muiants oblained in this way. but zlso ook
s 10 2 new' scenario, in which the production of the mutations
is subject 10 conirol by the experimenier. The use of site-di-
recied mutagenesis iechniques is widespread and has now be-
come routine 10 a2pproach ihe swdy of protein strucrture and
function by protein engineering. Moreover. the power of re-
combinant DNA-based muizgenesis has driven research 10
ever more ambitious schemes for the introduciion of a great
deal of varizbility. specizlly since the development of power-
ful screening sysiems (13.30.32). Severzl approaches have
been utilized that incorpor. such random components. Cas-
sene mutzgenesis (29), regionz) mumagenesis (5.20) “'spiked
oligonucleotides™ (i) znd combinaiorial mulzgenesis (Z6.
28.29) are 1erms referTing 10 such azpproaches. The use of
combinalorial libraries in present dz» bioiechnoleogy seems
an imponant w2y 10 develop novel molecules (5.10-12).

In cassente mutzgenesis. 2 izrgel region is selecied and
suitable adjacent restniciion sites are found or introduced. A
syntheric DNA duplex is made. coniaining the desired muta-
1ion(s) and subsequently cloned. replacing the wild-1ype se-
guence. Regional mulzgenesis is achieved by several meth-
ods. In general. the protein of inlerest is subjecied 10 any of
several wreatmenis (chemical or enzymatic). using conditions
that introduce a conwrolled rate of zlierations per nucleolide.
The product of such reaciions is then cloned. The 1erm
“spiked oligonucleotides™ has been used 10 refer 10 methods
employing synthelic oligonucleotides in which some amoumt
of 2 mixture of different bases is included a1t predelermined
positions. thus “spiking” the wild-1» pe base during the sayn-
thesis. The oligonucieatides are then used 10 prime an exien-
sjon reaction with its finz} incorporaiion into heteroduplex
DXNA molecules. which are clened. The gozl) of combinatorial
mutagenesis is 10 generale minanis with several amino acid
replacements per proiein. A region or "window™ is defined.
and the rate of mulageness is setl 28 high as necessary for the
multiplicity of replacemenis desired. This has generzlly been
done using cassenes.
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Since the usual mulagenesis unit is the nucleotide and the
protein-varialion unit is the amino acid. the genelc code.
which relaies the 1wo. poses speciﬁc constrainis on the pro-
cess of creating collections of proiein varianis (33). This facet
of mutagenesis is only superficially mentioned in much of the
literature, and only a few papers have dealt with it specifi-
cally (19.28). These consideralions become panicularly ap-
parent when one considers the astronomically high numbers
of variants that can be easily generated by recombinant DNaA
methodology. A combinatorial mutagenesis scheme involving
only 7 amino acid residues would generate over 109 variant
proleins under ideal conditions. which is above the practical
limits of currenily available screening methodologies
(3.22.30). Given that the number of residuves direcily in-
volved in molecular recognition and’or the catalyiic function
of any given proiein is likely 10 be higher than 7. there is a
need for optimizing muiagenesis procedures in order 10 per-
form the screening on the best possible collection of variams.
Indeed. some recent literature explores various ways 10
achieve that goz) (7.8.15.21.24.3) )

In this paper. we anzlyze the expected outcome of differ-
ent mutagenesis schemes. 2s reflecied in the frequency. distri--
bution and variery of amino acid replacemenms. We focus
primarily on the effecis of various ways of "doping™ oligonu-
cleotides 10 make degenerzie mixtures and also on the vari-
ables involved in schemes thar 2im at non- saturating condi-
tions. Such conditions have been utilized and analyzed before
from other perspectives (2.17.19) and constitute an anractive
way 10 benter sample the sequence space with a colleciion
more likely 10 contain inieresting varians (B.33). The study
we present here aims 10 provide 2 general reference and some
procedures 10 evaluate and compare rutagenesis regimes in
termns of the expecied outcome 2t the Jeve) of amino acid re-
placements. rather than nucleoiide changes.

MATERIALS AND METHODS

Computer programs were wrinten in either Turbo PASCAL ¢
Ca. USAa)or !

Version 5.5 (Borland-Osborne. Sconi’s Valley.

Visual BASIC (Microsoft. Redmond. WA, USA) and run on :;
an IBM® PC-compatible machine or written in ANS]) C and’

run on a DECswzuion 3100 (Digital Equipment Corporalibn
Maynard. MA. USA).

The programs considered each of ithe 6] sense codons 1hat'

comprise structurz] genes. The ouicome of a2 mutagenesis exs
periment was czlculaied based on the probability “of finding
any base on each of the three codon positions. Such prob-

abiliry depends on the mutagenesis method employed. The |
resulting distribution of DN.A sequences was then evaluaied-

in 1erms of the distribution of amino zcids for which it coded.

Amino Acid Replacement Rate

The guantificztion of 1this parzmeler was done in terms of

the expecied frequency of each cadon in the muant popula-
lions generated. zssuming that incorporztion of any base 21 2
given codon position wes #quelly hhely and proponional 1o
the intensity of the mutegemc irezimeni. Therefore. for each

Vol 17. No. 6 rjoues,
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base 2t any codon position:
Fe = Fow = ([1-Fw)"0.25) 1Eq. 1)

where Fy, = fraciion of a specific base at each codon position.
Fw: = fraction of wild-1ype sequence (this is the contribution
of the starting DNA. in the case¢ of non-oligonucleotide mu-
tagenesis. or the base added from ihe pure base vial. in the
case of spiked oligonucleotides). 1- Fw = fraction of mu-
1agenized bases. We designaie this 2s ““mulagenesis rate.” It
corresponds 10 the targeied base substitution raie from any
method. Fpw = fraciion of the base conmribuied by the wild-
1vpe sequence (Fpw = Fw for the base in the wild-type codon.
Frw = 0 for the other 3 bases).

This formula was used for the so-called NNN mutzgenesis
scheme a2t all three positions. For the NNG/C mulagenesis
case, the frequencies for the first two bases of a codon were
calculated with Equation }. and 2 frequency of 0.5 for each of
the bases C and G was used a1 the third posilion (see Resulis
for considerations on the experimental conditions periaining
10 these calculations). A set of calculations were performed
for several muiagenesis raies on the 1wo mentioned ap- -
proaches. For each codon. 64 or 32 frequency values were’
senerated. corresponding 1o each possible ripler obainable
b_\' the NNN and N'NG/C methods. respectively. The values of”
synonymous triplels were then added 1ogether. giving a total
of 20 freguencies (Axs). one for each amino acid replacement
2nd one value for the stop codon(s). A frequency (Aw) was

~ zlso computed for the wild-1ype amino acid. Fraciions 1-Aw-.

over all 61 codons. were averaged for each mutagenesis rate.
giving 2 corresponding amino acid replacement raie (ARR)D.
Window Size

We employed the fo)lowins‘equalién (6),10'r=1' s
brary size. N, with.the probabilin"P. of sampling

the number of amino acid rep]acemcms per win-
dow.(amino acid replacemem muliiplicity).

.N2lues for Ansp. the frequency of an amino acid rcplace-“
ment requiring TWo base-pair changes. were :alculaxed as per
Equauon 3 N
: CMAUD = Fow' = (}-Fuy=0.2
for NNN muzgenesis and

Angp = 0.5°[¢1-Fw)=0.28)°

for NNG/C mutagenesis. We have anzlyzed only the case of
two base-pair cha « in order 1o direcily compare the
NNG/C znd the N zpproaches in the cace of hard-to-ger
mutations. In the NNG/C zpproach. the third codon position

23 F\:.J'O._-]
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is saturaied w-ith G/C. and therefore it is meamm:)esk 10 con-

sider triple base-pair changes.

Corresponding values for Aw:
interpolation. from 2 polynomial expression fined 1o the data
of ARg vs. 1-Fu- deniv ed pre\xoud\' (<ee Figure® ]) Hence.

from Equation =:
n=[(LnS)- muilnAmpn) ;/(Lnram i~
These formulas (1-5) were then used 10 ca)culate a.nv de-

sirable variable. namely. amino acid replacement mu]uphcnv
(m). library size (N). window size (n)or opnmal muta:enens

='1-ARg were calculaied by

raes.

Optimal Mutagenesis Rate .
Using an jierztive process and a graphic repr:«emauon (as
implemented in the PC interface 10 the programs described
below’). opumazl) mutzgenesis rates were found for specific
conditions. A window size. a muiant order znd &n arbitrary
mutagenesis réie zre chosen. the program retumns the required
library size and z grzphic representation thal jndicates the
range of mulzgenesis rates 21 which such window and library
sizes are anainzble. The maximum of the curve consituies a
bener mutzgenesis rate. from which 2 smaller Jibrary size czn
be calculated. Repetition of this process rzpidly converges 10
an optimal muizgenesis raie for the specified window size
and amino acid replacement muliiplicity,
Program for Analyzing Diverse Mutlagenesjs Conditions
We developed z user interface for the application of the
equations describad 2hove. The user specifies 2 ser of condi-
tions and the program calculztes the unspecified varizble or
varjables. For example. one czn zsk the following question:
“What window size can ] sample when looking for mple Te-
placernents a1 £3% probability if ] am 2ble 10 sere
ants?" Compare the sizes for the NNN or the NNG/C meth-
ods and find out the oprirmal mulzgenesis rate for ezch
approach. The programm was developad in Visua) BASIC (Mi-
crosoft) for the PC Windows™ environment. and it is avail-
able from the authors.

RESULTS AND DISCUSSION

Computer programs were writien for caleulating the ex-
pecied outcome of mutzgenesis schemes. In rejating our cal-
culations 10 the actual experimemal situations. i1 should be
kept in mind that several assumplions/simplificziions were
made. For z chermucal or enzymatic mulagenesic procedure. 2
random distribuiion of base changes was used: thar is. re-
placesnent of any base by A. G. C or T had eguzl probability.
This similarly zpplies 10 2 rethod wilizing oligonucleatides
as rmutagenic agenis. We first considersd the zverzge fre-
quency of amine zcid replacements expected when ¢zch of
the 61 amino acid-coding bzse tmpleis were muaied. = 2
given ra1 of the three codon positions, This ¢
called NNN muizgenesis. and 11 18 zppliceble 10 1the ide
forms of methods not employing ohigonucieotides 2s mu-

. for imciznces. It would also
mucledndes zppros in whjch
the wiid-

oo De
ed

tagens (chemics
correspond 10 & ~piked ©
the DN A synthe
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1vpe base in one vial and equimolar amounts of the four bases

in another vial ()9,

As ploned in Figure ). the frequency of mutant protein vs.
mutant DNA rises in 2 nonlinear fashion and varies depend-
ing on the method used. Experimemis uiilizing al) four bases
at each of the three codon positions are referred 10 as NNN:
those using only G or C a1 the third wobble base are called
NNG/C. This laner scheme has been utilized (21.29) as a
means 10 reduce the appearance of termination codons (from
3/62 10 1/32) and 10 mzke the distribution of some amino ac-
ids more even (mer and Up from 1/63 10 1/32,: the approach
requires synthetic DN.A. A furher vasiation should be consid-
ered here: namely. the experimenter could choose 10 iniro-
duce some proponion of the wild-1ype base a1 the 1hird posi-
tion of the codon or. ahiernatively. 2 100% comamination af
the G plus C mixiure could be used (both methods would 2
ford 2 sampling of 1) amino acid rcpJaceman ). Only re<u)1s
of the laner approach are given. since resuhis from the former
are virtually identical 10 the N zliernative. However. nole
thar codon usage would be significantly changed wiih 1this
approach. as every muiam codon would end with G or C. re-
gardiess of the originzl codon present. The plots show the val-
ues 25 an averzge "of the 61 sense codons grouped according
10 the amino acid for which they code. Nole that NNN will
produce an amino acid replacement raie (ARR) greater than
NNG/C: thus. for the same Arg. NNG/C will need 2 greater
mutagenesis raie than NNN. In comparing the propenies of
different methods. we used an approach aimed at simplifying
the evaluation of relevamt parameilers involved in current
mutzgenesis designs. This approach considered the actuzl rate
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Figure 1, Compurison of the amino acid replacement rates
produced by NNN  (circivs) and "NNG/C  (squarcs)
apprusches,
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of amino acid replacement. ArR. rather than the raie of nu-
cleotide replacement. This parameter is therefore used in sev-
eral of the calculztions that Tollow.

Another impontani consideration. the bias of the frequency
expecied for each of the 20 possible amino acids. has been
discussed (33). By vinue of the genelic code. amino acids that
are translated from 6 or < codons turn out more frequenily on
a suiant collection than those coded for by only one or 1wo
codons. This imbzlance shows up more sirongly at Jow mu-
tagenesis rates. zs illusiraied in Figure 2 for the arginine co-
don AGG. Consequenily. conventional low-raie muiagenesis
procedures samplc sequence space essentially at the more ac-
cessible amino acid replacemenis—ithose requiring only one
base change (191

It has been argued t3F) that using iriplets as mutagenic
units would resuht in significamily bener mutant colleciions.
Such an approach woulé zfford an unbiased amino acid com-
position (by employing. at the DN A synthesis stage. an equi-
molar mixture of 20 codons. one for cach amino acid. in the
mutagenic viall. irrespective of the mutagenesis rate. A simi-
Jar. constant]y unbiased muiagenesis could be achieved with
NNN or NNG/C =—\proacbes. ‘but would use a2 more elaborate
DXNA synthesis protocol involving panitioning and remixing
of the solid suppon (7.15.21) (see Conclusion and Recom-
mendations).

Muiagenesis of large DNA segments. such 2s a regional
mutagenesis scheme (2) over the whole gene or a method wiil-
izing Jong “spiked oligonucleotide™ (23). are ryvpically imple-
mented utilizing relatively low mutagenesis rates aimed at
obtaining populalions of genes with low proportions of multi-
ple amino acid replacemenis. The quesiion could be formu-
lared in terms of the probzbility of finding 2 particular 1ype of
mutant. given 1he fraction it represents in a mixture and the
size of the populziion accessible for sereening. With this in
mind. we decidsd 10 2nzly2¢e the population sizes required for
the sampling of single and triple amino acid replacemens. as
2 function of the length of the 1arget region (window size. see
Materials and Meithods ). with the various mutagenesis meth-
ods. We set 2 cutof value a1 90% probability of finding an un-
derrepresenied mutznt when Jooking at various window sizes
and ejther single or triple 2mine acid replacements: 2nd the li-
brary size that would be required was czlculated. The resulis,
shown in Figure 5.4, demonstraie that there are noticeable dif-
ferences among the three zpproaches in 211 conditions. For
Jarger window size¢ znd higher muliiplicities. the differences
become more pronounced. Notice that it is possible 10 ade-
quately sample single replacements in domain-sized windows
with any method by using appropriately low mulagenesis
rates. It is clear 1that mulzgenesis raies larger than the opiimal
would increase 1he probazbility of finding muliiple replace-
ments, therefore raising the complexity of 1he libran. Fur-
thermore. it could he fezsidle 10 sample z2]] possible tnple re-
placements within &  1en-residue  window by using
codon-based muizgenesic and selection (107 clones). In our
comparison we utihized the oplimz]l mutagenesis rate for each
method and gozl. wmich rzres significant)y. zs shown in Fig-
ure 3B,

Qur results ©
cansider other z-pedis of

rlemen and estend previous studies that
mutageness efficiensy. Hermes et
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al. (19) considered the library size =nd mulzgenic conditions
for sampling single amino acid replacements in Juroe win-
dows. Our analysis is consisient with 1heir results and also
considers other muagenesis approaches and muhiplicity of
replacements. In fact. using our programs we esiablished 1that
the optimal rmutagenesis rate for sampling single amino acid
replacemens requiring 2 base changes. within 2 window' of
25 amino acids. is around 4% (the authors implement 2 0.67%

thearetically. the

raie. achieve a 2% raie and consider 1hai.

proper rate is berween 2% znd 4% ). Under 2% conditions. a
library of 212676 clones would be required to sample at a
probability of 0.9. The authors. who anain 150 000. say 1that

" they can sample 60% of the single amino acid replacements.

Funthermore. we find that merely by changing 10 2n NNG/C
approach and mutating a1 2 12.6% rate. zl) amino acid re-
placementis could be sampled with a library of oaly 14176
clones. Certainly. the number of mismaiches expected for oli-
gonucleotides spiked in this fashion (due 10 the presence of
only G or C at third position) probably requires ihe use of
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protocols involving the polymerase chain reacnon (PCR.
which might not hasve been fully developed some years zgo.
Clackson and Wells (5) analyzed the limits for sawurating-
condition mutagenesis with the NNG/C approach. We obtain
essentially the same resulis with our programs and extended
the analysis 1o NNN and codon-based mutagenesis and also
10 non-saturaling conditions.

cO

LUSION AND RECOMMENDATIO?

Based on this study. we can draw some conclusions and
provide some generzl recommendalions for muiagenesis ex-
periments.

The analysis of the amino acid rather than nucleolide re-
placement rate. 1ogether with useful experimental parameiters
(window size. mulagenesis raie and library sizel suggest
ways 1o improve designs of mutagenesjs eaperimenis. For in-
stance. 1aking into account the differences betw een the three
mulagenesis zapproaches znalyzed here. one could decide the
best muiagenesis rate parameter. This anzlysis covld 2lso be
helpful 10 evaluae. with 2 smal) accessible library size. the
probability of success in Jooking for desired mutznis. These
and other experimenial sirategies could be analyzed by just
varyving the paramelers included in our calculations. The
computer program. 2vzilzble from the authors. is intended 10
suppor such analysis. In a2 regiona) mulagenesis zpproach.
perbaps the main difference berween the chemical. enzymatic
and 1the *'spiked oligonucieotide™ methods is relaied 10 the de-

gree of contral over the rate of mutlagenesis and the degree of
true randomization of each hase in 1he mulagenesis window.
For both parameters. the results should be bernter with the lai-
1er method. These three methods. as they stand 10dzy. suffer
from 1he drawback imposed by the genetic code. which. in
practice. limits the represeniation of amino acid replacemems
10 2 subset (e.g.. about 2 third of all possibilities in small }i-
braries 2imed a1 one or z few replacemenis per gcene: Refer-
ence 33).

Depending on various consideralions. different muagene-
sis schemes could be used jor differem questions and sys-
1ems. Clearly. in some cases. sufficient knowledge is avail-
zble 10 draw meaningful information from site-direcied and
site saturation mutagenesis experimern:s (JBE2E2T7.58) In

uch cases. the methods are well esizblished and do not repre-
sent a serious limitation.

On the other hand. our resulis ilusirate that when one is
ziming a1 an eicient sampling of sequence space in large
windows and/or searching for muliiple amino acid replace-
menis. the choice of methodology does make a significamt
difference. The comparison in Figure 3 shows that sampling
single amino acid replacements requiring 1wo-base changes.
21 90% probability. is only possible for smzll windows or
large library sizes with the NNXN method. The NNG/C
method performs betier and. as noted in Figure } and Figure
.‘-B. requires higher muizgenesis raies. Codon-level mu-

12genesis affords z further impro\ ement. Note that for some pur-
poses the optimazl mutagenesis rate is Quile jow. probably not
compatible with 2] DNA synhesis machines (1),

e L

Inghdvary Sua)

rveesamensaesen T

.‘..,‘.....-a--""

% oezem Sie '

funinon of e
NGIC 1~guures
FMents ™Y

-\la.emem( wnih cne e ;e’n. ,-w-vma.hb .\\\ e
rutes regunred fOr 1he 12120ied window wi2es SN anuno

Vol 17, No. ¢ ieis,

sw waze Tor singie
ne sodon-hesed

oPen . rn'v- e znZ anple csohS Oy mbois s umne 88 re.
glesiare snewn. B Optima! mu

BuTechmaues |



ACKNOWLEDGMENTS

“We are thanksul to Sonia Caro and Alma Tremari for sec-
retarial assistance and to the referess and members of our
laboratory for helpful discussions and feedback. This work
was supported. in part. by grants from PAPIID DGAPA/

UNAM and from PEMEX.

REFERENCES
l.Arkin A.P. and D.C. Yousvan. 1992, Optimizing nucieolide mivrures 1o
encode spec:ﬁc subseu of amino acids for semi-random mutagenesis.

300.

and D. Eisenberg. 1992. A method 10 identify
protein sequen.:s 153t Toid intd a known thres-dimensional suucture.
Science 2X5:16=-170. P

3.Bradbury. A.. L. Persic. T. Werge and A. Cnuneo. 1993, Use of living
columns 1o select Phage antib Bjo/T 11:1865-15¢9,

3.Chen. K. and F.H. Arnold. 195]. Enc» me engineering “for nonagjueous
solvents: random mutagenesis 1o enhance aztivity of subtilisin E in polar
organic med:a. BioTeshnoiogy $: 10731077

5.Clackson. T. and J.A. Wells. 1992, In \'mo sele:uen from prolem and

peptide libranes. TISTEC. /2:173-182,

6.Clarke L. and J. Carbon. 1976, A colony bank containing sd>nthetic
ColE) hybnd plasmuds representative of tae entire E. coli zenone. Cell
£:91.99.

7.Cormack. B.P. and K. Siruhl. 1993 Regional codon random:..‘mon'
defining a TAT A-binding protein surface reguired for RN A polymerase 111
ranscription. Science 262:233

8.Delagrave. S. and D.C. ¥ ou\an. 1993, Searching  sequence space 10
engineer proteins: Eap 7 sis. Bio T 34
17:1548,

9.Dubnick. M., A, Thiiveris and D.. \\ . Mount. 1991. Mixed oligo designer
{MOD). a computer p LT of mixec oli god
oxyribonucieonde sy nthesis for mutagenesis experiments. Gene 705:1.7,

10.DunnA. C.R.. H.ML. Wilks, D.J. Halsall, T. Atkinson. A.R. Clarke. H.
Muirhead and J.J. Hoibrook. 199]. Design and synthesis of new en-
zyvmes dased on e lacute dehydrogenase framew ork, Philos. Trass. R.
Soc. Lond. [Bio).) 372:176. 182

11.Dunn.1.S. R. Cowan and P.A. Jennings. 1988. Improved peptide func-
uon from randor Muagenesis orer “shorr windows.” Protein Sng. 2:28 1.

12.Edgington. S.N. 1993, Shape space. Is biopharmaceuusal dissoveny
emenn; a2 new esolunonas swage B-o/’recnnolog\ 17:285-2829.
13.Evnin. L.B..J.R. \&qucz and C.S. Crajk. 1990. Substrate specirisiy of
I-'\psxn inv esga;-wc Sy USInE 3 Penetic selecilion. Proc, Nau, Azad. Sao.
A 87 S6E3.

12 .Fersht. A. and G. Winter, 1992, Prolesn engineering. Trends 310l Soi.
17:292.262,

15 Glaser. S.M., D.E. Yelion and \\.D Huse. 1993, Antibody enginessing by
codon-based mu mal phage vedtor system. J. Immmue
nol. 729.3903.3012

16.Graham., L.D.. K.D. Haggett. P.A. Jennings. D.S. Le Brocque and R.G.
Whittaker. 1963, Rangom mutagenesis of the substrate-binding site of 2
SennNe Proiease Jan peneraie enzymes with INcreased actvities and altered
primary specific:ues. Biochemisiy 326250-6258.

17.Gregoret. L.M. and R.T. Sauer. 1993. Additivity of mutant efects
:usea'sec by binormual mutagenesis. Proc. Nat. Agad. Sci. USA $0.22036-
2250.

18.Henderson. G.B.. NJ. Murgolo. J. Kuriyvan. K. Osapay. D. Kominos.
A. Berry. N.S. Scrutton. N.W. Hinchliffe and A. Ceram_. 199]. ..np-
neenng the substrate spenificiny of glutatiuone reduciase toward iat of
trypanotone recusuon, B-o. N3y Azad. Scr USA 5§-8§7¢0.5773

19.Hermes. J.D.. S.M. Parekh. S.C. Blacklow, H. Kuster and J.R.
Knowles. 1989 A rehabie method for random mutagenesis: tne generation
Of mutant Iibrames seing sprived ohpedeoxy mponusieoude primers Gene
SIS 323181

20.Holm. L.. A. Koivula. P. Lehtovaara, A, Hemminki and J. Know les.
1990. Rundum mutagznesis used 10 probe the structure 2nc funcson of
Bucilus Sle..xrnmr—'u"'\m‘ s+ aipha-ams lase Protein E £1-191

2% Houft van Hul}\duunl‘h R.ANL. G, Asataand LF. D(-Larnzﬂer. 19ez
A means o reduce tTe compie iy O oliganudleandes endtating Jegrmerate

VMol 1T NG m L el

peptides. Nucleic Acids Res 20:919.

22.Hoogenboom. H.R. and G. Winler. 1992, Bypassing immunizaton:
human anndodies from synthetic repenclrea of germ line V' H.gene seg-
ments rearranged in-vivro. J. Mol. Biol. 381.388.

23.Hutchison. C.A.. OI. R. Swansirom and D.D. Loeb. 199]. Complete
mutagenesis of protein coding domains. p. 356-389. /a JJ. Langone (Ed.}.
Methods in Enzymology. Molecular De:-;—: and Modeling: Concepts and
Applicauons. Part A: Proteins. Pepudes. anc Enzymes. Atademic Press, San

Diego.
<.LaBean. T.H. and S.A. KaufTman. 1993 Design o synthetic gene
libranes encoding random sequen:r proteins with desired ensemblie char.
acterisucs, Protein Sci. $8. 128,

225.Meng. M. C. Lee. M. a.gdmrian and J.G. Zeikus. 199]. Switching
subsrate preference of thermophilic xyiose isomerase from D-xyvlose 10
De-glucese oy redesigning the substrate binding pocket. Proc. Natl. Acad.
521, USA 58:2015-3019.

26.0Merino. E.. J. Osuna. F. Bolivar and N. Sobervn.
PCR-basec method for singie or comb:inatoral oligonucleotide-directed
mutagenesis on pUC-M 13 vec1ors. BioTechniques /72:308-51

27.Olesen. K. and M.C. Kielland-Brand1. } Alterning substraie prefer-
ence of Jarboxypepticase Y by a novel str2tegy of mutagenesis eliminating
wild rape background. Protein Eng. 6:400-21 %,

25.0suna. J.. H. Fiores and X. Soberdn. 1991. Combinatorial mutagenesis
of three major groove-coniacung residues of EcoRlI: single and double
amino anid replacements retuning methy ltransferase-sensiive activiges.,
Gene 705:7-12.

29.Reidhaar-Olson. J.F. and R.T. Saver. 1958. Combinatorial cassette mu-

2 probe of the infor nal t of protein seq

£35.57.

30.Scott. J.K. and G.P. Smith. 1990. Searching for pepride ligands with an
epitope library. Science 246 336-3290.

31.Shortle. D. .nd J. Sondek. 10924 A gene'al suale;\ for random msemon
and 5is: S of tr

phosphoroamidites. Proc. Natl. Azad. Sci. LS-\ 89:3581-5584.

F2.Sippl. M. and §. Weitckus. 1992, De:wzction of native-like models for

id sequences of unknown three-dimensional structure in a data

19€2. A general,

amino
base of inown protein conformations. Proieins: Structure, Function. Genet.
13:.258.

1.
33.Sirotkin. K. )956 Advaniages to nut_xar.esns techiniques generaling
§ the pl swum of singie codon changes. J.

Theor. Bioi. 733:261.279.
X2.Smith. G.P, 1991, Surface pr of proteine
phage evpression systems. Cusr. Opin. Biot. 2:668-67,
=8 Slemmer. WPRC. D\A shufing b\ -:naon fra;mennuon and reassem-
Sly: Invizwo tecor Proc. Natl. Acad. Sqi.
USAdln Press)
36.Welsberg. E.P.. R. Giorda and M. Trucco. 1993. Simuitaneous mu-
u;enesxs of muitiple sites:applicanon of the ligase chain reanion using
PCR praducis insiead of oli g0 1 BroTech 15:1:17 181
3T Wikks, H.M.. K.W, Ham. R. Feeney. C.R. Dunn. H. \lulrhad,
Chla.D.A. Barstow. T. Atkinson. A.R. Clarke and JJ. Holbrook. 1988
highly active maiste dehydrogenase by redesign of a laciate
jehvdrogenase framework. Szieace J2l:182 .15
28.Witks. H.M. and J.J. Holbrook. 199]. Aheration o! enzyme specificity
and cataly sis by protein engineenng. Curr. Opin. Biot. 2:561-567
39.Zoller. M. 1991, New molecular biology methods for protein engineer-
Opin. Biot, 2:5826-23].
Receives 58 March 19¢2: accepted 8 September 1894,

using bacterio-

for

Address correspondence to:
Navier Soxeron

Inss 1turo ce Sm'rrrmlogn_/'(. ARt

£10-3 Col. Mirgvai 92271
Vorelos. Mexico

Inrerner sepvron@ phrill cetnpebiunam ri

e .
aotressis) Seow

Sor comments o1
¢ asthor atine EA

BioTecnhNet: XSOSERON

INTERNET: XSOEESONTBICTE

B

THNETCOMm

BicTeshmgues 1130

{

B

O

(

(0

CCC(



BioLLEIFPUTIRG

One obvious way to improve muiagenesis would be to de-
velop methods for “spiking™ oligonucleotides ar the codon
level (15.33.39): some steps in this direction have been taken
(28.31). We are currently working on synthetic DNA ap-
proaches that accommeodate this method while maintaining
compatibiliry with existing chemistries and automated syn-
thesis machines. Another way 1o achieve a similar result is in
performing the oligonucleotide synthesis with removal and
remixing of the solid support: a fraction of the resin is taken
out. reacted for three cycles to achieve a 1005 NNN or
NNG/C regime, while the remainder is separaiely reacted
with bases comprising the wild-type codon: the two fractions
are remixed and the procedure repeated for as many codons
as necessary. We. as well 25 others (7.13.21). have success-
fully used this approach. Unfortunately. the method is 100
cumbersome for large muiagenesis windows or low mu-
tagenesis rates.

1n addition to the previous improvements. a desirabie goal
would be the combinatorial mutagenesis of windows of
amino acid residues that are close in three-dimensionzal space.
but not contiguous in the sequence (e.g.. residues clustered
around the active site. 2 hydrophobic cluster or a protein-
protein interface). Recent advances in mutagenesis methods.
especially those based on the PCR. have made such 2 goal
feasible (16.26.27.35.36).

As we stand today. it is very hard 1o formulate precise pre-
dictions about the structural and functional consequences of
residue substitutions in proteins (13). Rather. it seems that a
combination of crude predictions and hindsight could be ap-
plied. together with an empirical approach to obtain new or
improved functions from existng proteins. This is especially
true for proteins whose three-dimensional structure is not
known or is only approximately inferred. 2¢ it is in the case of
models derived from the recently introduced fold-recognition
algorithms (2.32). In another exciting development. mu-
1agenesis together with the utilizziion of the bacieriophage
display of the muiant protein libraries (33) allows the screen-
ing of vast numbers of protein varianis for specific binding at-
wributes. Clearly. the most efficient mutagenesis methods will
constitute an impornant component of the battery of methods
required for the anificial evolution of proteins.

PROGRAM DISTRIBUTION

A PC-compatible program. implemented in Visual
BASIC. can be obtained by contacting the last author or
direcily downloaded from BioTechNet®, The program re-
quires Microsoft Windows™ Version 3.1.
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A"p:evalen; 1de; is thaﬁfiﬁe reaction mech;n;sm cf alpha- amylases is s;m:lar
to that of lysoczyme, in which two cerboxylates are esential to catalyze the
nydrolysis cf a glycosiéic bond. These two carboxylates and several other
residues sre consezved in alpra-amylases, and the function of many of them has
not been precicely determined yet. That is the case of Tyr82, aAspli?7, 2xr¢g204
and His257 (taka-amylase numbering), for which a role in catalysis'has been
previously propesed (Biochem. Biopnys. Res. Com. (318S5¢), 204:287-302). Due to
the reliévVance of these enzymes in basic science and industrial applications,
we ccnducted a study aimedé at determining the possible zole of one of these
residues. We mutated the residue homologous to Tyr82 in the alpﬁa-amylase £xrom
Bacillus stearothermophiluse (Tyr63) and biochemically chnaracterized £four mu-
tants._In order to rationalize the effect of these mutaticns, we ca*r"ec out a
comparstive seguence analysis of several alpha—amylases’ and Cvclocextran“

Glyceosiltransferases, ané performed electrecstatic calcul :;oas Lt 1z ﬂ; :he

available crystallograghic structures.

ses show that all of the four residues mentioned above are also conse-vec An.

Cyclodextrin Glycosil::ans‘erases. Ou: results supporc

in the chemical *eac:zon of alpha-nmylases even -hough 1:5

essential f£fcxr

=is296, are eﬂ,aged ;elp ¢ to develop an elecb-os-a.;c_
mentary To the t*ans;t*on state, and should account for

served in alpha-amylases.

Xeywords: alﬁha;amylases, Peolymerase Chain Reaction (PCR), transglycosylation,

evolution, pXa, electrostatics.




ialpha(lfd) ql)_'cosidic bonds. The reaction mechanism of these en-

een generally accepted to be similar to that of hen egg white lyso-
in which two carboxylate groups perform a

=
zymes has

zyme (here referred as lysozyme),
general acid-dbase catalysis on the glycosidic bond. For some lysozymes, as for

H'albh&'-amylases, it has been observed that the reaction products retain
SN1 reaction mechanism is in-

Hence, an

‘the initial anomeric configuration.
it

is presumed thar the carboxxyl-

‘¥oXed: “In the initial step of the reaction,
The reaction proceeds

ate groups generate anad stabilize a carbocation

species.
nis reaction intermediste which is locat-

when a hydroxyl nucleophile attacks
If the hydroxyl group comes from a water mole-

ed in the glycone binding site.
comes from an oligosaccharide,

cule, a hydrolysis reaction proceeds, but if it
the outcome is transglycosylation [1,2) (see Figure 1A).
an alternative reaction mechanism

It has been proposed by Mazur et al [3] that

in e&lpha-~amylases (hereafter
they analyzed the structures of the porcine pancre-
a proton channel is proposed to be
(in-

referred to as a proton channel

could take place
mechanism). Specifically,
fungal amylases. In this scheme,
the prctonation of the cyclic oxygen atom in the sugar ring

That channel initi-

is referred to

atic and

involved in
only one carboxylate acting a2s a general acid).
all residue numbering

stead of
Argz204 and Asp206

ates at His2ES
t&aka~amylase unless specified) and follows to Tyr82, Aspll?7,
However, more experimental evidence supports the lysozyme

charnel proposal [é.5).

(taxroughout this paper

{see Figure. 13).
mechanism than the proton

Additionally, in the lysozyme scheme, the proton channel residues have so far
not been implicated in the reaction mechanism. Mutations in the h'omolog_ous
possition of Tyr82 in the alpha-amylase from Saccharcfrycopsis Flivuligera [6].
nave been reported which altered the hydrolysis/transglycosylation ratio of

the enzyme. The authors sugcested an explanation,  based on.the lysozyme reac-—

tion mechanism, that pPIcposes a geometry pe::urba;icn"on'v»binéing of the oli-

-



gosaccharide. Such an event should diminish occupancy o©f a water mclecule

- v h_is proposed to be the nucleophile. We decided to study the zole of this:.

res:.d\;e (Tyzr82) in the context of the alphe~-amylase from Bacillus

stearothermcphilu (ABST). Particularly, we wanted to test the effectr on the

nydrolysis/transglyvcosylation ratio in a homologous amylase and the electro-
static role of this positiocn (i.e. the proton channel) as well. In order to

ratioralize the effect of the mutations,
tiens on_ porcine pancreatic amylase and taka-amylase. Additionally, aligning
{(CGTases), we look

we performed electrostatic calcula-

51 alpha-amylzses =nd 26 Cyclodextrin Glycosiltrensferases
for the conservatiosn of these residues in CGTases, that have been proposed to

cperate witn the same cataltytic machinery than alpha-amylases.

METHODS

Seguence and Structure-Based Analysis.

A structure-based alignment was obtained from the FSSP+HSSP database [7) using

Protein Datakase entries lamg, lamy, 2&aa, 1smé, I1ppi, 2bpl, ledg, lciu, and
lcyg. Thne structural alignment was kKindly provided by Dr. Lissa Holm. This was

used to align the nomologous seguences provicded by the HESSP database to all

nine structures. This alignment incliuded 51 alpha-amylase sesquences, including

zheose with known gtzuctures f£rom Pseuvdomonas (lamg), wheat (lamy), Aspergillus

{iems), porcine pancreatic (i1ppi) and Bacillaxr (ibpl).

I
d
5

(2asa), human szl
It was alsc inclucded <the CGTase seguences with known structures from 3.
circulans (lcdg), ZF. thermcanzerodbacterium (lciu) eand 8. stearothermophilus
(lcyg). Thne alignmment was manually edited around the tyrosine of interest
(Tyr82 in takas-amylase), in agreement with structural similarities observed in

lignment (see Ficure 2). Structures were visualized using the

the structural ig
2.3 program suite from Biosym Molecular Simulations.

a
Insightll version

Cloning and Site Directed Mutagenesis cf alpha-amylase.




.The‘alpha—anylase"gene’of'Bacillus stearothermopﬁilus'ATCC 12980 (ABST) was

with following

1. 5’:CGG—GCG-AGA—TCT-AGA-AGG-AGT—TAA-ATA-TTA—TGC-TAA-CGT—TTC—ACC—GC—B'

2: 5°-CCC-CGG-AAG-CTT~-GGA-TGS-GCG-CCT-TGT-G-37 -

The strain was obtained from the American Type Culture Collection (ATCC) di-

rectly. The oligonucleotide segquences were basedé on the upstream (cligonucleo-

tide 1) and downstream (oligonucleotide 2) regions of the ABST seqgquence previ-
ously Teported [8). The PCR product obtained was cloned
PGBS18- [8] and seguenced.

coli 5M1D1.

into the glasmid
The amylase gene was expressec into Escherichia

A saturation NNS mutagenesis scheme was carried out on the TAT

corresponding to the Tyr63 amino acid residue with the following cligo-
maclecotide:

codon,

3. 57°-CCT-TIT-TIG-ATT-GAA-CTC-ACC-GAG-GTC-SNN-CAL-GTC-GTA~-T~3 "

where S= Guanine and Cytosine, N= All £four nuclectides. The PCR xreaction was
conducted as previously described [10}.

Protein Purification and Kinetic Characterization.

The wild-type and mutant enzymes were purified fcllowing a protocel previously

described [11]). 211 proteins were purified to more than S0 & homogeneity as
determined by SDS~FAGE. )

Znzyme activities were cetermined with soluble starch (Sigma Aldrich, USA) ack
cording to the 3,5-dinitrosalicylic acid method [12). Activities were always

measured at 0, 3, 6, S ané 12 min and initial velocities calculated in dupli-




cete. The reactiors were conducted at 70°C. For Km calculations, &t least 8

nitial veldecities were
1 mM

centrations were used. (0.5

2 et

S e

"~ ble sctarch) .

For the wild~-type and mutant enzymes,

determined at pH € in & 30 mM Imidazol buffer solution. In every case,
CacCl, was added to the reaction sclution. The data were f£itted to the Michae-

(Abelbeck Software)

" lis-Menten egquation by means of the Kaleidég:aph program
in a Macintosh computer. For kcat determinaticn, protein concentration was
determined using the Bradfcrd method (BicRad Cia.), and initial velocities
were determined at Sifferent pXE wvalues (see below) atr saturating sukbstrate

concenctration (10 mg/ml).

PH prcfiles were determined at pH 5.0, 5.4, 5.8, 6.2, 6.6 7.0, 7.4, 7.8 and

8.2, in 50 mM Mes -+ 50mM Mops buffer. A saturating substrate concentration was

also used for this analysis (10 mg/ml). The profiles were adjusted to the
for porcine pancreatic amylase [13]), using

xinetic model previously described
the Kaleidagraprh program (Abelbeck Software) in a Macirntosh computer. XKm with

this buffer system was cdcetermined

as mentiones above, at pH values of 5.0,

§.2, 7.2 &nd &.2.

Trermal stebilities for the wild-type and the TyrE3ala and Tyr6§3Phe mutants
were assesed as fcllows: 0.2 ml of an enzyme sclution. with 0.04. un;:s
tivity (mg of glucose produced per minute per ml), were. placed: in,y"'a.,
a PCR oven (Perkin Elmer) at. 50°C, for

Zppendorff tube and hested in :
Aliguots of 0.025 ml were traken every minute and placed on ice ,'for‘_ 1" hour:..
were determined in 50 mM

this incubation time,  initial wvelocities

Aftex
with 1 mM CaCl2, at pH 6 for the wild-type, or pE 7 for the

Imidazel buffer,
mutants. Substrate concentration was 10 mg/mL.

Maltoheptacse Hydrolysis Products.



The course of hydrolysis of maltoheptacse (Sigma, USA) was analyzed on HPLC in
Aa:ﬁsoﬁdapackxcls carbohydrate column. The reactions were conducted with-0.04. -
wnits of ‘PH 6 and 7. The reactions times analyzed were 0; 17

10, 15,
Electrostatic Calculations.

The electrostatic calculations were conducted on the porcine pancreatic amy-
lase (lppi PDE entry) and taka-amylase (ftaa PDB entry) structures using the
UHEBD program develosped by McCammon and col. [14-16) version 5.1. The calcula-
tions were performed on a Power series Silicon Graphics workstation, and were
conducted with the following conditions: protein dielectric constant of 2,
solvent dielectric constant of 80, ionic strength of 150 mM and ion exclusion
radius  (Stern layer) of 20 nm. In order te set the protonation state of the
Histidines in <he mclecule, the environment o©f each nitrogen atom was ana-
lyzed: & NE2 atem was considered to have a hydrogen if its nearest surzround-
ings were constituted by ceprotonated chemical groups. In the case of His296,
the two possible neutral forms (HNE2 or HND1) were used for comparison. The
apparent pka values were determined using the zlgorithm described previously
[17) vsing the outputz of the UHEBD program.

Trhe complex ©f taka-amylase and maltodecacse was modelled based on the porcine
pancreatic amylase complexed with its inhibitor. After the three carbexylic
acids essential £fcr catalysis for each amylase were superimposed, the E-ring
molecule of the inhibitor was superimposed to a crystallographic structure
determined for maltodecacse (kindly provided by Dr. P.C.E. Moody). This com-
Plex is a model of taka-amylase with its natural substrate. The complex was
then minimized without water molecules using the CVFF forcefield and the Dis-
cover program from 3iosym Molecular Symulations.




To estimate the electrostatic interactions between each pair of polar :esidhes
- in every molecule studied, we used the UHBD program [14-16], with the param-
eters described above. For Instance, taka-amylase has 125 polar residues. and
12$ electrestatic interactions which can be eval-

then every polar residue has
vated. The ionic state of a polar Tesicue is a function of these electrostic
in inereasing order,

124 values calcutlated are then sorted
residue

the ionic state cf a
ionic state of the

are pre-

interactions. The

and then the most influencing residues affecting

the influence on the

The results on
the alphz-amylases studied,

can be determinec.
residues, in

three essential catalytic

sented in Takle 4.

KESULTS.

Seguence gnd Structure-Based Analysis.

In order to estarlish the degree of consexvation and possible roles of Tyx82
the alpha-amylases, we performed multiple alignments

among
esidues in the taka-amylese structure. The original

and other residues

and located conserved
alignment was kindly provided by Dr. Lissa Holm, and included albha—amylases

(see Methods). Seguences £for which a structure was availale (in-
were selected and manually edited

and CCGTases
found in the alignment

cluding both alpha-amylases and CGTases)
{see Methods ané Figure 2). 11 invariant residues weTe

urpercase),
servesd regions in amylases [1E). additionally,
indicated in lowercase; see Table 1). All of the 12

(hereafter &
in the inmediate vecinity cof the active site in taka-

of them a catalytic role has been previ-
R2C4 and Y82 belong to

which are included in the four known con-

12 other positions hold conser-

{hereafter indicated in

vative changes

invariant residues are
amylase (see Figurs 3), and for mos

ously proposed (see Talrle

1). For instance, E256, D17,
the proposed proten chennel [2). In short, 5 out cof 23 invariant and semi-
in oxr around the secondary

idues dcetected in ouxr alignment are

conserved res




Site-Directed Mutagenesis of Tyrg2.

< T e mémologous position of Tyr82 in the ABST gene was subjected to saturation

nmtaéenesis. Four varjiants were chosen for analysis and included: a removal of
the hydroxyl group (Tyr82Phe), a change in charge (TyxrB2Arg), and two small
side chain substituztions (TyrE2iAla, Tyr82Ser) (see Table 2)

Rinetic Characterization.

The Michaelis constants cf the wild-type and mutant proteins determined with
soluble starch as a substrate and at pH 7 are shown in Table 2. We found that,
relative to the wild type enzyme, Xm was unaffected in the mutants. However
Xcat is higner in 21l Zfour mutant enzymes at pH 7, with smaller differences at
PE 6.

To study the effect cf pH on the activity, we chose two mutants ,Tyr&3ila and
Tyr€3Phe, which eliminate the hicdrcxyl group or the phenol group £rom the
original Tyrosine, respectively (see Figure 4). In the pH range studied none
of the enzymes show pH instability, ner the XKm values were affected (data not
shown, see Methods). Two cifferent pH profiles can be observed, a bell shaped
form £for the wild type enzyme and the Tyr82Phe mutation, and one brcadened
form for the Tyr82ila mutation. Our results £it well with a kinetic model with
three ionization states of the enzyme (see figure 4), as has been reported for
the porcine pancreatic amylase [13], but nor with a two ionization states
model for any of the mutants or wild-type enzyme aralvzed. Hence, three pKa
values were estimated (see Methods) rom our data and are presented in Table

3. As can be observed, the Ty-B82Ala mutation altered the pKal and pKa3 values



relative to the wild type enzvme, while the other mutation dig not modify &any

of the estimated pKa values. o

The hydreolysis cf maltoreptacse by the wild type and all of the mutant enzymes
show that rieither transglycosylation products were generated during the pro-
cessing of the maltoheptacose, nor significant differences were observed in the
type of maltooligosaccharides generated during the reaction (data not shown).
This last observation is consistent with the unaltered Km value observed for

the mutants analyzed.

Tyr82Phe and Tyr82Aila were investigazed for thermal stebility. They were cho-
sen Dbecause we wanted to determine the effect of eliminating the hydroxyl
group from the tyrcsine residue, a2nd the effect on the reduction of the side
chain size. As ca&n be seen in Figure 5, removal of the hydroxyl group
(Tyr82Phe mutant) stabilizes the protein slightly, while elimination ©f the
arcmatic side chain and the hyvéreoxyl group (Tyr82hla mutant) does not cause a
significant alteration in the half lives of the enzymes at £0°C. -

Zlectxrostatic Caleculations.

Szsed in our results, we decidecd to conduct electrostatic calculations which
could help raticnalize the effects observed by the mutations. Additionally, we
locke2 for a possible. explanation for the conservation of Tyr82, Aspll7,
Arg204 and His257. We used the structures of porcine pencreatic and taka amy-
lases for our study.. These calculations were conducted with both enzymes stud-

ied, ané with the complex in cne of them (see Methods).

The ceocnsexrvation of Tyr&2 suggests that it may have a common function through-.

out the alpha-amy-.ases and CGTases. Accoréding to our results such function




is altered, we mainly fo-
- .._iﬂ?

catalysis

(Asp206, Glu230 and AspzS7).

The two possible neutral foxrms cof His296 in taka-amr’lase were considered for

:hé calculaczions. Since no significant differences in the pXa values estimated

were founded (data not shown), we decided to cornsider here one neutral form,

the one with the ND1 atom protonated.
establish a criterion to help us validate our calculations, we

In order to
2102, X221 and D3S1 for taka-

the protoration states of residues

investigated
side chains cf these residues are completely exposed to the sol-

amylase. The
vent. On _the other hrand, =zesidues E294 and R300, are ionizable groups facing
each other and buried in the intericor cof the protein.
the pxotonation states calculated are in agreement with the
for the solvent exposed residues were guite
For the buried

For both groups of resi-
dues, values ex-
pected: The calculated pXa values
similar to the value determined in solution for these residues.

resicdues, a pKa shift is observeé cf the same magnitud &s has been

buried residues (data not shown) [15).

previucsly

found for

the strength of the electrostatic
residues in

From these calculations, shown in Table 4,

interaction was estimated between the three carboxylic acids and
The polar residues which mostly affect the ionization

the active site crevice.
Arg204 >

states of the three catalytic carboxylic residues considered are,

KEis286 > Tyr82. Fecr the complex of taka-amylase with its natural substrate,

the order is Arg204 > Tyr82 > His296.

DISCUSSION.




Our sequence analysis shows that the residues of the proposed proton chanel

by semi-conserved :eéidues, which h:‘.ghligt.h their relevance. Mutations in the
nomologous position to Tyr82 in the alpha-amylace from B. sgearohemophilus,
reduce the bioclogical expression of the mutants (data nectr shown), and alter
their half 1lives a: 50°C (see Figure 5). Additionally, the mutants 3in that
position alter kcat ané the pH profile (see Table 2 and 3, and Figure 4). A
negative influence in stabilizy by residues near the catalytic site, such as
Tyr82, has bdbeen previocusly okbserved for other enzvmes [20). Inte:es:ingly, mu-
tant Tyrg8z2Phe showed born higher activizy and longer half lafe at $0eCc in
ABST, & Dbehaviour predicted fcr catalytic mutants, but not p*ev:.ously observed
[20}.

The pH activity shows that trhree ionizadble groups could account for r.‘-xe p=3:1
Prefiles observed. According with the values estimated and prev-ous :epo:t.s
for the porcine pancreastic alpha-amylase [13]), two carboxylates. and one Eisti-
dine could be the amino acids responsible for the pH preofiles cobserved. .Asp?OG

and Glu230 resifues should be the carboxylates, and the Histidine is His296,

with pXaz2=5.1, pXali=6.6 and pKa3i=7.%5, respectively, £for the. wild—type enzyme.

According with our caleculations (see Table 4), the ionizac:i

> st:-.;e of,;élpzﬁ o]
and Asp206 is mainly affected by ATrg204 and Hisz96, and the ionizat.{on st:a:é
of these last residues is -na;rly‘ affected by Tyr82 (data not shown) s Th~s la.st:
residuve forms a hydzogen bond

th P:.=296, that in Tyr822la mutation would be
lost, thus *nc:eas_ng tne pxa V. lue c‘ 4#is296 (see Table 3). On. the other
nhand, Tyr82 does not fcv-n ,

gen,benc‘ with neither 2=sp206 nor G1u250, so

the Tvrg22la mutatio

Attt
of indirect  infl
electrostic. ¢ .
ouzx f;nc:.-':g tha..
s:.s/trsnalycosy’ " is not in agreement with the results observed for

20

. ﬁhg'p}(a value of Glu230 might be the result.

_rougljiou:_ ;5204 residue, as indicated by .our,

-Tyxr82 in A38T affect neither Xm nor "xydrolyw

.. aTre conserved both in alpha-amylases and CGTases, and that they are su:rounded e



position in the alpha—am_ylase from

copsa.s flzwl-gera “[63. 'rhen, it seems  th
TYelated £ the affinity for the substrate.”

in the '~ homologous

"mutations

Instead th;s

“reascns not directly

ones involved in the proposed preoton channel are in-

residue and the other

variant anad impbr:ant, for the chemical reaction performed
by alpha-amylases [3)]. So,
why are they conserved in the alpha-amylases? The simplest explanation would
ioniec nature of these residues, they would have an
that in the context of the lvsozyme mechanism,
transition

but not essential,
what is the function of these residueés and then,

»e- " that due to the

electrostic role in catalysis,
this would be to assist in developing a ceoemplementary charge to the
state. Consistent with this idea are the effects on kcat and pH profile ob-
the proposed proton channel here, and in

served in mutations reported, in
previous works [11,18). Mutations in these positions on CGTases have not been
reported, but it would be expected to present a similar behaviour observed for
based on the seguence conservaticn of

mutations reperted for alpha-zmmylases,
these residues.

we observed that Tyr82 influence the ionization state of Glu230
Arg204 and His286,°

In conclusion,
invariant residues Tyr82,

and His286. We propose that the

are engaged in helping to develop a complementary charge to the transition

state. We also cbserved that in agreement with & relationship previously ob-
serves for catalytic relevant residues [20], mutations

pility of the enzyme (half life at $0°C). . C
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Figure l.- The reaction mechanism proposed for amylases based on lysozyvme (A)
and the initial steps in the alternative proton channel mechanism (3). -In A,

residue numbers correspond teo the lysozyme enzyme, while in 2 to taka-amylase.

Figure 2.- 2n alignment of representative seguences, showing the conserved Ty-

rosine. Dots are uced to separate each stretch of seguences.
Figure 3.- A ribbon representation of taka-amylase structure showing the 13

invariant (side chains presented) and 16 semi-conserved (identified as white

balls) residues.



(A), Tyr€3Phe (B) and Tyré63Ala

‘"'Fim’atc’"dl- The pH profiles for the wild-type
) Sk (mg/mL of glucose by minute)

prescn:ed plott:.ng the ac::.v:.ty

Every point in theso"g phs is the mean Y

independent experiments. The standard deviation for all the points is less

than 5%.

Effect of preincubation at 50°C of wild-type enzyme (filled
{empty circles). Every point

The stan-

Figure 5.-
sqQuares), Tyr63Ala (empty sqQuares) and Tyr63Phe
in this graph is the mean of at least three independent experiments.

dard deviation for all the points is less than 5%.
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Residue

v82 ) Conﬁec:or B2-H2
GS6 Ccnnécﬁcr H1-B2
P64 B2

GS5 Connector BZ-HZ.
£13 Bl

w6l B2

R204 =4

D206 - - B4

g202 B4

k208 Connecter B4-HE4
h210 Connector B4-H4
w242 S

n286 Connectecr B7-H7
D287 Connecter B7-H
£262 37

D117 B7

=230 B35

N285 Connector B7-H7
ni22 Connecter B3-H3
al7s Connector B3-H3
g323 Connector H7-38

muie. Position-in: structure .-l

Ile,Leu
Gln,Ile

Ala
Arg, Thr
Gly
Tyx

Ser

Asn,rla

Pro

Variation .. 7. Function.:

Cétalysis'
Structural"*
Structural™
Unknown
Unknown
Unknown

Catalveis™
Catalysis™
Unknown
Unknown
Structural~*

Unknown

Unknown

’vcagglysis'

Structural ™

S Structural*

Structufal'

Unknown




TIM-barrel fold.

The residues are grouped according with our suggested struttural relationship
" {see Results and Discussion), iIncluding the Y82 group (6 residues), R204-D206
group (6 residues), 8296-0597 group (3 residues) and the rest of the residues
form the fourth group (€ residues). Hs denote alpha-helices and Es beta-
strands. Catalytic and structural loops are refer-ed to as Connectors. Vari-
ations cobserved in the alignment for the semi-conserved residues are

indicated.
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. " Km (mg/ml) kcat (1/min) kcat (1/min)
e - —_— or 7
wild-Type 1.01 £ 0.2 3012 = 2% 2785 * 3%
YE3A 1.17 = 0.2 4624 % 5% 4874 % 4%
YE3S 1.50 % 0.4 4540 = 7% 4953 £ 6%
YE3IF c.85 %= 0.15 4136 = 3% 4279 = 2%
YE3IR 1.30 = 0.2 3810 * 5% 3888 % 4%

Terle 2.- Kinetic parameters are presented for wilid-type and four mutants.

xcat values are rer>rted at pH 6§ and 7. The standard ceviaticns are shown for

Xm (in mg/ml) and kcat (in percentage) parameters.
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2 WildsTyPe.

PRal €.6 £ 0.4
© pRaz " 5.1 % 0.1
PKa3 - - 7.9 * 0.7

Tadble 3 .- pKa value estimation.

for the wild-type,

o Tyrg3ala

5.7 £ 0.04

5.1 £ 0.1

8.0 £ 0.1

The three pKa values estimated (sea Methods)

TyrE3Phe and Tyr63Ala muatations are presented.



hKa model

S Cpra_sps
Glulos 4 4.40 ~
Lys221 ~ 10 10.40
Asp321 4 4.00
Glu28&4 0.4 4.40
Axrg300 14 12

Table 4.- The pKa {(relative acidity) calculated are shown for Tresidues se-
lected. to. test the calculations. pXa_app is the pH value at which the residue

is halilf-icnized and pXa model refer to the expected pKa value of an amino acid

residue irn sclution.
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Swiss ﬁrot PDD

amys_human 1smd
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amy2_horvu lamy
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Did Cyclodextria Glycosyltransferases Evolved from alpha-Amylases?

Gabriel cel-FRio, Enrigue Morett and Xavier Scheron®
Instituto de 3iotecnoclogia/un

Apdo. Postal 510-3, Cuernavaca, .Moreles 62271, Mexico.

Abstract
The hydrolytic enzymes,. alpha-zTvilases, &nd the cyclodextrin

glycosyl::e:s:eraseé“ -e'key enzymes in tThe cepelyme*izat*onf-

of starch. These. nIyYmes are-evolu o“a*y relatee.

posea that th t:a:‘“
cestral hyé:elas”

pothesis. Censegue

pPha-amylasa gné

starch than wcul




ety

R L

R

1. Introductioa

Starch is one cf the mest abundant

biopolymers

- ~.main source cf energy fcr. a wide . variety:

melecule

usedsy. mosT

ymes ;:oSa‘;ly @iverged i from a’ common ’a:—;ce's:_‘c:, 12’,5. 3

_-‘-" ~“is-oneicfithe few exa:'}.ples cf

Taking advantage it

I



well characterized, enzyme activities related by the same catalytic ma-

chinexy and fold [7,8)], it is pcssible'to Earry out a detailed molecular

hylogenetic analysis :hacAcéﬁifhédi§Bﬁ

act;vities.

Many successfiul examples of i vitro:ial eration of enzyme spec*fic:ty

have éec;htly been :epofted“fg:lll
ty [12,13]. This may reflect the scazc

las:‘subject and that is more &iffi 3 evolve a new enzyme activzty

than a new specificits SIN; : tudy,ye propose an eveolutionary

model to account fcr the. é;vergeﬂce c

WO enzyme activitias in the a2l-

pha-amylase Zamil

v'a':s erase. Wae 2lso propose a possi-
ble bioclogical rcle for CGTases. ;

2. Methods =

Sequence ~nalysis

: multiple seguenceraligrnment

(ht:p://w&m.&

pi=X %
1y provided. Twi
aﬁy’ases

*pp:) ‘anad

‘ <am3a o*ysa.
amcl_or?shtJ amya Vlgﬂu
(Vigna mu:-*)‘

ahtﬁ_béést'(?seuéamasas




-stutzeri)
scrcfa)

(Drcs ..p.‘;'-a :nela::oga :e:)

tercmonas faloplankris

fcla  recognitio:




uas ‘chosen because it presents bo:h specific‘t‘es and act;v~ties founa

ods. The phylogeﬂe:;c in-e'eﬂ:e p'og*ans employed aze pa’t or the Phylip )
Ppackage, versicn 3.5, ;

Genetics, Universit

ve used the pxo;éams' ROTDIST with '

the ?nyzso ma:v;xu
duce a2 cree. otfbanetic distan



Alpha-amylase from Sacillus licheniforwis was obtained from SIOTECSA
S.A. c.Vv. (Mex‘co), aﬁd the CGTase f*cm Zacillus mscerens was obtained

from ;) HO Internatzcﬂal Enzyme Co.. Inc. (USA). <c1ub’e starch used in

Protein was determined by the 3Bradfcra

this study was froﬁhsicma (UEsA) .
method (Bio- Rad labcxa_ories. Usx). The reactions o: st¢ICh

for 5

era ca::ied out

CCTase elone. 70

Ly alphas

final reacticn .volume

The cistance
guences . Te
zwvme (&

were .

ithe C-terminal domain ‘i




lases [18)). It has been shown, that'r_he two additional domains found in

CGTases determine theirxr abi:\ity \'.o x—-ake cyclodextr‘ns {12,20). Accora-

ingly., the amylase from _ac:ll“s c;:cu’&s (.-.my_bacc;) Soes not form
cyclodextrins. Hence, we Pelieve tha: the sequence signature criterium
might not be sufficient to distinguish between alpha-amylases from

 CGTases.

To perform a more exhaustive phylogenetic znalysis, we selected as rep-
resentative members those for which structures were g\?&ilable (see
Methods). Based cn a pudblished thermodynamic study cf e—myﬂe activity
evolution [21)., which considers the independent evolu:io-z of ¥m and

kXcat, and applying it to tha case of alpna- arrylgses '\«.e ccncluaeé that

the ancester of this group must have been an.enzyme: with low specificity

and low activity. "“hese are cha*acte::s:ics P in neopellulanases.
‘family (14].
strezes ob-

S ana

CG"‘ESES that

11713,

NN

N

N i

[

N

Y 0

ANNANS

i



pPrecpecsed a couple cf amylases as Inrermedistes between these two groups.

 *keccording to the fcold recognition algeritivms useé (see h:e':*zév‘is')”. both

. intermedicte enzymes present at their ‘N-terminus the :hree domains

shared i:’y &lpha-amylases ana CGTééés (Sata nc, shown) .‘-but pcssevs

sequence leéengths similar to or iér:EZ‘

es (a.nc_dth .- from

_he pvcpcsa" P

cn o" éc...a.-..' .

CGTacses




&ny cf these enzymes. This assumption is basedAéﬁ two cbservations.
QJ,A_Fi*s:; Al“ﬁa-amylases. Qhen cepolymerizing eligosacchariées ccﬂtaiﬂiﬁg . oL
- 7 less-than the numbder of glucecses they can bind at: :hei* active si:es

[26], tend to generate products whose further hyd-olysis is ineff‘cient.

Seccnd, CGTases produce mainly uniform size cyclodegtr;nsylzjl).,chse—

Quently, alpha-amylase would efficiently 11nearize~#nd:ﬁepclynerize»;he

cyclodextrins, to glucose ©r maltose and a complementary small

cligosaccharicdes (i.e. a 6-gluccses cyclodextrin would e split to glu-

cose and & maltopentacse, ©or to maltose and maltotetracse). In order to )
test this model. we performed the depolymerization cf starch employing

mixtures cf an alpha-amylase with a CGTase (see MNethocs).

alph;-amylas .

TN NI

mn




4. Conciusions
The aim of this study wes to test the hypothesis that cGTase activity:
have evolved from an ancestral hydérolase (alpha-amylase-like). We found

some evidence in our molecular Phylogenetic analysis. To test the possi-

Dle. selective &dvantage of eveolving a CGTase‘acﬁiyityﬁfzom_an_alphgﬁam-;
viase (to accelerate the saccharification ct starch), we measured the

Producticn of glucosae from starch by enzymatic mixtures cof alpha-amylase
&nd CGTase. We found that the combined acticn of :hese'enzyme activities
rroduce gluccsae from starch faster and mcre ef!icieﬁéiy;f$é§iées sup~

porting our evolutionary hypothesis, this result explains the biclogical
rcle ¢ CSTases, and could be usefuvl in bic:echnolééicél p:écesses aimed

at procucing glucose or malucse from sta:chrIZSl. R
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Mechanism invelved

Cless cf

Enzyme Act. Epecificity in amylases found in XNature (&)
Bydrolacses a{i,4) Inverting (beta-amylase)
Retaining (alpha-amylase) :
Hvdérolases @(1,85) Retaining (oligo c(l.S)-glycosidesé)
Transferases c(2,<) Retaining (CGTase)
: a(1,8) Retaining

Transferases

Tadle 1. tarch processing enzymes. & The name cf a :ep:eéé&t&:iﬁé en-
zyme with a known structure [28) is given in parenthesis. The type’ of”

retaining, is also indicazes.

mechanism., inverting or

o+ o am e i 15

L~ o




Enzymatic Mixture Gluccse‘(mg/mb) Glucose procduced

at 0O Hrs (mg/mL.)
Zlpha-amylase (1) 1.74 . 3.18 1.45
cGTase (1) 0.016 0.076 " * ¢ 0.050

Alpha-amylase(l) :CGTase (1) 1.48

2ipha-amylase(l) :CGTase (2) .37

rlpria-amylase (2) :CGTase () 1.48

ferent depolymerization mix-

Ttures. Llipha-aTylase from 2. >.Cyclodex::in
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