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RESUMEN 

En este trabajo estudiamos la función catalítica, en la alfa-amilasa de 
Bacillus stearothermophilus (ABST). de un residuo conservado y un 
dominio var.iable (dominio B), en la familia de enzimas alfa-amllasas. 
Para ello generamos un banco de mutantes, para cada región de 
interés, mediante la técnica de la reacción en cadena de la polimerasa 
(PCR) y seleccionamos varias mutantes para su ulterior caracterización 
bioquímica. Para el diseño de la mutagénesis desarrollamos un 
programa de cómputo. Este nos ayudó a establecer la taza de . 
mutagénesls adecuada para obtener un banco de tamaño mínimo, con 
una alta proporción de mutantes de nuestro Interés. Pudimos observar 
que la posición Tyr63 participa en la termoestabilidad y en la química 
de la reacción enzimática de la ABST. Por otra parte, observamos que el 
dominio B no determina exclusivamente la unión al calcio. 
Adicionalmente, al comparar las secuencias y estructuras de 
tridlmenslonales de varias lsoformas de alfa-amilasas y ciclodextrln 
glicosiltransferasas (CGTasas), observamos que varios residuos de 
amino ácido en el dominio B participan en las reacciones de 
transferencia de estas dos enzimas. Al analizar la evolución de la 
actividad entre estas dos clases de enzimas mediante filogenia 
molecular, propusimos que el ancestro común a estas dos enzimas 
debió ser semejante a una alfa-amilasa y que este divergió hacia la 
actividad de CGTasa mediante la adición de dominios y la alteración del 
dominio B. 



ABSTRACT 

In thls work we studled the catalytlc .functlon, In the alpha-amylase 
.from Baclllus stearothermophllus (ABST), o.fa conserved amino acid 
residue anda variable domain (domaln B), In the .family of enzymes 
alpha-amylases. For such goal we generated a bank o.f mutants, .for 
each reglon of lnterest, by means of the technique of the polymerase 
chaln reaction (PCR) and we selected severa! mutants .for their 
blochemfcal characterlzatlon. For mutagenesls design, we developed a 
computational program. This help us to establlsh the mutagenesis rate 
approprlate to obtaln a bank of mutants of" the mlnimum sfze, with a 
high proportlon of mutants o.f our interest. We could observed that the 
position Tyr63 partlcipates on the thermostabllity and on the 
chemlstry o.f the enzymatic reaction of the ABST. In another hand, we 
observed that the domain B does not determine excJusively the binding 
of" calclum. Addltlonally, when comparing the sequences and three 
dimensional structures o.f severa! isof"orms o.f alpha-amylases and 
cycJodextrln glycosyltransferases (CGTases), we observed the various 
amino acld resldues In domaln B partlcipate on the transferring 
reactions of both enzymes. When analyzlng the evolution of the actlvity 
between these two classes of enzymes by means of" molecular 
phylogeny, we proposed that the common ancestor to these two 
enzymes should be more llke an alpha-amylase and that ft dlverged to 
the CGTase activity by adding domalns and altertng domaln B. 
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1.- ANTECEDENTES 

Este proyecto fue concebido a partir de la Idea de generar alqull 

gllcósldos, productos de alto potencial comercial (4. 30), utilizando 

para ello una enzima que pudiera emplear polisacáridos y alcoholes 

alifáticos como reactantes. ambas sustancias de bajo valor comercial. 

Un esquema general para una reacción de alcohóllsls en carbohldratos 

se puede plantear como: 

Rl-O-R2 + R3-0H --------- Rl-0-R3 + R2-0H 

en donde R1-0-R2 es un éter de carbohldratos, un ollgo o polisacárido, 

y R3-0H es un alcohol primario alifático. 

Para que esta reacción se favorezca es necesario utilizar un medio que 

permita reaccionar a ambas especies, por ejemplo un cosolvente. 

Adicionalmente, si la reacción se lleva a cabo en presencia de una 

enzima, esta deberá ser estable a la presencia del cosolvente. y al 

menos presentar afinidad por uno de los reactantes. es decir. un alco

hol alifático y un poUsacárldo. 
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Basados en la claslflcaclón de las actividades enzimáticas (oxldo-reduct 

asas, transferasas, hldrolasas, liasas, lsomerasas y ligasas), 

consideramos que las enzimas de la clase 2, las transferasas, serían las 

enzimas adecuadas para producir alquilgllcósldos a partir de un 

pollsacártdo y un alcohol alifático. Cabe destacar que al Igual que las 

transferasas, las llgasas pudieran servir para este propósito, solo que 

estas enzimas requieren de cofactores que encarecen su empleo en 

condiciones Industriales. No existe ninguna transferasa o llgasa 

conocida que reconozca a un alcohol alifático de cadena larga, por lo 

que las enzimas adecuadas para realizar estudios de alcohóllsis de polis 

acáridos serían las glicosll transferasas (EC 2.4.1 ). 

Sin embargo, estas glicosll transferasas son enzimas que presentaban 

varias dificultades para su empleo en este proyecto: no se disponía de 

ningún gene que codificara para una de estas enzimas, estas presentan 

baja estabilidad, no se conocía la estructura tridimensional ni el 

mecanismo de catálisis a fondo. Un grupo de hldrolasas que no tienen 

estos Inconvenientes, y que además tienen afinidad por el mismo 

reactante que las gllcoslltransferasas son las a-amllasas (EC 3.2.1.1). 

De hecho, se ha reportado que la a-amllasa de Asperglllus ozyzae, taka-
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amllasa. puede llevar a cabo reacciones de alcohólisis con alcoholes 

alifáticos de bajo peso molecular (17). Esta actividad alcoholíttca es sin 

embargo poco eficiente. En este estudio nos enfocamos al estudio del 

mecanismo de reacción de las a-amilasas con la Idea de poder alterar 

la capacidad aicoholítica de estas enzimas. 

Asi pues, el objetivo general de este trabajo es estudiar el mecanismo 

de catálisis de las a-amllasas, haciendo énf"asis en entender de que 

manera se podría alterar la especificidad, para lograr que la enzima 

reconociera un alcohol alifático en vez del agua. 

Para seleccionar la a-amilasa adecuada para nuestro estudio de 

aicohólisls consideramos que debía tener las siguientes cualidades: 

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

Escherlchla 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 alifático o un cosolvente. 
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- Conocimiento previo del mecanismo de reacción y de Ja estructura 

tridimensional de la enzlnia, para f"acJJltar el estudio molecular de Ja 

reacción. 

- Disponibilidad del gene. 

La mayoría de estas cuaUdades las reune la a-amJJasa de Baclilus 

stearothermophilus ATCC 12980 (ABST), por lo que fue seleccionada 

para este estudio. Aunque en particular de esta enzima no se conocía 

su estructura tridimensional, si existía un modelo propuesto de su 

estructura basado en mutagénesls y modelamlento estructural (11). La 

taka-amllasa, para la que ya se había reportado su capacidad 

alcoholítJca, no fue seleccionada porque su expresión recomblnante en 

E. coli sería un problema, aunque si cumplía con Jos demás requisitos 

arriba mencionados. 

11.- INTRODUCCION 

11.1.- Generalidades Sobre Mecanismos de Reacción. 
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El estudio cinético y estructural de las enzimas ha permitido 

deterrnlnar que éstas poseen sitios bien definidos para el 

reconocimiento de su sustrato, y que para transformarlo utilizan 

grupos químicos diversos, por ejemplo, grupos ácidos y básicos. la 

mayoría de los conceptos en catálisis están basados en la teoría del 

estado de transición, que consiste en analizar tres estados químicos del 

sustrato: su estado original o basal, el estado final o producto de la 

reacción, y la especie química más inestable durante la reacción, el 

estado de transición. Al graflcar una coordenada de la reacción contra 

la energía Involucrada en la misma, el estado de transición de la 

reacción se localizaría en el pico más alto en la gráfica, y los 

Intermediarios sobre los valles (23) (véase figura 1). Se acepta que la 

frecuencia a la cual se descompone un estado de transición es igual a la 

frecuencia de vibración del enlace que se rompe, la cual a 25º C tiene 

un valor aproximado de 6 x1012 s-1. Es decir, la vida media de un 

estado de transición es del orden de 10-12 s (23). 
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Estado de Transición 

+ 
Energía 

Coordenada de la Reaccló1 

Figura 1 • Gráfica de una Reacción Química 

Comúnmente los estados iniciales y finales de una reacción enzimática 

son detectados por técnicas espectrofotométrlcas, sin embargo, en el 

caso del estado de transición, los métodos utilizados solamente han 

logrado Intuirlo o sugerirlo, más que detectarlo directamente, debido a 

su vida media corta. Algunas de estas estrategias son: 

- Diseño de lnhlbldores análogos a un estado de transición 

supuesto (9) 

- Difracción de rayos X tipo Laue (34) 
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- Cinética de la forma nativa de una enzima y mutantes de la misma, 

con o sin marcaje radiactivo (9) 

- Química Computacional (21) 

Gracias a la combinación de estas estrategias es que se ha entendido el 

papel que juegan los distintos grupos químicos en las enzimas, en la 

generación y estabilización de un estado de transición particular. De 

las o-gllcosldasas (EC 3.2.1) que se han estudiado a este detalle es la 

Llsozima (EC 3.2.1.17) (16). 

11.2.- Mecanismo de Reacción de o-Gllcosldasas 

La reacción catalizada por este grupo de enzimas es la hidrólisis de un 

enlace gllcosídico (véase figura 2). 
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X:A Producto 

Figura 2. Mecanismo de Reacción para o-Glicosidasas 
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en donde A es un ácido general o un electrófllo, Z: es una n1uu::Lu•A. 

nucleóflla, o donadora de electrones (que puede ser agua), y X es 

cualquier grupo químico eteriflcado al anillo de piranosa. 

Del estudio de la química no enzimática de la hidrólisis del enlace 

glicosídico, se ha propuesto que durante la reacción se favorece la 

formación de un catión gllcosídico. En solventes menos polares que el 

agua, este catión es demasiado inestable para existir ( 15 ). Estimaciones 

de la vida media en agua varían de 10-10 a 10-12 s, lo cual concuerda 

con el valor estimado a 25º C (véase arriba). Esto sugiere que el sitio 

activo de enzimas que procesen este enlace deberán poseer una 

polaridad alta que permita estabillzar a este estado de transición, o al 

Intermediario de la reacción. 

En el caso de reacciones enzimáticas de hldróllsis del enlace glicosídico, 

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

- Con retención de la configuración del carbono anomérico hidrolizado, 

para lo cual se ha propuesto un doble desplazamiento, que involucra a 

un grupo nucleófllo en la enzima (véase figura 3). Este mecanismo 

propuesto de sustitución es similar al denominado de Sustitución 



Nucleofíllca tipo 1 (SNl). el'l don~~ la velocidad de formación del 

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

reacción, en este caso del polímero de glucosa. 

1 
A 

\'----°' ('~ 
~a_R 

Reactivo B-
( 

1 
A~ 

\:-----º\ r-l 
~J H 

lntermedlarlo B 

l 

1 
A-

~+ 
Estado de Transición 

Producto 

B-
( 

B

l 

1 
A 
~ 

Figura 3. Mecanismo de Reacci6n para Enzimas Retenedoras 
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- Con inversión de la configuración del carbono anomérico hldrollzado, 

que se propone debería proceder mediante un simple paso de 

sustitución por una molécula nucleóflla de agua (véase figura 4). A este 

tipo de reacciones se les conoce con el nombre de Sustitución 

Nucleofíllca tipo 2 (SN2), porque la velocidad de f"ormaclón del estado 

de transición depende de las dos especies químicas reacclonantes, el 

agua y el polímero de glucosa. 
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Reactivo 
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Producto H 

H 
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1 
H-0-R 

~~ 
Estado de Translclon 

Figura 4. Mecanismo de Reacción para Enzimas lnvertidoras 

Es Importante destacar que las hldrolasas que retienen la configuración 

del carbono anomérlco, podrían transferir residuos gllcosídlcos a 
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alcoholes de bajo peso molecular tales como el metanol o al agua, y tal 

es el caso de la ta.ka-amilasa (17). Esta actividad no podría esperarse en 

una enzima que invierte Ja configuración, ya que esto implicaría que 

estas enzimas pudieran funcionar como transferasas inespecíficas. 

Supóngase Ja hidróJisis de un metil ,:J-gJJcósido por una enzima 

lnvertldora, Ja cual generaría a-glucósido. Si Ja enzima tuviera actividad 

de transferasa hacia metano!, podría generar a partir de un a-glucósido. 

y metano!, metH ,:J-gUcósido. Por el principio de reversibiUdad, tendría 

que aceptar como substratos tanto a a- y ,:J-gJJcósi-dos, Jo cual 

implicaría que estas enzimas no discriminan Ja anomericidad del 

substrato (33). Visto de otra manera, y de acuerdo a Ja teoría del 

estado de transición, podría considerarse que las enzimas que catalizan 

reacciones del tipo SN2, deberían tener afinidad por Jos dos reactantes 

de los que depende la velocidad de formación del estado de transición, 

mientras que las que cataUzan por medio del mecanismo SNI, solo 

deberían ser afines por Ja especie química de la que depende la 

formación del estado de transición. Esto implica que para poder usar 

una enzima invertidora en nuestro estudio, deberíamos cambiar Ja 

afinidad del agua por Ja de un alcohol alJfático, mientras que usando 

una enzima retenedora tendríamos que generar de novo afinidad por un 

alcohol. Considerando que en el primer caso Ja nueva afinidad 

13 



implicaría hacer huecos en el sitio activo debido a la dlf'erencia de 

tamaftos entre el agua y el alcohol, y esto provocaría una 

desestabilización de la estructura. decidimos que las a-amilasas, 

enzimas retenedoras. son adecuadas para nuestro estudio. Para 

entender el mecanismo molecular de operación de estas enzimas, es útil 

compararlas con la llsozlma, ya que también catallza la reacción de un 

enlace gllcosídlco, y que ha sido más exaustlvamente estudiada en ese 

sentido. 

La llsozima cataliza la hidrólisis del componente peptldoglucano de la 

pared celular de bacterias Gram (+), cortando el enlace entre N-acetll 

murámlco y N-acetllglucosamlna. También es capaz de hldrollzar a la 

quitina, un polímero de residuos N-acetllglucosamina en p(l,4). Se ha 

observado que para la llsozima de clara de huevo de gallina, el 

mecanismo de hidrólisis es con retención de la configuración. El estudio 

detallado del mecanismo de reacción de esta llsozlma ha mostrado que 

su sitio activo posee una polaridad que estabiliza el estado de transición 

aún en ausencia del nucleófllo en la enzima (29). Esto concuerda con lo 

esperado por comparación con reacciones hldrolitlcas de gllcósidos en 

ausencia de catalizadores enzimáticos (véase arriba). 

14 
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En lo que respecta a la forma en como se transfiere este catión a un 

nucleófllo como el agua o algún alcohol, solo se pueden lnf"erir algunas 

características de este proceso. Por ejemplo. se ha observado que un 

tipo de o-gllcosil transferasas que retiene la conf"Jguraclón, las 

clclodextrtn gUcosll transferasas (CGTasas) (EC 2.4.1.19), transfieren 

mediante un mecanismo denominado plng pong (22). Es decir, en Ja 

transf"erencla de un glucósido, el catión gJucosídlco íorma un enlace 

covalente con Ja enzima. Por el contrario, en la hldróJJsfs de o-gllcósido 

s no se ha podido detectar Ja presencia de un Intermediario covalente 

durante Ja reacción (6, 33). Por otra parte, se ha observado que en 

presencia de metanoJ, las CGTasas no generan metil-gllcósidos, en 

cambio las a-amJJasas sí ( 19, 1 7). Esto impUca que las a-amUasas no son 

específicas por el alcohol a quien transf"ieren al catión gJucosídlco, 

mientras que las CGTasas sí, y que Ja transíerencla impJlca un 

Intermediario covalentemente unido a la enzima. 

Cabe mencionar que algunas a-amllasas pueden transferir un gUcósldo a 

otro en vez de al agua, en presencia de altas concentraciones del 

glicósido. A esta reacción se Je conoce como de transglJcosldación (33). 

Para determinar si una enzima transgllcosídica es mejor alcoholasa que 

hldrolasa, realizamos un estudio en colaboración con Ja Qf"B. Rosa lsela 
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Santa María, estudiante de Maestría con el Dr. Agustín López-Munguía 

en el Instituto de Biotecnología/UNAJ\.t. En este estudio comparanios la 

actividad alcoholítica de 6 a-amilasas con su actividad transglicosídica 

(trabajo en preparación). Aquí observamos que las a-amilasas capaces 

de transgllcosldar f"ueron las mejores alcoholasas. Asi pues, nuestro 

estudio se enf"ocó en el análisis de reacciones de transglicosidación 

como sistema modelo de las reacciones alcoholítlcas, ya que el 

seguimiento de esta última actividad es más complejo. 

Al empezar nuestro estudio fue reportada una mutación en la a-amllasa 

de Saccharo1nycopsls fllvullgera, que aumentaba la actividad 

transgUcosídica de esta enzima (18), es decir, que generaba más 

productos de transglicosidaclón. Con la Intención de utilizar esta 

propiedad en reacciones de alcohóllsls. decidimos mutar la posición 

homóloga en la ABST. Durante el desarrollo de este proyecto se reportó 

la estructura tridimensional de varias CGTasas (38). Esto nos permitió 

Iniciar un estudio comparativo entre a-amllasas (hidrolasas) y CGTasas 

(transf"erasas) (enzimas mecanísticamente similares y estructuralmente 

homólogas). con la Idea de entender como una a-amllasa podría -

cambiar su pref"erencla por un nucleófllo distinto del agua. Pensauios 

que esta comparación sería útil para estos fines, ya que las CGTasas son 
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capaces de transferir un alcohol (gllcósido) en lugar del agu~. en 

solución acuosa. 

111.- HIPOTESIS 

Las actividades de a-amllasa y ciclodextrin gllcosiltransferasas pueden 

ser interconvertldas con un número llmltado de alteraciones. Basados 

en el estudio del mecanismo de reacción de a-amilasas, y la 

comparación de éstas con transferasas homólogas, ciclodextrin 

gllcoslltransferasas, se puede diseft.ar una estrategia de mutagénesis pa

ra lograr este objetivo. 

IV.- OBJETIVOS 

1) Estudiar el mecanismo de reacción de las gllcosidasas 

2) Generar mutantes en la a-amilasa de Baclllus stearothermophllus que 

permita estudiar la capacidad de t:ransferasa de esta enzima. 

3) Comparar a nivel de estructura prlmarla y terciaria las a.-amilasas y 

las clclodextrin gllcoslltransferasas, para detectar los determinantes 

estructurales que determinan la capacidad de transferasa. 
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V.- METODOS 

V.1.- Comparación entre a-Anlilasas y CGTasas. 

Para el presente análisis, 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 (lamg), de hongo (lamy, 2taa). 

pancreática de puerco (lppl). salivar humana (lsmd) y bacilar (lblp). 

Las CGTasas utilizadas en este análisis de secuencia fueron todas 

bacilares ( lcdg, lciu. lcyg). 

El análisis de los determinantes estructurales de la posible función de 

exclusión del agua del sitio activo, se realizó sobre las estructuras de la 

a-amilasa pancreática de puerco (lppl) y la CGTasa de B. circulans 251 

(lcxe), ambas en complejo con acarbosa. 

V.2.- Deleclón del Dominio B en la a-Amilasa de B. stearother111ophllus. 

V.2.1.- Predicción de Estructura Secundarla. 
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Para la predicción de la estructura secundarla en la ABST utilizamos los 

algoritmos desarrollados por Chou-Fasman (25) y Garnler (10). 

Además, también consideramos predicciones previas hechas para esta 

enzima mediante otro método denominado Hydrophobic Cluster Anal

ysis (27). 

V.2.2.- Diseño de OllgonucleótJdos. 

Para determinar el tamaño y la longitud de los conectores que 

sustituirían 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 pequeño, un análisis de composición de amino 

ácidos no tendría suficiente validez. Asl que decidimos utilizar amino 

ácidos de cadena lateral pequeña (para darle suficiente flexibilidad al 

conector) y polares (ya que este conector estaría expuesto al solvente). 

Además, ya que la sustitución Iba a ser llevada a cabo a nivel del gene 

de la ABST, buscamos amino ácidos que compartieran entre si al menos 

2 bases en sus codones, con la Idea de generar un banco lo mas 

pequeño posible, a nivel DNA. Asl fue como seleccionamos los amino 

ácidos codificados por los codones GNG/C, en donde G: Guanina, C: 

Citosina y N: Adenina, Timlna, G y C (véase Tabla 2). 
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Codon AminoAcldo 

GAG Glu 

GAC Asp 

GTG Val 

GTC Val 

GGG Gly 

GGC Gly 

GCG Ala 

GCC Ala 

Tabla 2.- Codones usados en la deleclón del dominio B de la ABST. Los 

codones y el amino ácido correspondiente (en código de tres letras) 

son Indicados en la tabla 

El dlsefto de los ollgonucleótldos Incluyó, además de la variabilidad en 

secuencia GNG/C, la variabilidad en longitud, de 1 a 8 codones. Para 
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esto último, durante la síntesis de los ollgonucleótidos se sustraía la 

mitad de la resina de síntesis, cada vez que se sintetizara un codon 

GNG/C (5, 7) (véase Figura 5). En esta forma buscamos generar un 

banco de mutantes, a nivel de amino ácidos de 1os, con una 

distribución tal que estuviesen altamente representadas las mutaciones 

múltiples. Las bases para optimizar el dlsedo de las condiciones de 

mutagénesls están detalladas en la publicación l. 
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50% 
Secuencia 
GNG/C 

50% 
Secuencia 
GNG/C 

Ll 
~ 

Ll Ll 
~ ~ 

Mezclar 

Ll~Ll 
~ ~ 

Mezclar 

+ 
Etc. 

50-~ 
No se 
sirtatiza oligo 

50% 
No se 
sintetiza oligo 

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

Figura 5. Esquema para la Síntesis de Ollgos para la Deleclón 
del Dominio B de la ABsr 

La secuencia de los ollgos empleados para tales fines fue: 

22 

( 



- oligo 1.- 5. - CAC GAC ATC GGC GTA CAC TTG-3. 

· oligo 2.- 5. - GCC GAT GTC GTG GNG/C GNG/C GNG/C GNG/C GNG/C 

GNG/C GNG/C GNG/C CCC GAA GTC GTG-3 -

La región subrayada es complementaria en élIIlbos oligonucleótldos ya 

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

figura 6). 

Para Incluir 6 Histldlnas en el C-termlnal de la enzima mediante la 

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

slgulen te oligon ucleótldo: 

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

ACT GCG ATC GCG-3. 
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Diseño: 

Gene dela 
ABST 

Ollgo reverso 
tapón -

O ligo 

~-
N ~~~~~=._::-~------------~ 

Ollgo 
1 

Dumlnlo -
B Ollgo 

universal 

Nota: la reglón con linea gruesa en el Oligo 2 representa la reglón 
variable en longitud y secuencia que sustlt:ulría al dominio B, t:amblén 
Indicado con linea gruesa. 

Protocolo: 

Gene de la ABST 
con el dominio B 
substlt:uído por 1-8 
codones. 

PCRs con Oligo 1 + reverso tapón, 
y 

Ollgo 2 + universal 

+ 

Clonación en vector de 
expresión, y ensayo de actividad 
amllolítlca en caja 

Figura. 6. Estrategia para la Deleclón del Domlnlo B de la ABST 

V.2.3.- Ensayo de Actividad Amilolítlca en Caja. 
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Las células a ensayar se crecieron en caja petrl con medio Lurla, agar 

1.5% y alJnldón al 1%,. Después de 12 horas de crecimiento a 37ºC se 

observó que solo las células portadoras del gene nativo de ABST 

presentaban un halo claro alrededor de ellas, producto de la hidrólisis 

del almidón. A las 24 Hrs. de crecimiento se presentó un halo en células 

que portaban solo el plásmido 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, deberían producir un halo entre las 12 

y las 24 horas de crecimiento a 37º C. 

V.2.4.- Ensayos de Renaturallzación. 

Esto se realizó de dos formas distintas y con varias condiciones como se 

describe a continuación. 

a) Renaturallzaclón de las proteínas en la columna. 
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Una vez adherida las proteínas a Ja columna de Niquel y lavada de 

acuerdo al protocolo del fabricante (QlAGEN, USA), se procedió a 

renaturaJJzar in situ mediante un gradiente, de O a 8 1\.1 de urea. Esto se 

intentó con 5, 7 y 10 mL de cada solución en las cámaras, y a una 

velocidad de caída de la gota a la columna del, 1.5 y 2 mL por minuto. 

Solo una vez se logró recuperar actividad con el protocolo de 7 mL y a 

2 mL por minuto. También en ese ensayo la cantidad de enzima que se 

recuperó de las células fue el doble (60 µg; 20 µg/mL de concentración) 

respecto a los demás intentos. 

b) Renaturalizaclón de la proteínas una vez eluídas de la columna. 

Al ser eluídas las proteínas de la columna de Niquel por competencia 

con 0.2 M de lmidazol, de acuerdo a las condiciones descritas por el 

fabricante (QIAGEN, USA). esta solución se goteó en un vaso de 

precipitados de 250 mL. en hielo y con agitación, que contenía alguna 

de las siguientes soluciones: glucosa 200 mM, glicerol 200 mM. En 

ambos casos las soluciones contenían buffer de acetatos o fosfatos, pff 

6.0, a 50 o 100 mM. Solo con la solución con glicerol en buffer de 

acetatos 100 mM pudimos renaturallzar Ja enzima para obtener 

actividad en 5 de 15 Intentos. Pudimos observar una correlación entre 
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la renaturallzación exitosa y el extraer de las células una cantidad de 

proteína mayor de 30 µg ( concentración de 10 µg/mL). 

Se intentó inducir la expresión del gene de la ABST mediante el promo

tor lacUVS en E. coll y el promotor de subtlllslna en B. subtllls, pero 

ninguno mejoró los rendimientos ya reportados ( 10 µg/mL de 

concentraclón; datos no mostrados). Adicionalmente, la Dra. Gloria 

Saab Rincón probó la expresión en E. coll bajo el promotor T7 con los 

Ullsmos resultados negativos. 

V.2.5.- Medición de Actividad Amllolítlca 1n vltro. 

La actividad amllolítlca fue medida con el reactivo ácido dlnltro 

salicílico o DNS (37). Este compuesto al reaccionar con el extremo 

reductor de un azúcar, forma un compuesto colorido que se puede 

cuantificar específicamente a 540 nm de longitud de onda en un 

espectrofotómetro. Las reacciones fueron llevadas a cabo a 70º C y pH 

4.5 (solución buffer de acetatos 50 mM, 1 mM CaClz). Para quelar el 

calcio y medir el efecto en la actividad arnllolitlca se adicionó EDTA a 

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

fueron hechos al menos por duplicado. 
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VI.- RESULTADOS Y DISCUSION 

VI.1.- Función de Residuos Conservados en a-Amllasas. 

El residuo Tyr63 de la ABST, homólogo al mutado en S. fllvuligera que 

aumentaba su actividad transgllcosídlca, fue mutagenizado a saturación 

y 4 mutantes fueron seleccionadas y caracterizadas (véase Trabajo 

sometido a publicación 1). Ninguna de las mutantes presentó una 

mejora en su actividad transgUcosídlca. Sin embargo, sí se observaron 

variaciones en el perfil de pH y kcat• Jo que aunado a Ja conservación de 

este residuo de amino ácido en a-amllasas y clclodextrln 

glicosUtransferasas (CGTasas), y el comportamiento similar observado 

de otras mutantes en posiciones también conservadas y 

trJdlmensJonalmente cercanas a Ja Tyr63 (Arg204 e Hls296 en Ja 

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

grupo de residuos participan probablemente en Ja estabilización de el 

estado de transición en la reacción catalizada por a-amllasas. 

Como no se logró aumentar Ja acti.vidad transglicosídJca en la a-amilasa 

seleccionada para nuestro estudio, decidimos abordar el problema de la 
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t:ransferencia de un nucleófllo diferente al agua, a través de la 

comparación entre una hidrolasa y una transferasa. 

Vl.2.- Análisis Comparativo del Mecanismo de Acción entre a-Ainllasas y 

CGTasas. 

El mecanismo de sustitución del enlace gllcosídico puede llevarse a cabo 

de dos formas, SNl y SN2. Se destacó el hecho de que las enzimas que 

usan mecanismos tipo SN2 no serían de utilidad para el proyecto de 

alcohóllsls. Esto nos condujo a analizar un par de grupos de enzimas 

que usan el mismo mecanismo de catálisis, tipo SNl, una de ellas 

funciona como hidrolasa (a-amilasas) y la otra como transferasa 

(CGTasas). Estas últimas pueden prevenir el ataque del agua al catión 

glicosídico, y en su lugar permiten acceder preferentemente un 

nucleófilo diferente, en este caso un glucósido. Con base en estas 

observaciones, buscarnos en la comparación estructural de a-amilasas y 

CGTasas una base conceptual que nos permitiera diseñar una a-amilasa 

con actividad de transferasa mejorada. 

'--' Vl.2.1.- Análisis de Secuencia. 
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Analizando el alineamiento descrito en el trabajo sometido a 

publicación 1, observamos que los residuos invariantes entre las a-amll 

asas también lo son entre las CGTasas, lo cual apoya la idea de que 

ambas enzimas utilizan la misma maquinaria catalítica. Por otra parte, 

las posiciones Ile52, Val60, Leul94, Glyl99, Phe203 y Val293 

(numeración referida a la taka-amilasa) que son semiconservadas entre 

las a-amllasas, aumentan su variación en sequencia cuando se Incluyen 

las CGTasas. Estos amino ácidos son vecinos estructurales de los 

residuos Invariantes Tyr82 (Ile52 y Val60), Arg204 (Leul94, Glyl99 y 

Phe203) e His296 (Val293) (en paréntesis se indican los residuos 

semlconservados). Además, 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 y 

Gly323 (numeración referida a la taka-amllasa). Estas diferencias 

pueden deberse a que las CGTasas analizadas todas son de origen 

bacilar, mientras que las a-amilasas alineadas presentan una mayor 

diversidad filogenética. También se observó que la secuencia Phe-Ala-Pr 

o en la tercer hebra beta del barril, que había sido propuesta como 

firma distintiva de las CGTasas (12). no es invariante entre las CGTasas 

an.alizadas. Solo esta firma Phe-Ala-Pro y Phe292 (de los residuos 
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lnvarlantes entre CGTasa) estan cercanos al siUo activo de a-amllasas o 

CGTasas, pero lo suficientemente lejanos de este como para poder 

~fertr alguna función a priori. 

En resumen, no encontramos una correlación directa a nivel de 

secuencia primaria con la capacidad transglicosídica de las CGTasas, 

que nos permitiera establecer una base para el diseño de mutantes de-

a-amilasas con actividad transglicosídica mejorada. Sln embargo, si 

pudimos observar algunas firmas distintivas entre CGTasas que 

probablemente esten involucradas en otras funciones específicas para 

CGTasas. Decidimos entonces analizar la estructura tridimensional de 

ambas enzimas. 

VI.2.2.- Análisis de Estructura. 

Las a-amilasas y las CGTasas comparten sinúlitudes estructurales en tres 

dominios (véase figura 7): Dominio A, cuyo plegamiento es de un barril 

del tipo (fl/a.) 8 , también conocido como TlM-barrel porque fue 

precisamente en la Triosa Fosfato Isomerasa (TI:r-.1) donde se observó 

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 catálisis (38). Dominio B, que se localiza 

entre la tercera hebra beta y la tercera a-hélice del dominio A (aquí 

observamos que la longitud de este dominio es mayor en a-am.ilasas 

·bacilares que en las de origen eucarionte analizadas). Se ha propuesto 

que la dependencia de calcio para la acUvidad de a-amilasas reside en la 

estrUcturación que el calcio imparte a este dominio (3). Dominio C, 

cuya topología es de un sandwich de beta plegadas y al cual se le ha 

asignado el papel de adhesión al almidón (38). Adicionalmente, las 

CGTasas poseen un par de dominios (comúnmente denom.inados D y E) 

que se ex-rienden a partir del dominio C, ambos con una topologia de 

beta plegadas (13). 
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alf"a-Am.llasa CGTasa 

Dominio f 

... ·· -· 

Dominio A 1 e 
Dominio e 

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

El dominio B se rnuest:ra en dos tamaños, de acuerdo a Jo observad· 
en nuestro análisis. El dominio B contiene el sitio de unión aJ 
calcio (Ca). 

Para buscar las diferencias est:ructurales entre a-amilasas y CGTasas que 

pudieran ser responsables de Ja prevención del ataque del agua 

nucleófilica por parte de las CGTasas, utilizamos las estructuras 

cristalográficas de est:as enzimas en complejo con un inhibidor, 

acarbosa, que es análogo al estado transición (catión glicosídlco) de la 

reacción catalizada por estas enzimas (véase Métodos). Nuest:ro criterio 

de búsqueda fue el siguiente: 
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- Observar la geomen-ia del enlace gllcosídlco atacado, es decir, si el 

enlace está horientado hacia la enzima o bien hacia el lado opuesto 

{véase figura 8). Es razonable pensar que la dirección en la que se 

en~uentra el enlace a procesar debería ser la misma en la que atacarla 

el nucleófilo al intermediario de la reacción (véase Figura 3 ). 

- Determinar la posición desde donde el agua nucleofíllca accede al 

catión gllcosídlco, es decir. desde el seno de la enzima o desde el 

solvente. 

Solvente 

ENZIMA 

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

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

·esenciales para catálisis (véase figura 9). Esta distorsión posiciona al 

. enlace C-0 gllcosídico a procesar apuntando ligeramente hacia afuera 

del seno de la enzima. Esta observación es consistente con la posición 

del ácido general durante· la catálisis en ambas enzimas (Glu230 en 

taka-amllasa y Glu257 en CGTasas) (26, 36), es decir, el ácido general 

debe atacar al átomo O glicosídlco (véase figura 8), y si el ácido está 

situado hacia afuera del seno de la enzima, el átomo O glicosídico 

ta.mbién deberá estarlo. Si aceptamos que estas enzimas procesan este 

enlace mediante un mecanismo de doble desplazamiento (véase figura 

3), y que la orientación observada en el enlace a procesar será la que 

adoptará el nucleófllo atacante, la estructura observada sugiere que el 

agua nucleofílica debe atacar al catión g~icosídico desde el solvente, es 

decir, sin contacto íntimo con la enzima. Esta observación es 

consistente con lo anteriormente mencionado en la Introducción 

referente a enzimas que catalizan reacciones mediante mecanismos tipo 

SNl, es decir, la enzima solo debe tener afinidad por el carbohidrato, 

de quien depende la velocidad de reacción, y no requiere afinidad por 

el agua. 
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Figura 9. Par Estereoscópico de Acarbosa en el Sitio Activo de 
la Tal<a-Alllilasa 

Código de colores: Carbono, verde; Oxígeno, rojo; Nitrógeno, az1 

Al buscar los elementos estructurales que permiten a una CGTasa 

obstruir Ja entrad.a del agua hacia el catión glicosídico, observamos que 

esto se logra a través de dos formas: 

- Un residuo voluminoso (tirosina o fenilalanina) localizado justo 

enci.Ina del enlace gllcosídico a procesar 

- la forma de unir al sustrato. 

Para el caso del residuo voluminoso (Tyr195), localizado en el dominio 

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

que entre las a-amilasas esta posición es ocupada por amino ácidos más 
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pequeños como glicinas y serinas. Cuando esta posición fue mutada en 

Ja CGTasa de B. circulans ZSl (24) se observó en las variantes 

analizadas (Tyrl 95Phe, Tyrl 95Trp, Tyrl 951..eu y Tyrl 95Gly} q~e se 

aJteraba la reacción de transferencia. Las CGTasas pueden catallzar 

cuatro reacciones de transferencia: Formación de ciclodextrinas, 

transferencia de un extremo reductor a otro no reductor en la misma 

cadena de un polisacárido, lo cual genera oligosacáridos cíclicos 

llamados ciclodextrinas; acoplamiento, cuando se combinan una 

ciclodextrina con un oligosacárido lineal para generar un oligosacárido 

lineal de mayor longitud; desproporción, es la transferencia de una 

parte de un ollgosacárido lineal a otro lineal; sacarificación, es la 

transferencia de un nuevo extremo reductor al agua. Todas las 

mutantes reportadas en esta posición afectaron la capacidad de 

clcllzación y acoplamiento. Solo las mutantes T)'T195Leu y Tyr195Gly 

mostraron actividad sacariftcante ligeramente aumentada. SI esta 

posición tuviera una función de obstrucción del agua, CGTasas con 

cadenas laterales pequeñas en esta posición serían mas aptas para 

sacarificar. Conforme a ello, las mutantes T:yr195Leu y Tyr195Gly 

mostraron aumento en su capacidad sacarificante y disminución en su 

_capacidad transglicosídica. Sin embargo, se puede concluir que esta 

posición no determina totalmente la exclusión del agua. 
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Un 1'actor estructural que consideramos importante para la función de 

transferencia es la forma de unión del sustrato. ¿Cómo puede la f"orma 

· de unión al sustrato por CGTasas inducir· a la transferencia de un 

gllcósldo en lugar del agua? La estructura de una ciclodex"'trlna (véase 

figura 10) produce una distribución de los hidroxilos de tal forma que 

el centro de la molécula es hidrofóbico y su exterior hidrofílico, 

propiedad que ha sido utilizado con diversos flnes en la industria y la 

Investigación (39, 31 ). Así pues, en la zona donde el enlace gllcosídlco 

es procesado, la conformación del sustrato favorecería un ambiente 

hldrofóbico que excluiría al agua. 

Figura 1 O. Par Estereoscópico de una alfa-Ciclodextrina 

Código de colores: Carbono, verde; Hidrógeno, gris; Oxígeno, rojo. 

Ahora bien, ¿Cómo induce Ja enzima esta conformación en el sustrato? 

Recientemente se ha resuelto la estructura de Ja CGTasa de B. circulans 
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251 con un nanomaltosacárldo (ollgosacárldo de 9 glucosas enlazadas 

en configuración a(l,4)), y se observó que la curvatura en el sustrato 

es promovida por una reglón vecina al enlace gllcosídlco a procesar 

(35) (véase figura 11). Las reglones estructurales en CGTasas que 

participan en la generación de tal estructura cícllca en el sustrato, están 

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 

tra.nsferasas gracias a la combinación de dos habllldades, la de obstruir 

el paso del agua al sitio activo (Tyrl 95 y forma cíclica de unir al 

substrato), y la de poseer sitios afines al aceptar en una reglón vecina al 

sitio de procesamiento del donador. El sitio afln al aceptar en 

reacciones de clclización estaría localizado en el dominio B y se ha 

determinado que es de baja afinidad: 1 o veces menor a la afinidad del 

sitio de unión al donador (2). Alternativamente, el sitio de unión al 

aceptor en reacciones de desproporción y acoplamiento, estaría situado 

en el dominio A, justo en el sitio que ocupa el grupo saliente del 

donador. 
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Dom.in.lo 

B 

Dominio A 

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

En linea punteada se indica el enlace glicosídico a procesar 

De este análisis concluimos que el dominio Ben CGTasas juega un papel 

importante en la exclusión del agua por estas enzimas, ya sea a través 

del residuo Tyrl 95 localizado en este dominio, o a través de la 

estructuración del substrato, que en ambos casos promueven un 
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ambiente hldrofóblco en la parte superior del enlace gllcosidlco a 

procesar. Cabe señalar que la enzima debe desarrollar una carga 

complementarla al catión gllcosídlco, y esta estaría por debajo del 

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

pu bllcaclón 1. 

Si buscamos producir una a-amilasa que evite la entrada del agua al 

sitio activo, deberíamos utilizar estas cualidades observadas en las 

CGTasas para el dominio B, pero sustituyendo la habilidad de reconocer 

al aceptor desarrollada por las CGTasas, por la habilidad de reconocer a 

otro aceptor (por ejemplo, un alcohol alifático). 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-amllasas, no conducirían 

eficientemente a transferir la función de exclusión del agua a una a-ami 

lasa. En su lugar propÜnemos translocar el dominio completo, para 

posteriormente mutar, si es necesario, el sitio de unión al aceptor en 

este dominio. 

Estos resultados complementan una hipótesis que planteamos sobre el 

origen de la actividad de CGTasa (véase trabajo sometido a publicación 
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2). En este estudio, proponemos que las CGTasas divergen de un 

ancestro con características de a-amllasa, y que es posible que la 

manera en como divergió la actividad de CGTasa de este ancestro fue 

mediante la adición de dominios. Nuestras observaciones en la 

comparación estructural entre CGTasas y a-amilasas indican que, 

además de la adición de dominios planteada durante el proceso de 

evolución de la actividad de CGTasa, debe ocurrir una alteración 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 preparación), en particular, 

incluir un sitio de afinidad por el aceptor en el sitio activo de las 

enzimas, que tenga la capacidad de e.xclulr al agua. 

Vl.3.- Deleción del Dominio B de la a-Amilasa de B. stearotherinophilus. 

Al momento en que llegamos a analizar la relevancia del dominio Ben 

la función de exclusión del agua, no teníamos acceso al gene de ninguna 

CGTasa, ya que estas enzimas tienen gran valor a nivel industrial ( 31). 
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Con la Idea de explorar la viabilidad de una translocaclón en este 

dominio, lnlclaJDos un proyecto que buscaba sustituir, a nivel genético, 

este dominio por péptldos conectores de distinto tamai\o y longitud (1 

a 8 amino ácidos de longitud). La idea era observar si alguna de estas 

deleclones-sustituciones podía mantener actividad enzimática. Esto 

Implicaría que si una deledón es tolerada, la translocaclón también 

podría serlo. Estas construcciones tienen otras ventajas. Por ejemplo, se 

ha propuesto que la dependencia que las a-amllasas tienen por calcio 

para su actividad reside en Ja estructuración que el calcio da al dominio 

B (3). Si esto fuera correcto, la deleclón del dominio eliminaría la 

necesidad por calcio de las a-amllasas, propiedad deseable en Jos 

procesos industriales de producción de jarabes en las a-amilasas (32). 

Adicionalmente, esta construcción nos permitiría estudiar el papel que 

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

ejemplo Ja cinética de plegamiento. 

VI.3.1- Deleclón del Dominio B de Ja ABST por PCR. 

Al Iniciar este proyecto, solo las estructuras tridimensionales de a-amila 

sas fungales y animales eran conocidas, las cuales tienen un 25% de 

Identidad en secuencia con la a-amllasa de nuestro estudio. De aquí que 
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para localizar los límites del dominio B en la ABST, recurrimos a 

métodos de predicción de estructura y alineamiento de secuencia con 

las a-amllasas de estructura tridimensional conoc_lda (véase Métodos). 

De este estudio concluimos que la tercera hoja beta y la tercera alfa-hél 

lee del TlM-barrel en la ABST están comprendidas entre los amino 

ácidos Asn97-Val103 y Pro209-Trp221, respectivamente (numeración 

referida a la ABST). 

Por otra parte, ya que la actividad de a-amllasa no es seleccionable, 

buscamos generar un banco de variantes en la zona del dominio B, que 

permitiera rastrear todas las variantes dentro de los límites de 

transformación bacteriana ( 107, véase publicación 1) y dentro de 

números humanamente ensayables. Para limitar la variabllidad, 

analizamos la diversidad natural observada en los conectores en el sitio 

catalítico de 10 enzimas con estructura tipo TIM-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 

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

Conector 
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Estructura l. 2 3 4 5 6 7 8 Media 

FCB2 l.5 6 6 9 3 l.3 5 l.2 8.6 

GO l.2 7 5 9 4 l.3 5 l.l. 8.2 

RUB:ISCO 8 l.2 3 5 4 l.5 6 l.O 7.9 

MLE 2 3 6 4 2 4 4 36 7.6 

PK 4 6 .94 3 6 8 13 6 l.7.5 

ENOL l.9 5 2 7 7 6 8 6 7.5 

XYl: 21 l.O l.8 l.4 l.5 l.O 6 8 l.2.7 

'l'S 8 l.O 8 9 5 l.4 4 2 7.5 

'l'J:M 6 4 l.5 2 3 l.3 5 8 7 

AMYL 24 34 62 6 e l.5 13 26 23.5 

Media l.l.. 9 9.7 21.9 6.8 5.7 11. 1 6.9 12.5 

'l'abl.a l..- Longitud da conectores catal.íticos en 'l':IM-barrel.s. Las 

l.ongitudes de l.os 8 conectores entre e-terminal.ea de hojas beta 

y N-terminal.es de a-hél.ices del. dominio de 'l'J:M-barrel. fueron 

determinado• usando l.aa estructuras de fl.avocitocromo B2 (FCB2), 

Gl.icolato oxidasa (GO), Ribul.oaa 1,5-bifostafo carboxil.asa/ 

oxigenasa (RUBJ:SCO), Enzima l.actonizante del. muconato (MLE), 

Piruvato quinasa (PK), Enol.asa (ENOL), Xil.osa isomerasa (XY:I), 

subunidad a del. compl.ejo 'l'riptofano sintetasa ('l'S), 'l'riosa 

fosfato isomeraaa ('l'J:M), a-amil.asa (AMYL). La J.ongitud promedio 

da l.os conectores (Media) es indicada para cada estructura 

anal.izada 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 ácidos de longitud eran 

menos frecuentes que los de menos de 8 amino ácidos de longitud, por 

lo que nuestro disedo de oligonucleótidos debería incluir estos dos 

cualidades, es decir, conectores de 1 a 8 amino ácidos de longitud y 

cuya diversidad sea menor a 107 (véase Métodos). 

VI.3.2.- Purificación y Renaturallzación de Enzimas. 

El gene silvestre de la ABST se obtuvo por PCR de genoma con un par de 

ollgonucleótidos que incluían un sitio Shlne-Dalgarno consenso para E. 

coll y que cambiaban el GTG Inicial en la transcripción por ATG (véase 

trabajo sometido a publicación 1). Tanto a la enzima nativa como a las 

mutantes se les añadió en su extremo e-terminal 6 hlstidlnas mediante 

la técnica de PCR (véase Métodos), las cuales les permitirían adherirse 

específicamente a la resina de níquel. La adición de estas hlstldlnas se 

realizó anticipando diferencias en propiedades flslcoquímicas de las 

mutantes que dificultarían su purificación. 
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Después de ensayar 30 colonias portadoras de genes mutantes en caja 

petrl para su actividad anülolítica (véase Métodos), seleccionamos 2 de 

ellas que parecían ser activas. Estas mutantes y la enzima nativa fueron 

purificadas en forma desnaturallzante, con SM urea, mediante una co

lumna de afinidad a níquel 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 

almidón o bien mediante afinidad con níquel. Cabe se:lialar que incluso 

Ja enzima nativa no pudo purificarse en .forma soluble mediante 

afinidad por Ja columna de níquel. En los experimentos de replegado en 

Ja columna (véase Métodos) observamos que al ir disminuyendo la 

concentración del agente desnaturallzante (urea) en Ja columna, Ja 

enzima se eluía (datos no mostrados). Este resultado nos Indica que tan 

pronto Ja enzima se pliega, la cola de Hlstldlnas ya no puede seguir 

manteniéndola adherida a la columna. Una posible explicación a este 

fenómeno es que al momento de plegarse Ja enzima, Ja cola de 

hlstidlnas deja de estar expuesta y por tanto ya no puede seguir 

adherida a Ja columna. Esto también explicaría el por qué no se purificó 

la enzima en forma no desnaturalizante mediante este procedimiento. 
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Después de varios experimentos de replegado (véase Métodos), 

encontramos una metodología con la que pudimos recuperar actividad 

tanto en la enzima nativa como en una de las dos mutantes 

seleccionadas, aunque en ambas enzimas recuperamos poca actividad, 

15 y 6 unidades por m.L de volumen final de purificación, para enzima 

nativa y mutante respectivamente ( 1 unidad de actividad antllolítica la 

definimos como el número de µg de azúcares reductores producidos 

cada minuto). En ambos casos, la concentración de proteína fue la 

misma (10 µg/mL de volumen final de purificación). 

VI.3.3.- Efecto del Calcio en la Actividad Amllolítica. 

Con estos resultados en la purificación de nuestras enzimas, se realizó 

una caracterización cinética de la dependencia al calcio para la 

actividad amilolítica de la enzima nativa y una de las mutantes 

(deleción 6, véase mas adelante), mediante EDTA como quelante (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, m.ientras que 

la mutante (figura 128) pierde por completo la actividad. 
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Al analizar la estructura de los sitios de unión a calclo en las a-amilasas 

de estructura tridimensional conocida, se observa que 2 de los 4 

residuos de amino ácido que participan en la unión de un calcio que 

enlaza al dominio A con el B, están en el dominio A (3). Nuestra 

observación experimental Indica que esos dos residuos son suficientes 

para mantener un sitio de unión a calcio, aunque de menor afinidad que 

el original. Consistente con este resultado es un estudio hecho con 

híbridos en el dominio B de dos isoformas de una a-amllasas de trigo 

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

especlflcar la dependencia al calcio. 

De este estudio observamos que nuestra predicción de Ja localización 

del dominio fué acertada. La reciente elucidación de la estructura de la 

a-amllasa de B. llchenlfor111Js, enzima 80% idéntica a la ABST, nos 

permitió valorar nuestra predicción: nos equivocamos en la longitud 

tanto de la tercera hoja beta como la tercera alfa-hélice del TIM-barrel. 

Sin embargo, los límites C terminal de la tercera hoja beta y el N termi

nal de la tercera a-hélice los predijimos correctamente, excepto por un 

aminoácido en el e-terminal de la tercera hoja beta. Esto tuvo como 

.... consecuencia que incluimos un amino ácido (de la tercera hoja beta) de 
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más a cada péptldo conector sustituto. Por otra parte, también 

observamos que el dominio B es dispensable para la actividad 

amllolítlca en la a-amllasa de B. stearothermophllus, pero que aún en 

su ausencia, esta requiere del calcio para su actividad. 

VI.3.4.- Secuenclaclón de las Mutantes. 

Al determinar la secuencia nucleotídlca de 7 de las mutantes, 

encontramos que la mayoría poseían un conector sustituto de 6 

residuos de longitud, que la variante activa presentó mayor número de 

a.mino ácidos polares y que en todas se Introdujeron cambios en la 

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

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

I>e1eci6n l: 

oe1eci6n 2: 

De1eci6n 3: 

De1eci6n 4: 

De1eci6n 5: 

De1eci6n 6: 

Da1eci6n 7: 

- Si1vestre: 

Secuencia 

mqvyadvvVIVAGEsavvte1kswg 

mqvyadVVGGGGGGsevvtelkswg 

mqvyadvvSCGGG.pevvselkswg 

mqvyadvvGGGRGGpevvse1kswg 

mqvyadvvGGGSGGsevvtelkswg 

mqvyadvvROGGGVsevvtelkswg 

mqvyadvvIVVAGEsevvtelkswg 

mqvyadvvF. . • Hpevvtelkaga 
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en caja .in v.i.t:.ro 

Si NO 

Si NO 

Si NO 

Si NO 

Si NO 

Si Si 

Si Si 

Si Si 



Estructura bbbbbbbb hhhhhhhhhhh 

La secuencia subrayada corresponde a1 p6ptido conector eu•tituto 

de1 domino B. ND: No determinada. La de1eci6n 6 fue 1a enaayada 

en preaencia de EOTA. b:. Tercera beta-p1egada en •1 TXM-barre1, 

h: Tercera a1fa-hé1ice en e1 TXM-barre1. 

Aún no sabemos si parte de la diferencia observada por la quelación del 

calcio en la actividad amllolítlca, entre la mutante y la enzima nativa, 

pueda explicarse por los cambios detectados en la secuencia de la 

tercera a-héllce o por una función bona flde de estructuración del 

Dominio A por el calcio. 

VII.- CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS 

En este trabajo estudiamos el mecanismo de reacción de a-amllasas, con 

la idea de proponer una estrategia que permita favorecer las reacciones 

de transgllcosidación o alcohólisis. Esto lo abordamos con tres 

aproximaciones. La primera fue estudiar la función de un residuo 

52 



invariante entre a-amlla-sas, el cual se había reportado que mejoraba la 

actividad transgllcosídica en la a-amllasa de S. flivullgera. De este 

estudio concluimos que ~to ese residuo (Tyr82 en la numeración de la 

taka-amllasa) como los residuos Arg204 y Hls297 deberían participar 

en la generación de una carga complementarla al estado de transición 

(catión gllcosídlco). Sin embargo, no detectamos ninguna alteración en 

la actividad transgllcosídlca en la a-amllasa de nuestro estudio. 

La segunda aproximación consistió en comparar a las a-amllasas y las 

ciclodextrin glicosiltransferasas (CGTasas) a nivel estructura primaria, 

terciaria y cuaternaria. Esta comparación la realizamos con la finalidad 

de encontrar los elementos estructurales que pudieran favorecer la 

exclusión del agua del sitio activo en las CGTasas. De este análisis 

concluímos que el dominio B en las CGTasas tendría un papel 

preponderante en la exclusión del agua del sitio activo. Con base en esta 

observación proponemos que la translocaclón del dominio B de una 

CGTasa en una a-arnllasa debería generar una enzima con reducida 

capacidad hidrolítica, pero con actividades transglicosídicas o 

alcohóliticas mejoradas. Alternativamente se podrían deletar los 

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

alcoholítica de esta construcción. 
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La tercera estrategia se planeó como una alternativa experimental para 

valorar la viabilidad de una translocación en el dominio B de la a-am.llas 

a de B. stearochermophilus (ABST). EsUl estrategia consistió en deletar 

el dom.inio B de la ABST. De este estudio concluimos que la deleclón del 

dominio B aunque disminuye la actividad amllolítlca de la ABST, aún 

permite mantener actividad en una de las deleciones analizada. Este 

resultado nos sugiere que una translocación del domino B de una 

CGTasa por el de la ABST es viable. 

Como extensión del objetivo primordial de este estudio, propusimos 

una función biológica para las CGTasas y un ancestro común para a-ami 

lasas y CGTasas (véase trabajo sometido a publicación 2). También 

observamos que la capacidad de transglicosidar está ligada a la 

capacidad de alcoholizar, al menos en las 6 a-amllasas estudiadas 

(trabajo en preparación). Asi mismo, proponemos una estrategia gen

eral para diseñar una transferasa a partir de una hidrolasa (trabajo en 

preparación). Adicionalmente, construimos una mutante de la ABST 

carente del dominio B cuya actividad es menor a la enzima nativa, pero 

que puede servir como semilla de futuros experimentos de mut:agénesis 

__ que_ busquen eliminar la necesidad de calcio para la estabilidad de la 
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ABST. Finalmente, desarrollamos un programa de computación útll para 

disei\ar estrategias de mutagénesls óptimas (véase publicación 1) y 

estos conceptos los empleamos en el diseño de nuestras estrategias 

experimentales (véase Publlcaclón 1 y Métodos). 

De los resultados de este trabajo planteamos las siguientes perspectivas 

útlles para generar una enzima con capacidades mejoradas para realizar 

reacciones de transgllcosidación o alcohóllsls. Primero, para generar la 

u-anslocaclón del dominio B de una CGTasa a la 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 híbrido. Segundo, del trabajo 

con el grupo del Dr. Agustín López-Munguía sobre la relación 

trangllcosldaclón/ hidrólisis observada en 6 a-amilasas, hemos 

construido un par de mutantes en el residuo Ala289 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 dlrije al sitio catalítico. Actualmente estamos 

caracterizando estas dos mutantes. 
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ABSTR.4CT 

A ruunbrr of eor.sid~r:;:ior:s crr m.adr on :hr rfficirnc-:-· of 
muzaee~sis 1cciu:it?ucs uscd ir. pro1eir. cr.ginerring, pcnicult:rJ~· 
zhDsc 1ha1 incl~c e rcr.dom compo~r.:. Tnc c.rprc11C ouzcomc o.f 
diffcrenz pro:ocols is cru;J;.·:.cc· usinF compwcr programs. Spcdal 
cmph&:.sis i."' m.a . .:fr on :he rffcc: :ha: 1hc a·r,cr.crac:-· o..f rhc ¡cnrtic 
co" h.::;s on :he bias o.f :ñc rcprc."cma:ior. of a.n:ino acil! upJacc· 
rruenu. Thl co,.ucqucnccs of u.sir.E alurr..arh•c mczha&!.s i."' ancl.v:.cd 
ir. 11u·w-..s of :r.., Jil.elih.ooC of obu:ir.ir.¡ ur..dcrrcprcscnzcC amino 
acL:! swbszj11.1.aor.J in mu:cr.: i'ibrcrics . . .li. cor.si.dcrmior. is aJso madc 
of :hit- owzcomc o_f eombir.c:ori.:i mu:c1enr.rrf$ rxprrimrnrs .... ·i:ñ r~· 
gDrd 10 :hl si:.r of rh~ arr.ino c6d wir.&;:.o'°'· arad 1hr mu.J:iplici:;:.· o.f 
"Pl.acenaems :he: cou.L:: br $Cmpl~d .... ·i:h diffrrrru mr:hods. Op:i· 
mal rnwc1rnr.sü rczrs fr:ir sprqfic cor..d11ior..s cou.ld br c'tri\•td 
from 1hr prr.srr.rrd "'ª cnd 1hl compu1rr progrt»"1 7rUJth cw;iJ. 
oblr ~·i:h zhis pc.prr. 

~TRODUCTIO~ 

Sine.e thc advent of recombinant D!'A technolo¡y. thc 
srudy of protein struc:u:re and function has receivcd 
tremendous impul~c. The capadty to implcment any desired 
anUno add replacement on proteins has produced a leap for· 
"''ard in the study of their 5-equence. 5-tructure znd function 
relationshlp. 

Variant proteins ha' e ~en obtalne.d by geneticists for a 
long. time. \1,:i:h in1eresti:if: phencnyj:"eS being ~clccted out of 
\ Cr)' lar¡;e nurnbers of cell!-. The lesions. at the D!" . .,. leve l. 
could then be ióentified a=:e:r Sif::i1fic:=.nt '''•ork. Subscquent 

analysis of the cor.esponciing diffe:rences at 1he polypeptide 
leve) pro,:ides the bridge 10 the functional consequences of 
the muation. Rcc:ombinant DSA pennined 1he sequence 
a.nal"'sis of manv mutants obtained in ttUs wav. but al so took 
us tÓ a ne""· s.ccn .. ario. in u·hich the production ~f the mutations 
is subject to control by the cxpcr.imemcr. The es.e o! site-di
rected mui.agenesis 1ec:hrugucs is wides.pread and has now be
come routine to app:roach the study o! protein SU"Ucture and 
function by pro1ein engineering. J\.1oreover. the pou·er of :re
combinant DS.~-ba.sed mu:agenesis has d..'iven resea:rch to 
eve:r more ambitious schernes for the introduction of a great 
deal of variability. specia1ly sine.e :he devclopment of powe:r
fu1 screening systems l 1 :.:.0.3~J. Severa] app:roaches h~se 
be.en uti1iz.ed that incof?or.a:e such random components. Cas
sene mu12genesis c:9L :-egiOTJé.l mutagcncs.is c_.;.:?Q) ··spiked 
oH¡onucleotides .. ( j !?) :::.nd combinatoria] mutagcnesis c_:.6. 
:!S.29) are 1Cr.":1S refc:;ing to such ap;::i:-oaches. The use of 
combinatoria} 1ib:-~es in pres.cn1 dZ:.y biotechnolc~· s.eems 
a.~ impo:-:arn v. ay to develop novel molecules (5.10-l :n. 

ln casscne mutafenesjs. a targct :re~ion is s.elected and 
suitable adiacent restric::.ion siles 2.l"C found or ini.-oduced .. Ai. 
!ynthetic I5!"A duplex is made. con:aininB the desiTed muta
tionCs) and subscquently cloned. Teplacing the u:ild-type se
quence. Regional mut2fene.s.is is achieved by s.eve:-al meth
ods. In ¡cncral. the pro1cin of in1cres1 is subjected to any of 
s.e,•eral ve.atments <cherrUcaJ o:r enzymatic). using conditions 
that introduce a conuolled Tate o! aJ1eration! pe:r nucleotide. 
The product of such :reactions is then cloned. The term 
··spiked oligonuc:leotides .. has been us.cd 10 Tefer to methods 
employin¡ synthetic: oHgonuc:1eotides in u·hich sorne amount 
of a nlixtu:re of diffe:rcnt ba!-es is included at predetcnnined 
positions. thus .. spiklng:·· thc u·lld·t~ pe bas.e durin¡;: the syn· 
thcsis. The olifonuc}eNides. a:e lhen us.ed 10 p:-irne ::i...""1 C)r.1en
~ion Te&ction with its final incorpo:a.:ion imo heteToduplex 
D!'.~ rnolecules. v.·hich a.re clcned. The t=o.:l of combinatorial 
mutafcne~is is. 10 ~ener0:1e mu1&nts with ~evcral ó:IJ'Tlino acid 
:eplacernents per p:otem .. ..;, re&ion C\r •·v. indou··· is defincd. 
::i.nd the :ra1e of mut&fene~1s is !--e1 ;:=$ hifh as nece!-$.a.-y for the 
muhiplicit~ of re?l&cements desired. This h2s f:Cnera.lly t-ieen 
done usin~ cassenes. 



Since 1.he u!'u0:1J mutat!cnes.is un..i1 is the nucleotide and thc 
protein-variation unit iS the amjno acid. the genetic code. 
"11.•hich relates the 1we. po!'-es spedfic constraints on the pro· 
ces5 of c:reatin¡: c:ollcc1ions of protein variants C33 ). This facct 
of muia¡cnesis is onJ~· supeñicially mentioned in much of the 
UteratuTC. and onJy a fev..· papers have deah vdth it specjfi .. 
cally (19.28). These considcrations be.come panicuJarJy ap· 
pa.rent v.•hcn one considers UJc asuono:TUcaJJy hi_sh numbers 
of ''ariants that can be casily gcnerated tiy Tecombinan1 D!"A 
methodolo¡n·. -~combinatoria] muta~enesis s.cheme involving 
only 7 amino acid residues would generate over l Q9 variant 
proteins undcr ideal cenditions. which is above the practica) 
linúu of currcntly available s.creening methodolo~ies 
C3.22.30). Given that the number of r-esidues di:-ectly in· 
volved in molecular recC"Cnition 2.nd1or the catah'"lic function 
of any g:ivcn protein is Hkel~ to be higher than °i. there is a 
need for optinllzing mutag:enesis procedures in order to per· 
form the scrcening on the best pos si ble collection of varianu. 
lndeed. some recent literature ex¡:ilores ,·a.-ious u·a~·s to 
achieve that goa1 <i.S.15.: 1.:?.:.J. l ). 

In trus paper. v.1e analyz.c the expected ou1come of differ
ent mutagenesis s.chemes. as refiected in the frequenc~·- distri·· 
bution and variety of a.rrtino acid replacernents. \Ve focus 
primarily on the effects of various -u.:ays of ··doping"" oligonu· 
c1eotides 10 make des;ene:-zte mixtures and aJso on the v2rl· 
abJcs in,•olvcd in s.ch-emes that a.irn a1 non-satu:ratin~ condi
tjons. Such cendition!- ha.ve been utilizcd a.nd analvzed before 
from other perspe.ctives (9.17.19) and censtitute 3.n 2nractive 
v.·2y to bencr S2.1np1e thc sequence spacc with a collcction 
more likely to conta.in intere!'tins; variants <6.3-3). The stud~· 
v.·c prescnt hcre ajms 10 providc a _senera1 reference and sorne 
proc:edures 1e evalua1e 2.l"ld compare rnutagenesis re$imes. in 
tenns of the expected ou1come at the leve} of a.ntino acid re· 
placcments. rather tha.n nuC'leo1ide cha.ng:es. 

!1>1ATERIALS A!"D !\IETHODS 

ba5e at any codon posJtion: 

Ft- = Fto"º - <l l·Fv. ]•0.=5> JEq. 1) 

where Fb = frac1ion of a spccific base a1 each codon position. 
Fu· = f:raction of v.·ild·type scquence < this is the conuibution 
of the s1anin¡ D~A. in the case: of non-0H&onuc:leo1idc mu
tagenesis. or thc bas.e o=idded from the pure base vial. in the 
case of spikcd oJigonuC'lcotide:s). l·F'\.\' = fraction of mu· 
tageniz.cd bases. '\Ve de~i~na1c this as ··mutagcnesis rate:· h 
corresponds to the ta:-gcted base substitution rate from any 
mcthod. Fb'\.\' = fraction ef the bas.e contribu1ed by the "\>."ild· 
type sequcnce (Fb'\.\' = Fw for the base in the "''Bd-type codon. 
Ft-\\' = O for the other 3 b.:u;.es ). 

This formula u.·as used for 1he !-O·ca11ed ~"'!"!' muta.S?enesis 
scheme at all 1.hree positions. For the S!"G/C mutaienesis 
case. the frequencies for the first ¡wo bas.es ef a codon were 
calcula1ed v.·ith Equation l. and a frequency of 0.5 for cach of 
thc bases C and G was us.ed at the third position <sce Res:u1ts 
for considcrations on thc e"perimental conditions pcnairung 
to these caJculations). -~ set of ca1cula1ions v.·erc perionncd 
for ~everal mutagenesis rates on the tv.•o rncntioned ap· 
proaches. Fer each codon. 64 or 3-:? frequency values "\>.·ere 
senerated. conesponding 10 each possible tripJe1 obtajnab1e 
by the !'-""!'S and ~~G/C methods. rcspectively. The val u es of 
synonymous triplets were then added to_scther. giving· a total 
of :?O frequencies <AM)- one for cach arriino acid replacemen1 
and one vaJue for thc stop codon<s). A frequency <.~"U:) v.·as 
also computed for the v.·ild·t~·pe amlno acid. Fractions 1-A\\·. 
over all 61 codons. werc averaged for each muta_senesis rate. 
s;iving a correspondin,g amino add repJacemen1 ra1: (ARR)., ~1 

\\·lndow Size 

\Ve employed the follov..·ing. ·equalion c6) to·reláte. the· li'."' ., :. 
bTaJ)' siz.e. S~ with the pr.obability;-P. of sampling-·a·:m·utarit ·0

•
1

: 

repr~~·:~~:<~~P~J~~~n~t:~S~JS_in the libr~·; :: (::~;;:g~:~jB:L·''' 
P v.·as ·~e1 10 o~-9Ci án·d .values óf. s ·C.0U1d. be:·derh·ed'"fo~ ·adi·,. 

Comp~te:r program!- v. ere •.a.:rinen in either Turbo PASCAL __ value of :-;; Hence: r.-:_:· --~-~ ,_:~:'.'.';"~ ~ ,;:.~; .J;.-~' ':·;. ,-:..- ~ • 
Version .S.5 <B-or)a.'""ld-Os.'borne. Scon'$ V~]Je~·- CA. t:SA) or 5 = 

1 
_'..0-\_iLnfl·P•>-~.J:_·_._ ... ·,\·. ,. ·.~~-" : 

1
·Eq· ··.·.·-~¡' '.-._:"'.": -~-

'\'isual BASJC l1'1kros.oft. Rcdmond. \'\:~. L'S.~) and run on · 
an IBMS PC-c:ompatible machi ne or v.·rinen in A!'SJ C arid _ The v~\'.Jé:~ foi-~~-~-~;~--~h~~ ·~~e-d cto C:álcul,~1e"á \~-ir;do~-,~iz.e. ~-~~. 
~~)~~~ 1;,~;.s~~~n,_ J. l 00 <Digital Equiprnent Corporatión.'_: =:-.~sin! Equati~n 4:~, ' · 

. . , S ~.·A~·tn·_mi( l·A~')m,.~~101( l·Av.•JJ::-. =:.~..,..1n·m~-~!'<.1Drn 
"lñc prog:rarns con!'jdered each of the 61 s.ense codons. that·· · 

comprise structuro:.l t!enes. The out come ef a mutat!enesis. ex· - · , ,,,; ,.. . fE.q. '.:] 
periment was caJcuÍatcd bas.ed en the probal:·dHty-of finding·; J.J 'Ui.;here m ·= the number of amino aC'id rcplacemerltS per v.-in·· 
any base on ea ch of the three codon posj1ions. Such· prob· (ff dow.<amine acid replaccmcnt multiplici1~·.1. 
ability depends on the mutagenes.is method employed. The : ~·<.:.- .'Values fer AMO· the frequency of an amino add replace·. 
resulting distributien of D!"'A s.equences ,,,,.as then evaluated· · -·ment rcquirin_s 1"\>."0 b2s.e-pair ch2.nf!CS.. v.·ere calculated as per 
in terms ef t.he dis1ribu1ion of amino acids. for·u:hich it coded. , Equation l: 

. · :·::Af-io= [F,.w- n-Fw1"0.:::5][1l-Fwi·o.:::~E 
Amino Acid Replacement Rate 

The quan1ifica1ion of thi(,. par:::.rne1er -u. a~ dcine in term<C\f 
thc e"-pe.c1ed frequenc~ .... .,,- each CCldC'n in 1he mu1ant pC"1¡"1ula-
1ions g:encra1ed. <::.<.t..umirif: th~I inCC'lr¡:"C'l!"<::.ti1..,n Clf ;:;n~ h.;:~e ::1 a 
fivcn codon pos.it1on ";::~ t-qu;:ll~ ll}...e!~ .;:nC prC'ip.:"r.i ... ,na1 1C' 
the intensity of ¡he mu•~f:em.:- ue.::.1mer-.o. The:c-fcire. fC'lr ea..:h 

\'o] )7. :SC\ t- ¡]U(..~, 

· for S!''S mut~f:enes.is. and 
A~10=o.~·111.F,,.,--0.::-F 

fC'1r :-.::-.=G1C muta~ene~i~. \\"e h::l'e ano:.lyzed cml~ 1hC' case cif 
1<i.11o o ba!"e·pair ch.:!nf:e~ in C'lrder 10 dire.:11y comp;;:.re the 
:-0::-0:GIC .<:.nd the :-.=:-.;:-.; ~r;:-rcia.:-h~~ in ~he c.'.!t..e c-f h<=.rd-10-f:et 
mu1auan!'. ln 1he !'!'G 1C <::¡"'pro~ch. the 1h1rd cci.dcm p~~n1c-n 
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is sarura1ed ,,1.-jt,.., GIC. and therefore i1 is me1::nin!;Jes!- 10 con· 
sider triple ba!-e·pa.ir changes. 

Corresponding values for A\.\·= 1 ··~RR u•ere caJcuJated by 
inte.rpolation. from 2 poJynomjaJ expressjon fitted 10 the data 
of AR.R "'S. 1 ·F\\· deri,·ed prevjousJy ·(se.e Figure' l )~ Hence. 
fromEquation~: .. "·. ·-· ·! ... :. :.._--..,.":<· : __ -_, 

r. ;i;: J ( LncSJ. m•cLn<.~~u~JJ 11ci.nr.~~:·J; i."-:·~'>:·;~ )~-.-~) 
These fom;uJa~ <1-5) u•ere then used to caJculate an~· de

sirable variable. name)\'. amjno add repJacement inuJdpHcity 
(m). Hbrat)' size 1.'°'J. -u.:ind0\11.' size Cn) or opzi~-"J mi.nagenesis 
rates. 

Optima) !\fut.agenesjs Rate 
'L'sing an j¡e;.=.tive p:-oceH anda ,graphk representation tas 

implemented in the PC interf3ce 10 the pro,gra:ns described 
be1ov.·J. optima] mutagenesjs rates were found for specH1c 
condltjons .. ~ v. inóo· •. i.: ,s:jze. a mu1a..-n order and an arbjtra.-y 
mutai!enesjs ro:te :::e chos.en. :he pro,p-::.."TI retu:ns the requfre.:f 
Hb~· si.z.e and ~ ,¡;:r<::.?hic rep:esentatjon that inc:Hc21es the 
ran¡e of muto:ge:iesH :.?tes 21 \.li:hkh su:h 'Ur,·j:idov.: 2nd Htira.-y 
sjzes are anainz=-le. The maximum o~ the curve .:ons1i:u1es a 
bener mute:genesls. :-::.te. iro;n whkh a smaJJe::- Jibr~:· size cz:.n 
be calculated. Re?etülon of this process :-::pid:J;.· converf'eS to 
an optjmaJ mutagenes.Ss rate for the s.pecH1ed v.:indo'Ur,.· size 
and am.ino add :eplacement muhipHcir~·. 

Proeram for AnaJ:'·zine DJ,·erse ~futa¡enesjs Condjtíons 
'\\."e deve}oped a user interface for the applicatlon of the 

equations described above. The u!'er specifies a set of ccmdi· 
tions and the prof":am caJcL!l.ates th~ unspedfied va.-:able or 
va.~abJes. For exa."TipJe. oTJe can asJ..: the fo]]ou:ing ques:tion; 
··\'i,, ñat "a.:indov..· size CM 1 sam;:ile v.:be::i )ookin,g for L"'iple re
placernent.s 21 s;;~ probabj]~;y jf J 0:.."":1 a ble 10 s::-een l ~ va.:-i-
2nts:·· Cornpare.the sizes fo;- the ':'~·:--.; or the ='':'GIC :':le•h
ods and find out the opti::ia] :::iui.a_genesjs :-ate for each 
approach. The prcipa."'Tl v.·2s developed i:"l '\:"jsual .EASJC C!\H
crosoft) fo:- the ?C '"\"j;idow!--:-'~ er:vironrnent. a..,d it is avail
able from the au~!'lo:-s. 

R.ESl.'LTS A!"D DISCl."SSIO:" 

Computer progra:ns v.·ere ,,·rinen for c2J.:ulatíng •he ex· 
pectecl outcome of mut<::.genesis schemes. In relating our cal
cu1ations to the actual experimental situation~. lt should be 
kcpt jn m.ind that s.everal assumptionslsimplifica:ions v.:ere 
made. For a cherrucal or enzyrr.atic mutagenesis proc.edure. a 
random distribution of base cl'~a..,Ees \.:.:as used: that js. :e· 
placernent of a."'ly b.as.e b~· . .=.... G. e OT T had equz] probat-iili:y. 
This simj]arJy ap:Plies 10 2 rnethod utilSzinE oHgonucleo:ides 
as mutagenic afe:.ts. ''°e firs.t con!-Jde:-ed the .a .. ert:~e fre· 
quency of arruno ::cid replace:ne-na ex?ected ""hen e~ch o'!' 
the 61 amino a.:->ó·cod1nc h~~e tnpJe:s v..·ere :-:iu;a1eC. -=• a 
given rate. at a:i:" of the ihree CC\.:iOn ;:"C'Sllk~:.!". ~·lis e::::; ~e 
called :-.=':':-; mu:.;:;ene~i~. ::.:-1d n l!- .::;i;:-li:;::~Je iO t~e ide::.!i.zed 
fonns of methC\d~ nC11 emplo~ Jnf: C'hf'OnucJe-oude~ ::s mu-
1acens fChemJl.7::.J 0r ~:--.z,m;:~:.:-. f("l7 1:-:~:::~ce-• h '""uld ::.!~C" 
CO-TTC!-J'"C'lnd 10 .:: .. ¡:--;~.e~ ~l:f("•;"";;.J ... ·]~0::.:::~:'- .;:pt¡~-.~~:i ir. \.~ hJ.:h 
the D~A s.:;. nthc-~:!" p. ;-oe:-f.:,:-;-:·,~.= i.: ... 1::;- :-:;ixlu'.'":':'- cq· t!-ie ..:.. .:.::-

type ba'°e in one ..-;a] and equ;molar amounts of 1he- four ba~es 
in ano1her "ja] 'J 9 1. 

.~s ploncd in Figure J. the frequency of rnutant pro1ejn vs. 
muta.ni D~-~ rises in a nonJinea.r fashion and varies depend
ing on the me1hod used. Expcriments u1ihzing a]) four ba~es 
at each of the till'ee codon posjtions ue referred to as ,..;~·~: 
those using onJy G or C at the third 'Ur,.•obble base are calJed 
~NGIC. This laner scheme has been utj)ized (] J.19) as a 
means to reduce the appearance of term.ination codons 'from 
31~ to l/3~) and to m.:::.ke the distribution of sorne amino ac
ids more even (rnet .and L~ from 116-: lO ]/~=;; the .approach 
requires synthetic D.SA. A funher va..-iation should be consid
ered here; na.meJy. t.1ie expe:imenter cou)d choo!'e 10 in1ro· 
duce sorne pro?onion of the v.:jJd.type base at lhe third posi
üon of the codon o:. alternativeJy. a ] 009C conta.rr.dnation Of 
the G plus C rnjx1ure could be used (both methods v. ould af
ford a sampling of .all a."TJino acjd repJacements J. OnJy res.ults 
of the Jane:- approach a:e _gjven. !ince resulu from the former
a:e ..-inuallv identic~ to the ~·~·~ .alte:-n2tive. However. note 
that codon ·usa ge v.:ould be signiflca.ntl;. cha."lged 'Ur,')lh this. 
approach. as eve:ry mutant cNon wou]d end whh G or C. re· 
gardJess of the original codon p:res.ent. Tne plots .shov.. the val· 
ues as an averase of the 61 sense codons pouped acco:rding 
to the amjno add ior v..·hlch thev code. ~ole that !"--"~!' wjlJ 
p:roduce an amino acjd :replacenÍent ra1e C.~RR) _grea1er than 
!'-~G/C: thus. for the san:ie ARR,. ~~G/C "Ur,·j)] need 2 ,¡reate:r 
rnuragenesis. rate than ~~-:--;. ln cornparinE: the propcnjes of 
dlfferent methods. we us.ed an approach airned at simplifying 
the e'\·aluation of reJevant parameters involved in current 
muu_g:enesjs desjgns. This approach cons.idered the actual rate 

1 

l 
I 
1 

' ....... ;:.-.. , .• r:.,., 

f'i~urt' 1. Ct•mpotri ... on or 1ht- .11minc1 .llC'id rf'pl~C't•mt"nl r¡,tt"!' in lihntril!!' 
pnoduC't"d b,!I S~.,. 1C'irrlt:'-I Mnd !"oo":"'o"G•C l~QUOlrt.•!'I muLOIL"t·niC' 
o.ppnurC'ht!S. 

"\ºni i-. :--..,..., !°' ':"'--~ 



of anüno acid r~i:"l~c~m~nt. ARR· r.:Jther 1han the ra1e of nu
cleotide replacement. Th1s. p.arameter is therefore us.ed in s.ev
eral ofthe calcuhs1ions. 1ha1 foJlO\I.'. 

AnothCT jmponan1 cons.ideration. the bias of thc frequency 
expec1ed for each of 1he :::o possible amino acids. has t'ieen 
discussed (.331. B)• vinue ofthe ~enetic code. amino addf. that 
&Te translated from 6 or ~ codons turn out more frequentJy on 
a mutant collection than thos.e coded for by onJy one or 1wo 
codons. This imb:::.l:ance s.ho\l.·s up more stronclv at ]o\I.· mu
ta,Benesis rates. as iJJust:-ated in Fi&ure :! for the- arginine co
don AGG. Cons.equent}~·. conventionaJ Jov.·-rate mu_tas:ene.sis 
procedures sample s.equence sp.ace essentially at the more ac
cessible amino acid repJacemenu-tho.se rec;iu.i~ng only one 
base chan~e t J 91. 

h has be en .a:~ued 1:;:.1 that using triplets as muta~enk 
unhs "''ould res~h in s.i~niiicantly bener mu1::i.nt collec1jons. 
Such an approach wouJd afford an unbiased amino acid com
posjtion (by emplo) in&:. :=.t the o~~..:.. synthesis stage. an ·equi
molar mixtu:-e o"f .:?O codon.s. one for each anUno acid. in the 
muta,.en.k vjaJ 1. irres.pective of the mutagenesis ra1e .. .!\ simi· 
lar. constantly unblas.ed mutagenesjs cou1d be achieved with 
N!'-.~ or 1'~,GIC a¡:iproaches. but "·ould us.e a more elaborate 
D!"'A synthesi! protocoJ involvin& panitioning and remixing 
of the soHd suppon c"'i.l.5 . .:?lJ csee Conclusion and Recom· 
mendations). 

~1uta¡.enesis of 12rge D~.~ segments. such as a regional 
muta¡enesis s.cheme (~ J º" er the v.·hole gene ora method util· 
izin& lonr .. spjked oH_gonucJeotide·· <.:?3). are rypkally imple· 
mented uti1izjng relath ely Jo"· mutagenesis rates aimed at 
obtairun¡ populations of Genes v.·ith Jov.· proponions of muhi· 
ple amino acid repJ.acemenu .. The question could be fonnu
lated in terms of the prob.:bility oÍ flndinE a panicular t)·pe of 
mut.ant. Eiven the f;ac1ion it repres.ents in a mixture and the 
size of the populo:tion accessible for screening. "\\~ith this in 
mind. we decideó to anal~ze the popuJation sizes. required for 
the sampHng of !lngJe a.r:.c! triple amino acid replaceme:ns. as 
a function of the Je:irth of the t:::s:-e1 res:: ion ("·indow size. see 
f\1ateriaJs and ~~e:.h0ds. 1. ' 1dth thi v.uiOus mutas:enesis meth
ods. v.~e se1 a cut off ,·aJue at 90t;C p!'obabiHty of flnding an un· 
derreprescnted ~Ut.:Jlt u·hcn Jookin_g at various vdndou slzes 
and ehher singje or trjpJe arruno Z:iCid replacemcnts: and the H
b1"2.J')' size th21 v. ouJd be :equlred u·o::.s. caku}ated. The results. 
shown in Figure:..:... demo:istrate that thcre are no1iceabJe dJf
ferences amon~ the three 2pproaches in all conditions. For 
Jarge.r \A'indou s.lzes. :::.nd higher rnuhipJicjdes.. the djfferences 
become more pronounced. !'otke that i1 is possiblc 10 adc· 
quate1y sample sin&Je repla..:ements in domajn.sized v,;indows 
~·it.h any mcthod tiy us.ing 2ppropria1ely Jow mu12gener.is 
rates. h is cJear th.::::1 mu12genes.is. rates Jarger than the optima) 
would jncreue the probe:l:d1i1y of finding muhiple repla.:e
ments. thcrefore r.:.u-ir1; th: comple>.ity of the Jibrary·. Fur· 
thennore. i1 c:ouJc.i be f~~!-il:>le 10 s.ample :::.ll poHit'ile tnple re· 
pJacements ""- lth1n ::: IC'n.res.jdue "indou bv u!-inc 
codon-bas.cd mu1.::.;C'ne"'1" ~nd ~election f> l O"':" clone~ 1. ln ou-r 
compari!l'on u.e u11iize-d the Cl¡:'ll1m.:::J mu1.3f:C'lies.is ;.:ue io-: e;¡ch 
method and co.::.l. '' h1.:-h '.:.::-le!- ~icnifican1Jv. :::!- ~h0'' nin Fit:· 
ure :B. - - · -

Our re!-uh~ ,:'..-•::-:;-ienie:"ll ..:nO: e'l~nd ro•e" lCll.!~ !-IUCi~s. th.at 
con!-ider other ,:: .. :'~ .. -1 .. ,,f n1u1J~ene"'1" efficien:;'.\ H~rme" e1 

al. < 19J considcred the Jibr:i.ry ~i2e .::nd mutá;~nic .:-onditions 
for !'ampHn,&: sjnEJe amino .::.cjd repla<.·ements in J::.rge u in
dows. Our ana1ysjs is cons.is1ent whh their res.uh!- and al.!'O 
considers other muta~enesjs .approache!- and mul1iplki1y of 
replacements. ln fact. usin~ our pro_gram!' v. e e~13b}j!'hed that 
the optimal mutagenesis ra1e for !'ahlp1jn,g !-in;Je amino acid 
replacements requiring 2 ba!>e ch:m;e!'. wj1hin a wjndou: of 
.25 amino acids. is around ~c;c Cthe authors implementa 0.67'ñ 
rate. achieve a :!~ rate and con!'ider 1ha1. theore1icaJJv. the 
proper rate is bet""'-'een ~c;c and 4t;C ). L~nder ..:?~ conditiOns. a 
Hbra.J')' of 21~ 676 clones would be required 10 s.ample at a 
probabiHty of 0.9. The authors. u·ho atta.in l.50 000. s.ay that 
they can sample 60c;r of the sin~Je amino acid repl::i:ements. 
Funhermore. we find 1ha1 merely ["ly chan~in; 10 .=.n :"'SGIC 
approach and mutating a1 a } ~.6r,c rate. :=.]J am;no acid re
placements cou)d be sampled v. ith a hbruy of on1y l 4 l 76 
clones. Cenalnly. the number of mism.3tches e'\;pec1ed for oH
BonucJeotjdes spjked jn this fashion cdue 10 the ¡::i;e!-ence of 
only G or C at thfrd positionJ prob6:1b1y requires ;he use of 
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pro1oco1s invoJvin& the polymcr6?~e ch;: in rea,:-u('ln 'PCR J. 
which mi~ht not ha' e heen fulJ~, dc,·cJoped ~orne ) ears Ci.go. 
Clackson and \Vel1s C5) analyz.ed thc Hmits for saturatin~
condition muta~cncsis \li.'ith thc !"NGIC approach. '\'\'e obtain 
cssentiaUy thc samc resuhs with our pro~rams and cx1cnded 
the anaJysh to 1'!'~ and codon-based mutagenesjs and also 
to non-sau:iratin¡: conditions. 

CO.SCLlJSJOS ASO RECOM!\tESDATIOSS 

Based on this study. v.·c can draw sorne conclusions and 
providc sorne gcner~d re.:ommendations for mutafenesis e>.· 
perirnents. 

The analysis of the a:nino acid rather than nu.:leoüde re
placcmcnt ratc. to~cther with uscful experimental puametcrs 
(window siz.e. mu1accncsis ratc and Jibra.T"\' size 1. suc~cst 
\li:ays 10 improve de${;-ns. ofmutasene!-is C'"-?Crirnena. FOTin· 
stance. takini into ac~ourn 1he differences bet~ ee:; 1he three 
muta¡:enesis approaches .::.nalyz.ed here. one could decide the 
best muta¡enesis ra1e pa:ameter. This ar.::;.lysjs coL?ld also be 
helpful to eva.lua1e. with a srn;;i.ll access.ible lib:-ary s.iz.e. the 
probabnity of success. in lookin~ for desired mutanu.. These 
and other experimental s~rateE:ies could be anaJ~·2e~ by just 
varyin¡ the pz.rameters included in our calculations. The 
computer pro¡ram. 2vaih:ble from the autho:-s. is imended to 
suppon such anal~·sis. ln 2 regional muta,ienesis :::pproach. 
perhaps the main difference be1ween the cheJTUcal. ~::;,zymatic 
and the ··spiked oli~onucleotide·· methods. is related 10 the de· 
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3. 

¡ 
! 
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~ree of control º'" er the ra1e cif muta~ene~is '1nd the de-~ree of 
true randomiz..a1ion of each hase in 1he mu1agene~1s "'·lndov.. 
For both parame1ers. the re~ults should he ~ener v.:ith the lat· 
ter method. The!-e three method!". as. thev qand 1ocfa:v. ~uffer 
from the dra,l,,·back impos.ed by the ~enCtic code. v.7hich. jn 
prac1jc.e. Hmits the repre!-entation of amino acid repJacements 
10 a !'.ubset (e.&·· about ~ thfrd of aH po~sibj)hjes in small H· 
braries 2.imed at one or a few replacemems per s.ene: Refer
ence 3.3). 

Dependin¡ on various considera1ions. d1fferent mu1ag.ene· 
sis s.chemes could be us.ed for difieren\ ques1jons and sys-
1ems. Clearl~·. in sorne c::.s.es. sufficien1 knou·Jedge is avail
:::ble to dra~: meanlncful infonnation from s.ile·direc1ed and 
si1e saturation muu.~enesis experimena l l S.:?.~.2-7 • .!-S 1. ln 
su.:h ca5oes. the methods 2re v.·ell C!-tablished and do not repre· 
sent a serious Hmitation. 

On the other hand. ou:- resuhs illustrate that u·hen one is 
airn.lnJ a1 an ef:1cicm samj:)Hn~ of !-Cquence f.Pª'" in Jar,;e 
windo...,..s andlor s.earchinE for multiple amino add replace
menis. the choke of methodoJoFY does rr1ake a s.jznificam 
difference. The compa:ris.on in Figure :. shows that sampling 
single amino acid replacements rcquiring iwa.base chai.nges. 
21 9Qc;¡. probabDi1;.·. is onl~· possjbJe for sma1l v.·indov.·s or 
larce Hbrarv sizes whh the !'!'!' method. The !'~G/C 
meihod periorms bener ::nd. as noted in FlGure l and Fj&ure 
:B. requires hi&:her mut~~enesis. ra1es. Codon·level rnu
tagenesjs affor-d.s a ñ.Jr.her improvement. !'ote that for !-ome pur· 
pos.e$ the optima.) muta~enesis rate is quhe Jou•. prob.:ably not 
compatjble with all D!"A s-ynthesis machines el .l. 
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One obvious way to improve mutagenesis would be to de· 
velop method.s for ··spiking·· oligonucleotides at the codon 
level (l .5.33.39): sorne steps in this direction have bcen ta.ken 
(28.31). "'"e are currently ""·ork.in¡ on synthetic O.NA ap· 
proaches that accommodate this method while maintainin¡; 
compatibiHry v.-jth existinE chemistries and automated syn
thesis machjnes. Another way to achieve a similar result is in 
perfomtin¡ the oligonuc:Jeotide synthesis ""·ith removal and 
rem.ixin& of the solid suppon: a fraction of the resin is taken 
out. reacted for three cyclcs to achieve a l OOo/c !"--"':"~ or 
r-."NG/C re¡ime. whi1e the remainder is sepanuely reacted 
with bases comprising the wild-type codon: the two fractior.s 
a.re renlixed and the procedure repeated for as many codons 
as necess~·. '\\.'e. as v..·ell as others (7.15.11 ). have success· 
fully used this approach. l,;nfor:unately. the method is too 
cumbersome fer lar.se mutagenesis windows or Jow mu
tagenesis rates. 

ln addition to the previous improvements. a desirable sozl 
would be the combinatoria! mutaeenesis of windows of 
amino acid residues that are close in t"hree-dimensional space. 
but not contig:uous in the sequence (e.g .. residues clustered 
a.round the active site. a hydrophobic cluster or a protein· 
protein interface). Recent ad vanees in mutagenesis methods. 
especially those based on the PCR. h3ve made such 2 _soal 
fcasible (16.::?6.::?7.35.36). 

As "':e stand today. it is very hard to formulate precise pre
dictions about the structural and funcüonal consequences of 
:esidue substitutions in proreins (l.;). Rather. it seems that a 
combination of crude predictions and hind.sight could be ap
plied. together ""'ith an eTTlpirical approach to obtain ne""' or 
improved functions from existin¡: proteins. This is especial1y 
true for proteins \lo'hose three-dimensional stn.u:ture is not 
known or is only approximately inferred. as it is in the case of 
models derived from the recently introduced fold-recognition 
a1gorithm.s (2.32). In another exciting development. mu .. 
:.a¡:enesis to~ethc: with the utiliz..a.rion of L~e baczeriophage 
display Ofthe mutant p:-otein libra.-ÍCS (3~) aJlov..·! ~lo¡e SCTCCn

ing of ...-ast numbers of protein variants for specific binding at
tributes. Clearly. the most efficient mutagenesis methods """·ill 
constitute an imponant comporyent of lhe bane~• of methods 
required for the artificial evolution of proteins. 

PROGRA!\I DISTRIBüTIO:"o' 

A Pe-compatible prog:am. implemented in Visual 
B.~SIC. can be obta.ined by contacting the Jast author or 
directly down}oaded frorn BioTech.'-=er'!;!. The prograrn re
quires Mjc:rosoft ~índo"""·s.~ Version 3.1. 
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Al:>s-crac-c. 

alpha-a..'T!)'lases is similar 

to that of lysczyrne, in whic:h two ca.rboxylates are .esential to ca~aiyze the 

!'Jyd.rolysis cf a glycosiÓic: bond. These two carboxylates a.....,,Q several other 

resid~es ¿re conse=-~ed in alpr-a-a...'"TIY1ases, &nd the func:t~on of rnany of the..~ has 

~ot been prec:isely deterr..ineó yet. That is the case of Tyr82, Asp117, ~-rg204 

a.nd His297 (taka-a:ny:ase numl::tering), for which a role in c:atalysis has been 

previoi..:sly proposed C:Bioc!"le."TI. 3iop!'>ys. Res. Com. !l.9S'l, 204':2.97-302). D..ie 'CO 

~he re~EVanc:e o: these en:ymes i~ basic science a....,d industrial applica~ions, 

we cc~:ucted a study ai~ed at detennining the possi~le role o: ene cf these 

resid~es. We ~~tated the residue ho~ologous to 'l'YrS2 in the alp~a-aniy1ase from 

Eacillus s:ea.roc.~e:m:;p.1']ilt.:~ ('Iyr63) a.""ld biochemica11y cha:ac't.e:izeó fo:.:: mu

:a.'9")ts. __ I~. order. :o :ationalize the. effeet of .":.hes.e mueations, ~e c.a.~:ried o"..lt a 

compa.rative sequence a.nalysis of seve:ral alp~a-a:nylases a.nd Cyclodex'C.:rin 

Glycosiltra..-¡s~e::-a.ses, and perfo:-::ied elect::-cs':a<cic Cl:.lcula~l:o;i.s .... ~~.ilizi::'lg the 

availa.ble crystallographic struct\lres. The sequence a.""ld struct\lre.::-'.based. a...""laly-

ses s7:'1ow 't.ha.: all of the four ~esidues mentioned ab~ve ~;~· ¡~·:~Ó·~:.::~·~.~~:~~~ ,i~:-

in -che cher.iical reac-ct~°::rl.}".f ,.<>;lphz.-amylases 

essential fer eatalys.:.s ._ We . p:ropose 't.ha-c 

e ven 

the 

. .. . •• '~._r '. •· •· ~. • ' ., 

thoug1"1 its -;f\.:::i~e·i'on is' not 

residues .. ;;·~~2:'~.~~~;::~;g; o4. a.nd 

:His296, a:re en;;taged ,in:.helpi~g ~o develop a.""l elec:tros:.atic .·~~.~i=or.:nen~ co:m:;>1e-... . .... . , . ,_~: 

menta.~ :.o the 't.ranSi't.ion sta-ce, a..""'ld should account fer i~e PH .. P=:cfiles .ob

served in alpha-a..."n'Jlases. 

~eywords: alpha-a--nylases, Polyne=ase Chain Re~ction (?CR), ~=a.,sglycosylation, 

evolution, ~Ka, elect=ostatics. 



.... '-: ·.~. .. 

(EC 3. 2.'. l) are endodepol:ymerases which eatalyze the 
- . ' 

:~~¡~::~~~~i~~\~!;t¡~~~:~:~~~.c~.~~-~~-~-~·lrcosidic bonas. The reaction mechanisrn of these en-
- '. --·- .. ·zymes has··been generally a:eei;:.ted to !:>e similar to that of hen egg white lyso-

zyn>e (here referrec as lysozyme), in whieh two earbo>eylate groups perform a 

g..neral aeid-base eatalysis o~ the glycosiciic bond .• For sorne lysozyrnes, as for 

·.c·5~-;¡ 'alpha-amylases, it has been observe<:! that the reaetion produets retain 

·-che initia1 a.nomeric cor:.figuration. Hence, an SNl reaction rnechanism is in

··voléecf:-In the initial step of the reaetion, it is presume<:! that the earboxyl

&te groups ge~erate a...~d stabilize a carbocatio~ species. The reaction proceeds 

when a hydroxyl nucleophile a~tacks ~his reac=io~ intennediate which is locat

ed in tr.e glyeone binding site. If the hyciroxyl group comes frorn a water rnole

eule, a hydrolysis =eaction proceeds, but if i~ comes from an oligosaccha=ide, 

the outeorne is tra.,sglyeosylation !1.2) (see Fi~re lA). 

It has been proposed by Mazur et al !3) that an alternative reaetion meehanisrn 

eould take place in alpha-a:r.y:ases Chereafter referred to as a proton ehannel 

rneehanism). Speeifieally, they analyzed the struetures of the poreine panere

atic and :ungal ~'T.Ylases. In this scñ~~e, a p:oton cha..~~el is proposed to be 

involved in t!':.e prc:·tona-:ion of the cyclic oxygen atom in tbe sugar ring Cin

stead of only ene ca=boxy~ate acting as a gene:~1 acid). That cha..-.'l..~el initi

ates At His2S6 Ct~roughout this pape: all residue numbering is re:ferred to 

ta.ka-amylase unless speei:ied) a.,d follows to Tyr82, Aspll7, Arg204 and Asp206 

(see Figure. 13). However, more expe:imental. evidence support$ the lysozyme 

meehanism tha., the proton char.nel proposal ¡,,5). 

Additionally, in the lysoz)'llle seheme, the proton channel residues have so far 

!lO'C been irnplicated in the reaction mechanism. Mutations in the h.omologous 

possition of Tyr82 in the alpr.a-a."IlYlase from Saceharcmyco~sjs ~~jvu~jgera !6J, 

:"lave been reported wbieh altere<:! the hyc:!rolysis/transglyeosylation ratio of 

~he enzyme. The authors scggested an explanation, based on the lysozyme reac

-cion mecha..~isrn, t~a: p::-cposes a geome:ry pe::urbaticn· :on b:.nCi:-Jg of the oli-

l 
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·gosaec:haric:1e. Sucl: a..~ event shou:d óimi.nish oeei.:.pa.ncy of a water rnolec\lle 

. -,.: __ ~f-_c.~- is_. proposed to be the nucleophile .. we cecided t:.e> study the. role ·of. this 7-c'""''-':",~ 

residue (Tyr82) the context of the alpha-amylase f=om Bi!icjl.lus 

scearochezm~philus (A:SST). Partic:~larly, we wa.nted to test the effec:t on the 

hydrolysis/transglycosylation ratio in a home>loge>us amylase and the electro

static role of this positio~ (i.e. the proton cha.-mel) as well. In order to 

ratior.alize the ef:ec:t of the m~tations, we perfo::-med electrostatic: cal~~la

tions o~_porcine pa.ncreatic a."11Ylase and taka-a.mylase. Additio~ally, ali~ning 

Sl a.lp~a.-aJny!ases a::iC 26 Cycl.ode.xt:.=i!'l Glycosiltrc.nsfe=ases (CG'rases), we look 

for the conservati~n of t~ese residues in CGTases. that have been proposed to 

operate wit!'l the se..'"?'1e cata2tytic :nachine:ry th~'""! alpha-arnyle..ses. 

METHOOS 

Sequence and Stru:ture-Based ;.nalysis. 

A strueture-based aligr.iment was o~tained from the FSS?•HSS? database [7) using 

Protein DataJ:.ase ent~ies ~amg, lamy, 2~aa, lsmd, lppi, 1bpl, 1cóg, lciu, and 

lcyg. The s:::-uc:u=al align..~e~: was kinCly provided l:y o=. Lissa Holm. This was 

used to ali~n ~he ~o~ologous se:;ue:"'lces p=oviCed by the HSS? databa.se to all 

~ine st::'1.lctu:es. This align..~e::.t i:"'lcluCeó 51 alpha-amy1ase sequenc:es, including 

~hose wi'C.h k..~o~~ s~~~=~~=es !:o~ ?se~Comonas Cla...~g), whea: (la..--ny), ~spergi11us 

(2aaa), hu:r.&.."l s,,.li'l.·ary (lsm:5), porcine pancreatic (lppi) a.-.d Bacillar (lbpl). 

:i:e was also i::'lcluded the CGTase sec;uences with known structures from :s.· 
::irci.:lar.:s C1ecig), 3. rhe.r:nCG.."'laero.baceerium (lciu) e.nd B. seea:orher:no_ph~2us 

(lcygj. T!le alig:i...~e::.t was :na..""l\lally edited a.:ound the tyrosine of in"C.erest 

(TyrS2 in ta.ka-all..rlase), in ag~ee..~ent with S'C.ructural si.mila::-ities observed in 

-:he St:"'Uctura.1 ali;n..'"T.e:1t (see Figure 2). Str..J.ctures were visualized using the 

:i:nsi~htlI versio::'l 2.3 pro~ra.~ suite from Biosym Molecular Simulations. 

Cloning and S!te oi=ected Mutage~esis of alpha-a.."?JYlase. 
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~·' -•. , .... _ ... ;...:;. ~ .:. •• '="h..,.... -- • ..,, •• -

~:-·-.-~-- ~~~~:::_:_:::-:::~~-::~~~:~.;_,_~j_:;~·:;~·::~~~-~-;_;.~_,,._,--:·~:-::=:~. ~~~~~?:::~~-~:;~~~~-.F.~.:~:.::~--::..-;~_.; __ 

- .c.~.- 'l'he· a1pha-amylase·· gene of B&cilJ.us stearothennophiJ.us ATCC 12980 (ABST) was 

• ..:---,-..ó..iso1ated ... l:>y.~ •. PClL .· amp1ification from : __ genomic_ ·:: ~-- __ .with the,_ fo1lowing 
:~~~~::.w-ciri~g~~¡;r~~tidii:;:~-o.~-i~ f.~--=~=;~:~:_-f-~ . .-:::..:.:..·_7':: :-.. · ~-:-~-= .... -=.;'r-~~~~~~~·-:~· :~2:r:;;..~~~ :~~~-~~---:_~~~---· -~-:--::··~#..:-:::-_;:::-=-=±=~ -_~:_~~-~1- ~ :~~--~; 

l. s·:cGG-GCG-AGA-TCT-AGA-AGG-AGT-TAh-ATA-TTA-TGC-TAA-CGT-TTC-ACC-GC-3' 

2; s·-ccc-CGG-AAG-CTT-GGA-TGG-GCG-CCT-TGT-G-3' 

The strain was obtained fro.~ the American "IYPe CuJ.ture Co11eetion (ATCC) di

reetly. The oligonueleotide sequenees were based on the upstream (oJ.igonucJ.eo

tide ll and downstrea.~ (oligo~ueJ.eotide 2) regions of the A:SST sequenee previ

ously reported (6). The PCR produet ol:>ta.ined was cloned into the .,iasmid 

pGBSlS- l 9) and se:;ue~ced. T;:,e <U!lylase gene was expressed into Eseherichia 

coli ~l_Q_1. A satu.ratio:'l NNS mutagenesis. sche..~e. was carried out: en the TAT 

codon, corresponding to the Tyr63 amino acid resi~u.e with tbe following oligo

nucJ.eotide: 

3. s·-ccT-TTT-T'l'G-ATT-GAA-CTC-ACC-GAG-GTC-SNN-CAA-GTC-GTA-T-3' 

where 5= ~uanine ar~c Cytosine, N= All !our nucleotides. The ?CR =eacticn was 

eondueted as previousJ.y deseribed (J.O). 

Protein ?urifica~io~ and Kine~ic Characteriza:ion. 

The wild-type and mutant enzy>r.es were purified folJ.owing a protoeol previously 

deseribed lll). AJ.l p:oteins were purified to more than 90 ~ homogeneity as 

determined by SDS-?AGE. 

:::nzyme ACtivities were determined with solubJ.e stareh (Sigma AJ.drich,. USA) ae:.. 

cording to the 3, 5-óinitrosalicylic a.cid methOd [12] .· ·Activi~ies were· a1ways' 

measu=ed At O, 3, 6, S a.ne 12 min and initia1 veloci~ies calculated in d~~li-

3 



eete. The reactio~~ were :onducted at 70°C .. Fer l<m calculations, ~t least 8 

;~~;t~~.;-~~~~f~-~:._f~~,~e~~ra~_~o~~. ~e:~_. :u~~-!~~:~:~.~~~.!.~~i :~·~'" ~:-:_,5..\~~~f::::~~~~-;~~~_;.~~~~:e·"-~g,-~~i~-°"~~ :-;o~~-;-~~--
'..""·-,_- b1e· .. sea.rch> - F"or the wild-type· ~~a mut-ant enzymes,· thf!"initia1 velocities we:-e 

deter-nined at pH ! in a 50 m.~ Imidazol buffer solution. ~n every case, 1 mM 

C&Cl2 was added to ~he reaction solution. The Cata were fitted to the Michae

lis-Meneen equaeion by means of ehe Kaleidagrap~ program CAl:>elbeck Sofeware) 

in a l'Ac:intos!l comp\.:te:-. Fer kca't. de:erm.ination, ¡:rote in concentration was 

deee=ined using ehe :s=acifcrd meehod C:SioRad Cia. l, and inieial velocieies 

were deterrr.ir:.e:J a"":. Ci:fe:e:"!t pH ·.ral\les (see below) a: sa::.urat:.i:-~g sul::·strate 

conceneraeion (10 rng/mll. 

pH profiles were deeer.nir.ed ae pH 5.0, 5.4, 5.8. 6.2, 6.6 7.0, 7.4, 7.8 and 

S.2, in 50 rnM Mes 50niM Mops buffer. A saturatin~ substrate conce~tration was 

also. -.:.l!'~. :for this analys_is (10 mg/;nJ,J .. Th.e p:;-o:files were adjuseed eo the 

kinetie rnodel previo~sly Cescribed !o:r po=cine pancreatic a...-nylase [13J, us~ng 

the Xaleidagr~ph progr~""':l (F-be1beck So!tware) i~ a Mac:.~~osh cornputer. >:In ~~=h 

this b"u!:!er sys-r.e-""':l \.\.•as Ce-::e:-::'lined as xr.e:"ltio~eQ above, at pH values o: 5. O, 

6.2, 7.2 and 8 . .2. 

Tl""~e::na.l sta..bilities fo= t:-.ie wild-=ype and the Tyr63Al.a a..--:d Tyr63Phe muta..'"'lts 

were assesed as fcl lows: O :2 !l"1l of a...-"l. e:i:yme scl\:t:.!o!'l wi th O. o.~: un_i~~s., ,o: .ac-::

-r.ivity (mg of g1-ucose prod'l.lced per rr .. !:lute pe= :r.l), were placed.: in a. 0.5 .. :!ll_ 

Eppendorf!" tube a: . .:! hea:ed ir~ a ?CR oven (?erk.in Elme:r) at SOºC. for 5 ·min. _ 

Aliquoes of 0.0.25 ::il ""ere eaken every minuee a..-,d placed o:i iee for· l. hour. 

After this i!'lcu~a:icn t.ime1 initial velocities were de:er:n.ined . in SO IrlM 

:Imidazol buffer, wieh l mM CaCl2, a.e pH 6 for ehe ""ild-eype, or pH 7 for ehe 

muta..nts. Substrate concentration was 10 mg/mL. 

Maltoheptaose HyCrolysis ?roOucts. 



The course of hydrolysis of maltoheptaose (Sigma, USA) was analyzed on HPLC in 

~-,-.c:;;,'a.:.~c;i:>dapack ClB car:bohydrate column. The reactions were conducted with-0.04 
·- -=-~-~---=--~~ii~·-=-c;~-;-::~ .. ~~i~~~~:-:a~:;_~H"- 6 -:--~d- 7: The" "re-act-icr..S- ti.:nes-~ analyzea- were" -O;. 1-~-=- 3¿:~_ s~-: ·=~--;; _ _:_;:~; 

10, 15, 60, 180 min. 

Electrostatic Calculations. 

The electrostatic calculations were conducted on the porcine pancreatic amy

lase (lppi PDB entry) and taka-a.-nylase {6taa PDB entry) structures using the 

m-::eo progra.~ developed by McCammon a.~d col. [14-16) version S.l. The calcula

~ions were per!o:nne~ on a Power series Silicon Graphics workstation, and were 

ccnduc'C.ed with t!i.e following conditions: pro-c.ein dielectric constant of 21 

solven'C. dielectric ccnstant of SO, ionic streng:h of 150 m.~ a.~d ion excl~sicn 

radius. {.§_tern layer) of 20 nm. J:n orcer to ,set .the protonation state of the 

Histidines in ':he :nolecule, :he envi::-or.Jne:'l'C of each nierogen a-eom was ana

lyzed: a NE2 atcm was :onsidered to have a hydrogen if its nearest surround

ings were constituted by deprotonated che.~ical groups. J:n the case of His296, 

:he -cwo pcssib:e neu'C.ral forrr~s (~"E2 o:- HNPl.) we::-e used for comparison. The 

appa.rent. pka values were det.ermined using 't.he a.lgorithm described previously 

[17) using the output of the v"'l-:BD progra:n. 

The complex of taka-amylase and maltodecaose was modelled based on the porcine 

pa...'"'lereatie amyla.se complexed with i'C.s inhibi-:or. After the three carboxylie 

acids esse:"ltia.l fe:- ce.'C.alysis fer ea.ch a:nyla.se we::-e superimposed, the 5-ring 

molecule of the inhibitor was superimposed to a crystallographic structure 

detennined for ~altodecaose (kindly provided by Dr. P.c.E. Moody). This com

plex is a model o: taka-amylase with its natural s~bstrate. The complex was 

then minimized without water moleeules using the C\IFF forcefield and the Dis

cover program from 3iosyni Molecular Symulatio:"ls. 
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To escimate Che eleecrostacie interaetions t>ecween eaeh pair of polar residues 

in ·every moleeule scudied, we ·used the 'IJHBD pro¡;;-ram Cl4-l6J, with· the pa.ram- ·: · 

""--..._:---------- - t!tt!%-s deSc:rit>ed--ab6\re·;--p.-or -i"riSta.ñCe, -ta.ka-ainylase has 125 polar resiaue.s ~- and 

then every polar residue has 124 eleecrosca.cie inceraetions whieh ea..~ be eval

uated. The ionic s:ate of a polar resiCue is a fu~ction of these electrostic 

interaecions. The 124 values e&lel.:laced are then sorce: in inereasing order, 

and the:l the rncst ~nfluencing residues af:!ec:~ing :~e ionic s-=.a't.e of a residue-· 

can be determi!"led. The resul-:.s on -:.he in:!luence on t!":le ionic sta.te of the 

:h:.-ee essential catalytic resiC.ues, in t?"le alpha-a"'tlylases stuCieC, a.:=e r--re

senteO in Table 4 . 

.R.E:SULTS. 

In orde:.- to est~lish the degree o~ conse~~tion a...~a possible ro1es of Tyr82 

and o~her residues a..~ong t::ie alpha-a.¡:ylases, we performeC multiple aligr..ments 

a.nd locateC co:'lserved residues in the ta.ka-amylase str..Jctu::-e. The orisinal 

ali¡;;-n.~enc was ki~cly prov~ded by D~. Lissa Holm, a..~d ineluced alpha-arnylases 

a.nd CGTases Csee Y-ethoCs). se:;uences fer which a structu::-e was availale Cin

eluding boc:h alp:.a-a."!!Ylases a..~d CGTa.ses) were se:leeced and :rr.a.nua.lly edited 

(see Methods arid Figure 2). 11 invaria...~t residues were found in the a:lign.~enc 

Chereafter i~dicateQ in u;percase), which are i:'lcluded i:'l the four k.~own con

serve~ re~icns i~ a...~la~es IlSJ. ~dCitic!"lally, 12 other positions. hold conser

vative cha.,ges Che:eafter ind!.cated in lowe:case; see Table 1). All of the 11 

invarie-~t =esidues are i:'l Che inrnediate veci:'lity o~ the active site in taka

amylase Csee Figi,.:rs 3), a.~~ fer most o~ th~~ a catalytic role has been previ

oi.:.sly proposed Csee Ta..=le l). :or insta...'"'lce, H2S6, =>117, R.204 and YB2. l:ielong to 

-:.r..e proposeC protcn :h.a--.... ~el f!J. ::n sho:t, 5 out cf 23 invariant and se...-ni-

conserved resiCues Cete:-:ed in our alig!"l?Tle::t are !.:l o= around the seconda:y 
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:.:·: s.·t:n.e·tures- "thAt. eonneet. the Tyr82 con-taining·: loop; whieh is the longest · 100¡;> 

Site-Direeted Mutagenesis of Tyr82. 

· .. ='··'rhe · 1'6mologous· positio"1 of Tir82 in the AJaST gene was subj ected to saturation 

mutagenesis. Four variants were chosen for analysis and ineluded: a removal of 

the bydroxyl group (Tyr82?hel, a change in cha:rge (Tyr82Arg). and two small 

side chain substitu~ions CTyrE2Ala. Tyr82Ser) (see Table 2) 

~inetie Characterization. 

The Miehaelis constants cf the wild-type and mutant proteins dete:rroined with 

solu~l~ ~~arch as a substrate and ~t pH 7 are sh~.m in Table 2. We found that. 

re1ative to the wi:d type enzyme, ~~ was unaffected in the muta.nts. However 

le.ca::. is hig!"ler i:'l a.11 :our rm.ltant enzymes at pH 7, with smal1er differenees at 

pH 6. 

To study the effect cf pH on the activity, we chose t~o mutants ,Tyr63Ala a.nd 

Tyr63Phe, which e!iminate the hicrcxyl group or the phenol group fro:n the 

original Tyrosine, respective~y (see Figure 4). ln the pH range studied nene 

of the enzy:nes show ;:·H insta:bility, ncr the l<:n va1ues ""'·ere affeeted (data not 

shown, see Methods). Two cifferent pH profiles ca.~ be observed. a bell ~haped 

form for the wild -::;.-pe enz7)"%tle a-..,,d 't.he Tyr82?he mutation, and ene b:rcadened 

fono fer the Ty:r82~1a m~tatior.. Our results fi't. wel1 with a kinetie model with 

three ionization s~ates of the enzy:ne <see figure 4), as has been reporteó fer 

't.he porei:le pancreatic amylase {13J, but not: with a two ionization states 

model for a.~y of t~e mutants or wild-type e.~zy-me ar¿alyzed. Henee, three pKa 

values were estimated (see Methods) from our data and are presented in Table 

3. As can be observed, :he Tyr82Ala mutation altered the pKal a.~d pKa3 values 
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rel.ative to the wi1d type e::.zyme, while the Other mut:.ation diQ J'.l_Ot. modify &ny 

The hydrolysis of rr.alt:or.ept:aose l:>y t:he wild t:ype a.."'ld all of the :mut:ant enzynies 

show t:hat neither trans;'lycosylation products were generated during_ the pro-

cessing of t:.he ~al~oheptaose, nor significant Ci~:erences were observed in the 

type of maltooligosaccr.~rides ge~erated dcring the reaction (data not shown). 

This last observation is consiste~t with the unaltereC ~ value obse:rveQ for 

the mutants analyzed. 

Tyr82Phe a.."'ld Tyr82Ala were investiwated for the=-al st6.l:>ility. They were cho

sen ~ece.use we wa..~ted -:o éete:-%ti~e the effect of elimina.ting the hydroxyl 

group fro:rn the tyrcsine resid·.Je, a.ne the effece on the reduct:.io:i of the siQe 

cha.in s~:e.. A:s ca--i be seen in .. Fi~~e .s, ren:oval of the hydroxyl group 

(Tyr82?he i:r:utant) stabilizes the :;>rotein slightly, while elirninatio!'l of the 

aroma tic side chai::'l and t:t.._e _hydrc:xyl_ group ('I".rr82;:.la mi.:tant:) does not: cause a 

signi:ica.nt altera~ion in the hal! lives o~ the e~zymes a~ S0°c. 

~lectrost&tic Calc~lations. 

::sased in our resul ts, , we,, _d~.~i.ded :o c::ond.uc: elec~rostatic calculations ·"'"'hich 

coul.C hel~ :aticna1ize the ~ffec~s observeC by the mutations. Addi-:ionally, we 

looked fer a poss:.ble exp1a..'"'1aticn for -:he conse::vation o.f Tyr82·, Aspll 7. 

Arg204 a...-id His2S7. we,useC. the st:.ructu:-es o! porcine pancreatic a.nd ta.ka amy

lases for o~r stuCy. These calculations were conducted with both enzy:nes stuC

ied, a.ne w!.th the comple.x in C·ne of the:r, <see Methods). 

The conse:rvation o: TyrS2 sugges~s that it may have a ccmmo:"l !unction through

out ~he alpha-an:y:ases a-~d CGTa.ses. Accordi:"lg to o·.,¡r resul ts such function 

shoul.d concern "th~:· Ca.ta1ytic ¡::=ocess (k.cat .is.nd pH profile al-ceration), b·..:-: not 

~inding (K.-n a..'P'ld,. :::;.-a~ol:rsis p=oCucts una!fected) . Since ~he experime::-:a.1 data 
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indicate that the pH profi1e of one of the.mutants is altered, we mainly fo-

¿~0~~~!~;;.;:~~:~~~~~~:: t:ti:,;~:~~~:::r~~~:~~i'}jf¡zd7;r~'1t¡,~~:2~~in~:ce_~~11i;~.;:~:~:;:~ 
(Asp206, G1u230 and Asp297). 

'l'he two possib1e neutral :o:rms of His296 in taka-am:,•1ase were considered for 

th~ ealcula~ions. Since no significant differences in the pKa values estimated 

were founded (data not shown), we decided to co~sider here one neutra1 for.m, 

:he one with the N!:>l atom protonated. 

I:n order to esta.blish a erite:rion to help us validate our caleulatio!"ls, we 

investigated the protonation states of residues El09, K22l a..~d D39l for taka

amy1ase. The side chains cf these residues are comp1etely exposed to the so1-

vent. _on_t)?e _otf'ler. h~d, r_es;idues .. E'.2.9.~. ~d _R_3 O~,_ are ioniza.ble groups facing 

ea.ch other a.nd buried in the interior of the protein. For bo~h groups of resi

dues, the p=otonation states calculated are in agreerne~t with the values ex

pected: The ca1cu1ated pKa values for the solvent ex;:iosed resicues were ~~ite 

similar to the value dete:-:nined in solution fer these residues. Fer the buried 

residue~, a pXa sh!f: is observeC of the sa:ne ~~gnitud as has bee~ previuosly 

found for buried residues (data not shown) {19). 

From these calculations, show:'l in Table 4, the s~rength of the electrostatic 

interaction was estimated between the three c:a.rboxy-lie acids and residues in 

the active site ereviee. The polar residues whic~ mostly affeet the ionization 

states of the three cata1ytic carboxylic residues co:r..sidered are, Arg204 > 

His296 > Tyr82. For the complex of taka-a.."'tlYlase with its natura1 substrate, 

~he o~der is Arg204 > Tyr82 > His296. 

DISCUSSION. 



OUr sequence a.."'l4lysis shows tha't 'the residues of t:.l':e proposed pro'ton chanel 

__ _a.;:!__c~nserved l:>oth i.n alpha-:a=ylases a.nd CGTases, an~ tha't they are s'::>:"!~C'.I·~-~ 

~ semi.-conserved residues, which highligt:.h their relevance. Mutat:.ions in 'the 

~cmologous posi'tion to T)'r82 in the alpha-a:wlase from B. seearohermophilus, 

reduce the 'bio::.ogical expression of the mutants Cdat:.a not shown), and al'ter 

their half li'\.·es a-:: 90°c Csee Figure 5). Add:itionally, t:he mutants in that 

posit:.i.on alter kcat and the pH profile Csee Ta'ble 2 a.'ld 3, and Figure 4). A 

nega"":ive .. influence in stabilÍ-:.y by :residues nee.:r the catalyeic site, such as 

Tyr82, he.s been i're·.riously obse:ved fo:r o~her enz:.J'IT1es [2:0). In't.e:restingl~1 , :nu

ta..'lt TYr82Phe showed 'both higher aetivitY and longer half life at 90"C in 

ABST, a behaviou:- p::-edic"C.ed fer cataly-c.ic mut:.a..~ts, but not previou_sly observed 

[20). 

The pH ac'tivity shows tha't 'ti':.:ree ionizabJ.e groups could aecount fer _t:.he pH 

;:>rcfiles obse~"ed. Acco:-C.ing with the va.lues es't.imated a.nd p~evious reports 

fer the poreine pane:reatie aJ.pha-aroylase !13), 'two ea:r'boxylates and one Histi

dine couJ.d 'be the amino aeids respons:i'ble fer the pH profiles observed. Asp206 

and G~u230 residues sho·olld be "Che ca.rboxylates, and -:he Hist:.idi~e is His296, 

wit:.h pKa2=5.1, pKaJ.=6.6 ar.d pKa3=7.9, :respeetively, fer 'the wild~type enzynie. 

Acco~ding with ou= c&lculaticns (see Table "), the ioniza-::io::> sta'te. o:. _GJ.'U23 O . . ~ . 

and Asp206 is rnainly af!eeted by J.rg20-' a..~d H:is296, .,_.,d the ioniza'tion state 

of 'these last :residues is :nair.ly affee-::ed 'by T)'r82 (data not sho-..-n) .. This J.ast 

residue !or:ns a hydrogen bond with His296, 'that in 'I"~r82A1a mutation wouJ.d· be 

los't, thus inc:easing, the __ · pKÁ ·value of H:is296 (see TabJ.e 3) •. On the other 

:hand, Tyr82 does nct fcrm' a h~•C:rogen !:>ond wi'th neither ~.sp206 nor Gl'U230, so 

:::::::::::· .~~;;~~~*1~~!t¡t:::7"=:~::· :.· .. :~":." ;·~::::t::· ;·:: 
· ::;;~4~f~·;á;1~*4~ii·~~fjá~i.f~L -:·?(~ ,. 

Oi:r fi::>C:i.ng -tha.¿,., changesº•-'..i.n .Ty:r82 in ABST af!ee-:: neither Km nor hydroJ.y-

sis/-cra.ng:LycOsYi'~~i·O~ :.~~:¿·i~, .is not in ag:-ee-"tlent:. ·~·itl"l the: =esults observed fer 

lC 



,-J1112tations in the homologous position in the alpha-amylase from 

~:7~.,~~==~~:::::~g~:::-t::::_;~=!-~h;:;~i~:t:~!ff!--1t~:~~sú'1-s:::t:~~~::::-~ªi=::--~-- -.~,·~ 
residue and the other ones involved in the p:oposed proton channe~, &re in

v~iant and imp~rtant, but not essential, fer the ch~ical reaetion perfonned 

cy~alpha-amylases C3J. So, what is the func:tion of these residués and then, 

whY are they conserved in the alpha-amylases? The simplest explanation would 

:t>e-- tha.t due to the ionic: nature of · these resid~es, they would have an 

electrostic role i::i. catalysis, that in the context of the lysozyn"le mechanis~, 

~his would be to assist in developin~ a comple..~entary charge to the ~ransition 

sta.te. Consiste::it wi~h th.is idea a:e the e:!fec:ts on kc:a-=. a.nd pH profile ob

serve>:! in :n\ltatior.s :reported, i::i. the proposed proton cha.n....,,el here, a.nd in 

previous works Cll,lBJ. Mutations in these positions on CGTases have not been 

report~d~_but i; would be expected_to p~es~nt a _sirnila= behaviour observed for 

~ta.tions reported for alpha-Ney"lases, Da.sed en the SeQ'\,lence conservat~cn of 

these residues. 

In c:onc:lusion, we observed that Tyr82 influence the ionization state of Glu230 

and His296. We propose that the inva=iant residues ':'yr82, ~rg204 a..~d His296, 

are engaged in ::tel;>ing to develop a c:o:npleme:ltary c:harge to the transition 

state. We also obs~::-ved that in agree..-nent with a relationship previously ob

ser-.•ed for catalytic relevant residues (20), rnutatio~s in Tyr82 alter the sta

~ility of the er.zyrne Chalf life a: 90ºC). 
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Figure Le;;e:-Jds 

Figure l.- The reaction mec~a.nisrn proposed for a.rnylases based on lysozyme (A) 

a.nd ~~e initia1 steps in ~he a1ternative proton cha-~~el mechanism (E). zn A, 

residue n\L~ers co=respond to the lysozyme enzy:ne, wñi1e in ~ to taka-a...~lase. 

Figure 2.- :;:._~ alignment of representative sequences, showing the conse::-ved Ty

rosine. Dots are ~sed to separa~e each stretc~ of sequences. 

Figure 3. - A rib!)on representa.ti en o! taka.-a:nylase structure showing 'the 11 

ir.vari~~ Cside chains presenteC) a..,d 16 s&~i-conserved Cidentified as white 

balls) :residues. 



---Figúre··- ,-. - 'l'he· pH profiles for the •d.ld-type (A), Tyr63Phe (B) and Tyr63Ala 

·-· (CJ _mi¡tÁnts are presented -plotting the aetivity Cmg/Jrll. of glueose by r_n_iriute.>. 

:_¿ -,--·:.,;;:_º~¡-;¡::'~i:_-:-¡ij3::::.:~~~ :~oi.ñt--,-i;:, thesé.:c grai;;h"•- 1,s-tJ.,-. iiiean _: of'-.st'-'1:east¿th'i'-i-¡-:' • 

independent experiments. The standard deviation for al1 the points is 1ess 

thAn St. 

Figure s.- Effeet of preineubation at 90ºC of wild-type enzYJT1e (fil1ed 

squares), Tyr63A1a (empty squa.res) ano! Tyr63Phe (empty eireles). Every point 

in this graph is the me¿n of at least three independent experiments. The stan

da.rd deviation for al1 the points is less tha...~ s•. 
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G56 

P64 

G95 

f13 

w61 

R.204 

1:>206 

g202 

k209 

h210 

w242 

H296 

:::::>297 

f292 

D117 

E230 

N295 

h122 

d175 

g323 

Connector 

Connectcr 

B2 

Connector 

B1 

E2 

E-' 

B4 

E4 

connectcr 

connector 

E5 

Connectcr 

Conneccor 

:S7 

B7 

ES 

Con.."'leci::or 

Conneci::or 

Conneccor 

connect:.or 

:S2-H2 

H1-E2 

:S2-H2 

E4-E4 

:S4-E4 

E7-E7 

E7-E7 

B7-H7 

E3-E3 

E3-E3 

E7-:S8 

J:1e,Leu 

G1n, :rie 

A1a 

Arg,Thr 

G1y 

Tyr 

Leu 

Ser 

~-sn,A.la 

Pro 

Cata1ys:is• 

Structura1 • 

Structural.• 

unk."'lown 

Unknown 

Unknown 

Cata1ys:is• 

Catal.ysi.s• 

Unk.."'lown 

Unknown 

Structura1 • 

Ur..k."'lown 

Céita1Ysis* 

Caca1ysis• 

Unknown 

unknown 

Cata1ys:is• 

Structura1• 

siructurai• 

Str:uccura1 • 



Table 1 .. - Th• 23 ¡;_oni..erved r"ea!.duea (i.nVa.ria.nt in uppercase - a.nd semi-conaerved 

~~:-~:~~~i~-~~~~~~~>;_;.·~~~t~~.~~~~~.·- ~~·~·h··:~?'.·~~-r- ~~º~~-~-~~-f~~~-~~-!:-~~4:~~:~~~.-~--~~.~ ~,~~~~ . ~.~ _ th• 

TZM-l:lt&rr•1 ~c1d. Tho•• ~it~ previoua fUl'lcticn ltncr..r.n [18) are marked with a..n • .. 

Th• reaid~•• are grouped acccrd±ng with our suggested atru~tura1 re1aticnship 

(••• R••u1t• and Diseus•io~}, ~neluding the Y82 group (6 residues), R204-D206 

group (6 residu••), H29E-D297 group (3 reaidues) and the rest cf the residue• 

form the fourth group (6 r9aiduea). Ha denote alpha-he1ie•• and B• beta-

atra.nds .. Catalytic a.nd atr-Jctural loop• are referred to a• Conneetora. Vari-

aticna observed in ~h• alignment fer th• ••mi-ccn••rv•d residu•• are 

indieated. 

-- __ ·_::.-~~:..:..-_: 



Km Cmg/m1J kcat e 1/min > kcat !1/minJ 

pH 6 pH 7 

Wi1d-Type 1.01 ± 0.1 3012 ± 2t 2785 ± 3% 

Y63A 1.17 ± 0.2 4624 ± 5% 4874 ± 4% 

Y63S 1.50 ± 0.4 4S40 ± 7t 4953 ± 6% 

Y63F C-.95 ± 0.15 4136 ± 3% 4279 ± 2% 

Y63R 1.30 ± 0.2 3989 :!: 4% 

Ta.b1• 2.- Xinetic para.meter• are presenteC for ~i~d-type and ~our m~tant•. 

kcat va1u•• are rep~=ted at pH 6 and 7. The standard Ceviations are sh~..nl for 

) !<rn (in mg/m1) and kcat Cin percentege) ~are.:neters. 

------- ----- --- ... --~-



• ··-------~-- ··- _ ......... _ ............ __ · ... ;.; .• ' .-, .... •;·-a.·-¿o-• ..................... --·-··· --· ···-. - .................. ," •• ~---~~-,- •. ,,_ •. , ......... ~ ..... _ .. 

pKa1 6.6 :t: 0.4 6.8 :t: 0.2 5.7 :t: 0.04 

pKa2 5.1 :t: 0.1 5.1 :t: 0.07 5.1 :t: 0.1 

pKa3 7.9 :t: 0.7 e.o :t: o.4 9.0 :t: 0.1 

T&b1• 3.- pK& va1~• ••timation. Th• thr•• pKa value• ••timated (••• Method•) 
~cr th• wi1d-type, T::(r63Ph• and Tyr63A1a muataticn• are pr•••nted. 



G1u109 

Lys221 

Asp391 

G1u294 

Arg300 

pKa_.app 

4 

10 

4 

0.4 

14 

· · p:Ka '~oc:Í~J:: "·--· 

4.40 

10.40 

4.00 

4.40 

12 

Ta.):)1e 4.- Th• pKa (relative acidity) ca!culated are sho~~ ~or xesid~•• ••

lected· to.test th• caleulations. pKa_app i• th• pH valu• at which th• re•idu• 

is haif-ionized a~d pX& model refer to th• expected pKa value of an amino acid 

reaidue ir. aol~tion. 



A 
. - -~ ,_' - ...... ·.:::..: _..,,, - ~ • .. ;. _::. ::..._: __ :;.::--¡-..;. :----- """" -- ---. --- -

Glu 35 



L 
L 

' .• 

--·-_.:. - -· -¡ B 

Asp297 

ºÁº 
__/(;; ;_,_ Asp230 

~; H NH2 
Asp206 1 HN~N-Arg204 

------- H___) 
Proton transfer chain 

(H is296,Asp 11 7, Tyr82) 

Asp206 



Swiss Prot PDD 

411lys_human lsmd ldpkGfggvqvspPnenvpww. rY riyvDavinll gvagfRiDaskh kpfiyqE alvfvdNHD 

411lyp_pig lppi lgpkGfggvqvspPnenvpww. rY riyvlldvinH gvagfRlDaskh rpfifqE alvfvdNHD 

amy2_horw lamy iaaaGithvwlp.PasqsvaeqgY kaiaDivinll gfdgwRfDfakg psfavaE avtfvdNllD 

411lt4_psest lamg iaadGfsaiwmpvPwrdfgge .gY kvlyDvvpnH gaggfRfDfvrg nsfcvgE avtfvdNllD 

amy_bacli lbpl laehGitavwip. PaykgtadvgY nvygDvvinH .LdgfR!Davkh emftvaE avtfvdNllD 

amya_aspor 2taa iqgnCft<liwit. PvtaqlayhgY y
0

lmvDvvanll sidglRiDtvkh gvycigE lgtfveNJID 

cdgu_becc i lcdg ltgnGvtaiwisqPveni .ayhgY kviiDfapnH gidgiRmllavkh pvftfgE qvtfidNHD 

cdgt_becci lciu fsd!GvtalwisqPveni .ayhgY kiviDfapnll gvdgiRvlldvkh pvftfgE qvtfidNllD 

cdgt_becst lcyg !tdiálvtaiwisqPvenvs.yhgY kviiDfapnll gidgiRmllavkh pvftfgE qvtfidNllD 

G w p y D nll g R D kh E f NllD 

56 61 64 82 117 121 202 204 209 230 292 

122 206 210 295 

296 

297 
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1 min A 
·i.o 

0.8 

0.6 G7 

º·' 
0.2 

o.o 
o io 20 

5 mln 
0.5 

G7 
º·' 

rn - 0.3 -o 
> 0.2 

o.i 

o.o 
o , o 20 

0.615 mln 

0.5 
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o Time (mln) 20 
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Trabajo sometido a publicación 2 

"Dld cyclodextrin glycosyltransf"erases evolved from alpha-arnylases?" 
Gabriel del Río, Enrique Morett and xavler Soberón. 

Sometido a la revista FEBS Letters 

- -~ ~ ------------·-~ 



Did c:yclodext:rin Glycosylt:r....,sferases Evolved from alpba-A:Dylases? 

Gabriel Cel-Rio, E:'":oric;:--~e More'C.'C. and Xavier scbe::on• 

Instituto de 3iotecnolo~ia/tn.:;...M 

~pdo. ?os tal Sl 0-3, CUernavaca, .?-:orelos 62271, Mexico. 

JU>at:ract: 

The hyCroly'C.ie enzy:r.es, .. al~ha.:.."a..~lases; and 'C.he cyclodext:.r:in. 

glycosyltra~s~erases· cCGT~-s~~·,- :ar~·::·key ·~;,zymes in 't:he Ce:pol:;r:nerizat.:ion 

of su.rch. These. t:wo;•~'~:~¡i~;ii;~;·~~-~i&+~:·,aff .. ~'.oludo:1a:Y relat:ed. 1·:-; ;:.ro
po.se 'C.hat 'C.!':.e t::e..~s~e:--a.·sed:acti:vj:"::.Y.~~·is-e:_·likely·· to ·ha ve ·evolved frc:n-:'a:"l '.·an-

cestral hyC:c:!.ase·.··/.~~~i~,~~~~-:f;~;~i~~~~~/~;·~~-ice~'.· s'or.1e sup:p~rt ~o :_:,~-hi~ ·,:.hY- -
:_;_,_:·::-'."·'; 'c:~·;;~·:~:~:;.:::i~~.:r::~Z~%-:r~,,~ '~,<;.:rL:~:::~t'.1 : '.:>:::::.;-,- ~ >'.:. ,·-.. ~~: "·: : , . , ·.:::: ·:_:~,, · .. ~<-~',; : . ;.: · '· 

po-:.hesis. Co~seqo..:en":.1y~·s};;·.,.~e~,t'con'd'l..:c"eed :·an· experi:nen't:al s't:uCy. t:o ;t:.es't:·.-::t:he 

::::::::::-:;;·~1!ti!!lf 4~l!~f ~k~;;:;I~~f~~~l~~~~tr-
t:.hese enzy:nes. T:"'.lus·.i;::,wa'~::=-ro~os·e·~;"::"la."C.>:·::.he2-.:0i'olo;;:ica1., ::-_o1e;.~:of_\CGTa.ses ~.!s · 

:Kº:_e_:,~·"'e=_:. ~:ª.;.-;·:,.•-•·ª: •. _·····ª.:_,_-.i,····_.·•.•:·_• .•.. ~.-.-.=.º ___ ._•.·.:·_•_ •... "_,~:,=.º:
0

_ •.•. -.·:·':_~.-.• _,._,:: __ ..... _ ••.•. ·_·_._:··_·:···:·-~.:.-•. º_._º·· .. : ••. ~.-.• ...• _.:_.;:,:_•--.;--.···.·.-·::_:_·_,_._ •. •.-.=_·•._·.:.~,¡.·.~,:_'.• __ ._:_.:•,·.•• .. '.~;:-:_·;:··_~:'·,··.:_. __ :·.·.:.~_º_;,'·'.-.~~~~r:~¡~11~f Í~if~~lf Yl~~~rf~:?: 
. __ ;· .: e •. •· _ 4~'ÍJ;f~C~;:'~Cº,;;.;;.,,, 

~;=~~~~;rJra1J11~¡{~f~}I·;~;r.0~ttdrtit~:1l;::;.:::;:·;:··-=:,... ..,.-
~~=::e ":;: J c7'~ ·)::·::-~_?·e~:~·- ;-i· . .:..x.,_~;:, ::¿) .c<7:-~-;·:7i·:: =:~·<-;{~~:· ;~ .. ~- .~ 



l.. :i::itroduction 

s~a.rch is ene e~ :.h~ :nos'C. abt.:nCa.::: bi_opol~".:n .. ~.r~---e~~: .. e;a:th _a..nd:.....i e ·_..i.s _. the.;.:: """:''"· 

.ma.in socrce cf E~E:-~ fer-_ a i..:i.de--Va:.iery~>'6f_~~.liv~~g_: 0%-.s;;anis}:is.°'.:· i ij:~~;This:f.' .. 
molecule is 

: . ~: - ... 

:.!es 

-_-:..-=.. 

::-.::-,. 

that "C.ñe:_~e~-:' .. e.:::~yt·~.s.': :;:~_ob'~:?iY.:·:.:¿_ivE_=-~~~-~'.'!'~O:n_.a _c~r..rnon e.::.ces:o=. r:i. s,, e:J. 
Ta.:k:ing ec,;a:":::=a_;e_.:t:::-.a~ 't.~~s··:is·.--~!"l.e· o~ ihe ~ew exa."T.~les o:! : ... ·:o Ci~~e=e:-1:,, 

l 



I -

~e11 characterized, enzyrne act:.ivit!es related by the sarne catalytic rna-

chinery and fold 17,SJ, it:. is possib1e to carry out a detai1ed molecular 

-phy1oi;;enetic AnalYsis -eh8t can .. shed -_sOme·_=. 1~s;;h~:~_.on .. the evo1ut:.ion o:f t:.l"leir 
.7.:=-"E'o---~__-:-;..!".:'~--

activities .. '.~ . ~ ' 

Meny successfu1 ex~~ples o~ 
~ --.-- - .. ~ -

i:l: ·.ric:o :a~~~~rie.:'C.i~n_ o:f enzyme specifici'C~-

19:-.1'1]~~~--~~~i~~~·:~;,·of>a chin~e to a new· act·ivi~ hava recently bee:1 :."eported 

ty [ 12, 13 J .. Th:is :r.ay ::-e:flece th-e sC:a.:-'~i.~Y;,_óf o~r- knowled;¡¡e a.bou-:. this 
'-; ·->,.:;,,"':~;»:.-_::.·\><> 

last:. scbject and tha.t is mera di.ffit:?l·_,:,t!!to''e:vol.ve a new enz~e ac'C.ivitY 

tha.:1 a new specificity [11J .. _- ~:'l,.-·.C.n1s>st:'.tl~Y ....... e propose a.n evolutiona:::-y 

model. 'e.o accO\.:!"l't. :!cr ""Che C.iverw~~ce····.éf.·."\wo enzy:r.e ac"t.ivi-c.ies in -e.he al

pha-a.."":'l)'la.se :!a...·1-.ily: hyC.ro1ase and-:_-c.:-a:ls~erase .. 1-:a also prcpose a possi

ble biolo;ical rc~e fer CQTase~. 

2. Methoc:ls 

Sec::&.Jence .;::.alys.!s 

A muli:.!.ple sec;ue::-:ice -·ali.c;r..:rae:-lt: ':-!.né1~d:.n~f! -'.~ ~~s~'c;i.Je~ces· of alpha-alfl}'lases 

and 22 e! cc-:-·ases ·.·.-:·~s.· bbi:..~i~~-~:-~·f·;·o~:~:::'C.·~·~~.?~·~s?~HSS?:·:·c:a-c.~be.se.s 

~~it~~~i~~~ll(i~f lti!itJIJt~:~l~ii~t::: 
-e.han -2s1g :· !. Cen-C: i -e.y) :.~~"-"·ere tinc1 uCed ·~ ~· .. ,~e·,~·swi·s s ?ro-c..\1·e:'l-c.:-y_-<.:of.~. alpha.-e.:my las e 

::.:::_~~~1~~~;!~i~?~f~~ílª~~~~~=:~o~~. 
a.rnc2_c·eysa ~ a..~sc_o=7)•sa' ,-·:_""a..1~b_;_crysa·;~_:·a..~3c..;;;.o~•sa·;., ~3e.:..:o·r-.;,~sa;. a.rn3a_o:.-zsa, 

~c1_orysa ··t0~/~-~~"···~~-~1~~~~j<:i'.-/~~~í~S/;2_:~h:~·:~'.~~~¡-~;·i·~~-~~i~·-~~:~:S·i:·i;;~;~·; ·-~bnya_vi~rnu 
(?seuCc.."":Jo~as 

2 



Srwrzeri >; am~4_psesa i.r-.se~::C-710;.~éS·~:S1'~¿;¡;~~'oJ,;;-ii·~·J°; ;anr";p_pig e sus.

Scrofa): ·amyc_hu..~e...-;a, ~.,,yp_hU..~.a_~, a..~s.::.nu~.a..~:·:( .. :,·0-~·o' ·s~;de::s): e..~p_mouse, 

: ~/ c~~j::·~_,;.JDous~. i_J,-Us. m~s-~w1¡;7},,:;;j;P.~i~-~~ii~,i1~~\~;C,:;;~".~;¡ c-.;s> ; -~"'-:d_r,°."',~.- ·-~: 
CI:>rcscpb!J.a :neJs...-,o~asee:) : 'a...~..:...t·::!ca~· _· C :i".r;boJ.i:.:...'71: cas z:a.neu.--::i) : a-""':iy_al 'Cha 

(~J te.rc..-:Jo::as .::aJo;.2.a::Jcc;s) ;-_.·:~i1y~_e.ei~~·-i~:(~:~,:~71-c::as .. 1:yc!rophi.1a); e..."Tl)'~thecu 

--~ ~~.~=:~f!~-~:r;1:;;:;~;1r;~it~~~~~~~·t~~~i~~~~~.;~~t~];~-;~g··-__ ··.·,-.• ::,~~--
:-:::: ::::; ~~~~¿~ft¡.'.~~i~~t~~I{.4:~~~;~ff,fül;,:i~~::~;~±!Iff5~~~i~~--

·~· -. _,. ~ . - -. ,, ·~·- . ,.-: . 

··.;:. 

a...""Tr,t'1_sac!'i:·; 

<Eac:.1.::f:.·:s>:-·sp .. ~~._:· ... ~-: __ =_-, .. ,· __ .'._~:~'. 
-- ,,:.;.» - ._,..-.. ~ :•·.· .-.,~"->{'_-.~ ., .. , • ·.'---.'~~;;·.:-· .·· 

:ii~~~~i~~~~~~f t~~!~f i~~~!t~~i~f i~t~~r~t~~ , .. 
~cid. ::-E:cowni -:.:iO:-J > álgori -ch."T1s .·_.:.To?:tTS·-·::Ch-:.'t.p:'//,,,..-,,..-,,..·; e.""nbl.-:.:i.eiC:.e1-. -·_ 

. . .: : .:::~·'., ~-.,':~~..'<:;--;~~:·>.::~:·:i:; ;.t-.: .. ~ :·,)_'..." -~·: . .';;-··:>)::'':. ,__.~'.'f '."• •. ~.'.i/~ :::: .. > -2 .. - ·~ .· ·'.·_ ·~.-:_- ... ·. ,·;...-_ :~, .-:,, 'I ··~ ·.:'..t' .' ···.'.• 
be:rg. Ce/~:-eC!. c:.t::r::-.o:ei:-J) .. -a!"l~ .uc~.-no=:: .~\:. ·+ 

Ch't. 't.;>·t)>:~~~~~\~~.;;·¡~: 1:~:~~i.~.,~~~~~~:;~:~~P~ ~j-;~s_;~;:; !:~rs·~·r ~ n\::ni) ·. ~~~ ~·;· ~ecp~l ~ ~ ~ 27::.ase 

3 



-...;as chosen beca.use it. pr.e;sen'C.s~ D_o't.h. ·specifi.ci'C.ies a.nd actl.vities ~ound in t:he alpha-ar.iylase fa.mily l 14.J. 
--- _.,_.~ :•--•·· - . ...,. ·e·--,-,. ·' ·--' ."·'·•·-~~--.__,,__ ---~'-'-----"-

?hy1ogenetic ~.na1ysis 

Phy1o;;enies .,,,;ere re~oJ'.l~~ruCt~·r;S \lsing cSi.Sta.nce-"based ~~d parsirnony. rnetnr.. _ 

--~- ods~ The phyJ.og:~~t:-;~~-~~~~-.. :'_'.°'~ -~~(:>~~~~se -::n;l~yed ª~-e pa:::-t: ;;' ~;~ Phy~-~;~ 
package. ver.sien 3.5,. :for.lJl~ZX (Fel.sen'C..ein·~. 1S93. 't:>epartroen-C. ·of '~· --· 

-· - . . ~~·~:-'-;"~t'<.":'_;.:.·~·;·.:::.:.-,;-:.~:.::.::.:: _-, ·~- . -·· - - - . ' . . .:.--:- ' 
Genetics, Uni·versity_ of Washi:'ls;tcn,. Seatt1e. Distri1:» . .l'C.eó by 'C..he author}. 

·,·:e used "lOhe pro¡;;:::-ams'.?R¿;;;~:t,~T·:...d;S~-~- P.:-.M250_~.at::::-ix .. ..:nd·:!TCH :¿~~~-~: 

:::: :s:,:e:~::;;~~I;~i!lJ:~i~t~,;~}:!~~~~~~;::;:;:,~~;:~-;i~~-i;~~;:~~:;os~ · 
pa:rsirno::"lioi..:s. 'C.:ee~we-;,used;'_'t.he: pro.,ram-. PROTF;...Rs·.··"9hen_:severa1·:-: equal.1y 

, ,··~;..';~.~r~·:'. r~~~z!.i:T~~::~:L':'.j_,::~{';;!.;::,,/", ~~;;~-; S· ;':"!i'}<:'~:::"-.'!.:.:~:.:2::::' ~~ .... ·-·::-~>. ·;-:!. ~: ,:r""-~:':--.;.;''.'.":-.;:_~·~2.:.·~~ .. r-~,-,--:··, 
:pe.rsi.:nor:icus ;~reés ·, · .. ;ere-.~:fcund ;·;'·a:"co:'lse:'lsus ·.t=ee.'was :.proposed" using ~he 

· · ~. ,.-, ~-:<_ ... _:.· > -~~ -::f•\i ($i:.. .. ~:"'i;~:c.1k ·~ .... :,.'rt,1.-~·""'.): .. ,~~:.-.::.·~·~\··:.:~~~· .:; ~\·::.'.:_;¡.:<,.:?·t.;:<:::'~:::.\·,~:~ ·.< .. ~ ,;.:.] ~ :'~··<<~:.-.:>:""::::-:'{;.·:::.: ._,. · - ·- ·. -
proora.."'n · coNsti~sE~.;-.;··Éoo~·st::raPping./~á1ySis{·.;;-as';:;:>é::f o:T.led:.i.:'s ing,,. 'C..he sEc:aooT 

'~ _·::·~) . .;i.:i:.{;'"..t~';.í;~--~f.t;;iT,~·>> :'~.r.\ .. ~.\';S-'.'.:~'>:-$~:; t~-8~);...: .. ·, ';-.:+.J-j~-.~_:.;}¡~-~>.~~!ff,'"{_,:.:~~'.!'~),~'{::~~::<:\)'.\::¡~~>-·:::' --·~:,_,:: ··-~ · . .w-!. :·. : ;· :': -
~rogr.e..."'n,. ··ge:'lera'C..·ing~~·.1000 ·pe:nn.:tat:icn :·res~p1.i:'l•s::.c'f:: ot.Jr.L' seque:i.ce al 1gn-

~·en~;-c~~f~{ttt::~~Et~~:~;~~~rt:2~-~~~r~;;,~~~~'.~;~~;~·&~-~:{~~~~jf~~~'~:.~.~~-; !~,, .. ~ch 
of 'C.he ··1000-· "boo'C.s'C.ra.~ped'.' C.a'C..a:: set:s .:~. ThEI: ·:-.ebove·_.men"t:ioned::pro~:ams we:e 

run'~~/:~:;~~,Ü~f~~~'~f~~~~~.~~~~~~~~~~1~~,~~fr~;~~f~;~~~~f~'~~C;;:i;~ .. r0ep:::-esent:a-
tic-~.:~:: ;·:-: ..;;e'dused·.:":~e·,~r=owriun ·~eeV!.ew· ve:-sion·,· 1 ~4 ·· ( 15).· in ~ Macintcsh co:n-
'=l~~~e· ·~·:.·:;.- ,':-::i~,.~·;~i·!r)q_c~~f~:;.:::c\? ::.;·~·4"---;.~'.~.:··>:~ ·;.;> ";---\~.~~;/.:. :-.::'.« ··.. . - ··:_, -~" --,. 
~ - - - (~, j~"> ;_~ 

~~.;:: I" .. , ~...:,.,.,,.,,~ ;:0:~'.--:i:~ .. ,,~~· .' ... : .. 

::nz;;;,~~;~~~~~¿ji~'h,'~ff~' .. ' . _:,:7-_::.: 

.-. '· "'\.'.:. 

./';:·~- .; '.:~\> '~·.i:: ~-~át~_;-_:·~ .. ~'-. 
. ,- .···-··,· ·-: .. :i·.';"·\ 

The .~~~.~'.~\¿~f;~~~~-.~;-~~~.·;~~::.:~~.~~l\:~·;~.~,s: ~':~~~~ea· bY.~.'ei~ne:r Cet:errnination ·-º·~--
:-educing7.s·L:lc;ars :,using ·t:.he "'re.e.c;e:-it: 3 ;·s-t:11ni.¿:-~·~~1i~y1-iC' acid {16) •. -~r ~by 

t:hin i¡rBI"''.~D~~~,;;~-~íi~;~P~~>~~j_~ci•~~~,;~.~~~.";:'~~~:~ef'.~~.f.%~e~'.,,;,:\J~.:.G~. ;n,,7 ~~.1.~-:, 
vent:. sys:.e..-n.'"'·,..:at:er"/e~~a:i.o1'/b\J~an"o1-·, (2: 5: 3 by '•o1 .·) • ":°he 'Gluccse 'COncen-

~" · ·,,'.c>.~_'.:>t:.;::·.:~:--·;J~~'.i·.-,./:'·-~::.·.::._.:·,,:c'~-'-···:·(:•··.~ ... ,,,. .. ,, · .. ,.·._ ........ :;:~~--:.;i".-;:,::;:;::..:~.'····_=-:~r.·.:.._ ,. ;. ~:~··· ·,. 
trai:.ion ·we.s ·:'c!e:=:e=:ni::.e·d wi th··a .:ki'C.« cl:::t:.e.:ined· -~=om·:3oehrin~E?:r .. Na.nnheim: 

:cu.5~> ;.,:<~~~~~·:_·1ri·c~~·c~~·: ~w.o· ~~z~es > Hexo~·~·~·~~;· .. :a:~:~.:~~i·~~~~-~- .. ·~~;l-;~~:>~"~-;;7~·~e 
• • ,·,:·,.:.:··, - r,<- • '-, .- • • -
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' ··-
Álpha.-e.:nylase · from EacilJ.uS licbe!'i:o.r=~.s •as ob<cained ~roro l:i=.o~cs.,; 

s .... ~. c.v. 0'1exico) .- and e.he CCTase rro.'TI =•cil.2t:s .. ":"'..!Ce:c.::s was ob<cained 

from .,:._~:;..J.JO ~n~ez:T..;l;ic:ia1: .E~z)'m•_. co·:. Inc. CUSA). Soluble s'C.arch used .in 

this s'C.u-~y- \.:as fr·om- Si~.a. (USA). Protein w.-as dÉ"C.Err.iine.d by the l3rad!crd 

rnethod CS.io-Rad labo'rat'orj,es.- USA). The reac:tions of sta.:-ch 

dcipo1yn¡e~.~::.~~_i-~~.-~·-~_th-~}f?1:?~::--~"'11y-~&~e a.nd/or..:_t;:~Tase ,~ere conducted a"C. pH 

6.0 cacetate b\Jf-:fe.::--,"·.36 ~.- cac1: 3.0 lTL~).- ·L~d--a.~·~.;~~·0.c. such co;')Ci~:ic~s 
. . • !. - - • .. .:;- ... ·~-~~~~~~/:~_'._:::_-·:·,.- . ., 

were cp't.:i.r..a.1 ~cr bc't.h enzYITtes., These ... :ea.c-c.icns .. :..wera ... ca.::-ried out "ror 5 
. '~ ~-L:• :i~i·,; . .::~:-;- ~.;:;.: '.{; ;:~~'F ·-;_~':"::'.•:. · .. ,::.:;;.::;::;:-:.·.~: ;-<::J::_.;~~~ .. ~~~.1H.::r~·,~'.'~~::~"'~r;~':':!:"; .::. :: ." 

hour s.- a.nd sa..'"iipl es. w·ere ta.ken ·- every · hoi.Jr. :.,~ S.i:lce-."· t:he··!·a 1pha-a..-ny l .ase and 

g~; s~~~f~IJri~~f it¡f [lllt!~~!~::::::~~~~,~, 
was ::.c:n1; .· ... nd. co:o~'i.·.i,;-.. ~·;:i."?"2': ~-~';;k.,;;~,·;¡~c;~'~iv~~~a'i;c::: ,· 

~.J.~'-:,;,;.,'_".:. ' .• ;.. ··.~ ,,, .~ .. :: ~'.~;'.~-- :·-;.- ;~.r:· .:--:_ .. 

3. Resul.ts .. .,. ;·-.;:- .., . ••;:o,, 

.- e• ·.~ ·- -·.:,::· 

?hylo;e~y :--

" . . ·Í~\>: . ' . 
':'he CiS~a:-JC.:i,.·-::r:S.e ;e;.·e=.~~e~--~~!.¿h; __ all_< .t:~~:'° a.l;:-ha.-.a..~!ases: a.nd ·.:CGTa.ses'· se--~ 
QlJ e!'lc~s_,-~:: ~~~ <~. e~·.·:~·i:~{:.t:~·o·<~:~ ~ ?-.~;·,~~:~·~·;..;~-~ ;.: .. ~~:f;~-~~ .. ~C: ~;,i:;~i·s i;,g .. e~ e~: '·,~:,~pe-.;:~.~ ·: en-· -

::: .~1bf~~H~~~~ll~k~i~t:irt::;:~=~~·::::~~~:!~~~J:·:" 
h~rl:>o~.,. "• sf ;;~~~~~b··f;J~fü~:1~~¡fi)~;~~?,Jk}":?~ ha"e se«Ue:oce J.em;~hs ... ?.~~ i .. ~: : o·· 

CGTases .\ O:'l: -'t.~e·:· ot~Er'.;_,·han~ ;,·{-~"To"2~bacci-:.,.~(52S. aa) ~as t:.he sequence ~·1··ens:;~h ,-:'" ·:: 

::,,::~:t~?t~~1:·§~i;¡~t~~~j~~~;*i~E:~saa;/~:::s:~i~::i::~:c:t::l:~:: .. · 
<l3ia>·E.:..b~:-·;.;1~ :~·~;;.;,::i·~·;:::, ~--::d·6~_-ai.·-;~;~-~-~d :-.the C-~e::-rninal · Coma:in ·.:Ú'l· 'a1·in'7:.ar.f.;r::...-.: 

- s· 



1ases [18]). ~'C. has been sho~n. 'C.na'C. 'C.he 'C.~o addi'C.iona1 domains found in 

CGTases detennine ~heir ability 'C.O rr¿ke cyclodextrins [19,20). ñccord

ingly. the amylase :rom 3aciJJ~s ei:cula::s te:ny_bacci) does noe form 

c:yelodextrins. Hence, ~e believe tha'C. 'C.he sec;uence si~nature cri'C.erium 

migh'C. no'C. be sufficien'C. to distin~uish be'C.ween alpha-~~lases fro~ 

CGT&ses. 

To perfonn a more exñaus'C.ive phylo~enetic e.:;alysis, we selected as rep

resenta'C.ive rne:ribers those :fer w'hich s'C.:-cctu:res were available (see 

Me'C.hoCs). :Sased c:'l a published -:.ner:noC:yna:a.ic stuCy of enzyme ac'C.iVi'C.Y 

evolution 121), which conside:rs ~he indepenee'nt evoi~':.-ioñ of ~ a.nd 

kcae, and app1ying it to tha case o~ alpna-añ;y1ases, ~e ccnc1uded that 

the a:'lcest:.cr o: 'C.his·. -Q':-oup mus-:. have beÉ::'l an\·e=~z~~\~."i:C.h low speci:ficitY 

and lcw ac:'C.ivi ty. T.nese. a.re · charac'C.er!. stics·: p~-~S~.n~-:; ~rl. ·neopol l uiana.ses. 

Thesa enzyrnes,. ·.:.~·~~seC:S:,~~º~ · o~her _a.r~~~ent:.~ ~ .-:~-~.~-:-~·~-i~e.a·d_?.;·:~~en;. ~.r.oposed as 

1~~~~i;i~~~l~~~~ii~t?1~~lW~~~~ll~~i~t:::~~~~ 
alp}';¡a.-a..""t'IY1ases~;~··. frc:n;;. · ..... ·"bi ch~;' i 'C.--~:,api)ca=s ;.-e.o be a -:.:elat: i.vel.Y- =e e en-e. Ceriva.-

;.- . _::' ~. :~<:·'-;:.·f~:~·\Y···~::-~~:_¡~~1:~.S:.",:_.t~::¿?~;~"'";~:'..::;~·::,~:,{·0·;·'::~t._¡:::.;_,:_::_-: '._: ~--:-'. ~···-·. ~···: .. _.. ~.,; . .--: ~ ,'~-~~!.~:{: :~--:~<~:::;;:.\1Y~~: ;;r_t--;:::::;;S'-::.'J:.I:f~'. >·:·.,-. . < e:. ·. · ~ 
'C. ion .... «.Thus ,'_,·~~ins 'C.e.3:d"J.': cfú.n"eopol·1 u lanas es: .. be ing~1·'1:.he~··a:nc'es 'C. cr::_rof.?,·-}?~'C.h. ::a 1 pha-· 

:::::s::c:n:S~:~~~~i~~~~l\~~~~,!tlI1~~=;~f q.~:\~,Z~f~*~~!~;~~t~~~1~;i:t~ ··.·· · 
sis su~ges'C. ·:.'C.ha'C.'.(al.,.ha.1·a...~lase:-,.i;rot.:p ··'!s ··mo:-e.:::·c.1 ver .:· ·· 

: -~·.· .. :~ .. ~¡ ~··"'.'.Y::i.fit•t/"·.::?";, \';. ,\~~_,_,·. ·~:. ·.;'::~ _-.,:;~ ;-- . ."·-:· · .. -·.· .. ,.,. ... : ;:::· .'. :~:~<; '_.,:~~?- •. ; ~i~ • • ~ 
-c.han 'C.:he CGTase_-Hi!roup-.•tf.This··:.is~,co!"lsist.en'C.~-«With".,::t.he . ing:>-·a.l¡:>"lia-arnylas-

::..:n ~:;:::~.~~zliit~i~i~$~¡~;)iiff~l~~~f E;;,•· •mn•y 
.hddi-:. icnal_1Y. ~·~;:.i....:~;·~~a.rried_~ou'C.~·.;·a,..:s i.mi·1a:r)< phy1ogene'C.ic ··~-~~-~-i~~~--;- using an 

-- - . ¡; ..• :.; . ~ '•, .¡ ·<:';;. • ·',..;·.,- ~ ·-:-· . . • . 

a1ign.;ienC. P~.~y~,~~~19.~-~~~i_.is·h~·c; :,:.f·o~i~~~-p~~::=-~1aS:~~s:~·~~d~-:c.GTa:~es l 17) , -c.ha'C. 

o 
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prcpcsed a couple cf a.myJeses es i~~e:=:ie~~a:es bet~een these t:.wo groups. 

_ Accordin~ to t:.he fold reco":Jition .!'!.!~crit:.h..~s csed (see 1-!e:t:hods),, · bot:h 

· i~te::::ledi,s:e- enzy:r.es presen-c. at:. t:.bei: ·N-t:.e::-r.1i:nus the t:.hi-&e dome·1ns 

shared by alpha.-.e..."'ilyleses and CGTases (Cata not:. s!'lo,:.7,-; •. bu~·' :Posses 

ser;uence 1e:nwths s irr.i 1ar to·- ~r iar;e;.· ·.Ch~:. cGT~se!i·<é-(a:n~..::d·fh'~-·~'{6'6··5··.· aa; 

. .,--~:n~7 __ bf_i •.. _s, ~ ·-~~>. ~;~;,s¡és~~-~ ,·: i~~-~i~,~-~~;.:.~~:;~'7:~~;~~-~-~:~.~¡ -~~"j~'>f'ea_~~-:~. arnyi:..s-
es e ~~c_dt:.h, fro:TI :Oi c:-yog2 e.."-:r..:s~~ el';e:::;¡::;h;J. ~"::)-_~.'is ~-_·:i..:ndeed ·- plá'é:ed ·- a·pare ~rcm 

;~:;,:;~;;:;:~,;it:1~-~~~j~;·?·~~;g~r~~z~t~rZ~~~::Í,~tfü~l-~lf¿~:t~~ª-~1ª;es 
-·.,. ·' ·'» '°'··· ") " :; -~ .. -/.;:.-·~:·~{• '.o,i,: .;¡:' ··.,;_. .:,.: ·~'.:~~ . .;_ ;.<,);'.....:- >~<.:~>:• .-:'.'.,.,".;·;.~ "::'·: ·· ... :.: ·-:;: ··; ,.' " -. .:.:.~ ,.'. . ··~~.'·," . ··_ e ·!-., __ : ·." . 

s¡;:roup. · Thi s ~; i:JC.i"ca :es:: i:.ha.-: .::l!...."'lc_!:::! i.:~a:.id· .. anc~C-c:h c:r i g i~a 'C.ed: inC:ependene ly. 
· ... ·:, :.::':.' < .>- ·:: : :'·;. ~~::.:;,;:__;,,~i·~-:.-r'..;.,,:;.:{~",.:¿~;~.,· 1 :.:: ~.; .. ~·"l'"í~~-,:.i:_, ,:,;;·. ~·; :.. ::. <··· -.' -:,:;_•_ · ... -·~-" -~-~'; :·· _·: ¡. :, • :-» . --.. • . - . ·. • , : - . 

Si:nce .. the:;rr.cst·:: l !.J.;ely . ._·e.ncesi:.c:r.: .. cfo;a.nc_b:f i ···..:as il!!!"l alpha-a..~yle.se ,· by anal-
=,·- ;·'.:\,.:~,4:<:,,.·-_-.\'-~.:~,>·.t·/~\i. ... :'.:-;~~·<-.:..-~::,i·:·. ·<.i-2::,:=·-,·x:· "-(-'.- ·- . . . . ·· · .. ; ·_ ·.· -.; .-.: . ·' . 

oi;-,Jf we·-beli"e·~·e··:-,-:.ha'C.·.r.-:.ha~·a..~ces'i:.c':r, cf~·a:"'lc_:.c~}";i • .. :as also an alp:-:a·.:..a.."'?1Ylase..:. 

ª ...... _
1

n;:_'._-··:""_fc::_:_._,.~_'. ___ r_~_i._i_=•--·~_=_;; __ ~-~~~--:•;_·~-_!_f_,_1: __ ••.. -•. •._:
1
j:fJ.i .•. =_,. __ (_:_~~-: .•. ~~-~~-_!_: ___ :_,'_~_:_:_. ~ ,~:~,::::::~ .. ~.~~,;;~!~i~.~:_f ·: ~ 

_ _ __ __ . - __ . _ :o,;~~::~::~",1:_31.i\ª~zE~¡~i,~§~~;,'~, .>_ 

s~~i~~:~.lt~t;;,1t~f!~Jfi5t;.~~-~~r_~~~J;,~~'.,~ii:~~~EE~f .. ~~~~'f~0~;:~~;~/~;r.~,~~~·e·• -r:.wo 
depol~'T.•E!:'ases': .-;-Qlyco;e:"'l .·:;::h:sp~o::")'lase.,. a::id a!:;:>!'la-a..'":"iylese: •. ·~_ .. :..4C..,,:·1ees: .. i:l E~-

~ii~:ff ii~li~f~r~~~1!~i~i~~íili~~~r~~:, 
:::~:k~1~~~5~j;~:1;~~t!~~S~~l!J~i~)~~~~I~~~i~3~~ ,~º' 

::::;~~;·;t:3~~~,i~~~l~~l1~f i~~?~~~~~!~~~if i~f if :ª~::. 
CGTases :ne.y' ;:::-·oc_Uce: __ !:-ic:re. ~1U;:c~·e· !:"l ... !e~·~'.·{~t;e~~-~h~ri· t:.:ie~>~~~~ie a.é::ic:"'l e:! 



&n~r of these. enzymes .. This assumption is based. on two obs~rvations .. 

_ . ..;.· __ First._._al;:~a.-e-~1 ~ases. \..·he?? depoly:nerizin~ _ol:igosac::cha:1ces co.~~aini~g 

less - than the nl.ln'lber of glucoses they can bind al:· ·.t.heir _·active· si_t.es: 

[26). tend to generat.e p:roduct.s whose f\Jrt:her hydr~lysis .is. _inefficient .. 

Seccnd. CGTases produce :nainly uni~orm size c:ycloc5e~~3:'in~ ... ~27_)_) .. _ct?nse

QUantly .... a.lpha-.e.mylase "Would efficient.1Y linear.iza and _C::epcl~erize t.he 

cyclodextrir.s. t.o glucosa or rnaltose and a complementary small 

ol~;osaccha=ides (i.e .. a 6-wluccses cyclodext.rin would be split. t:o glu-

cose anda ~alt.o~entacse. or t.o maltose a~d rr.altotet:racse). ~n order to 

tes": t~is ::-10Cel. w;e per~o~med the _ depol:,rmerizat:io:l cf starc~ e..o.;:iloying 

mix't.ures e! a.n alp~a-~'"TlYla~e wi th a CQTasa (sea MethoC::s > .. 

s:arch 
--···-.; !. :-..:·~-~· ·.·. 

:,,·,~:-:·t' ~..'.~;~:'.;,_-.·_--.. :·:¡-,. - ,-~ :,,_-.::.·; ,:; ~:--. '. 

Tha r.lcno e.:-:ld' ·01 igOSac·chá%-1deS ·.: Pi--oduced ey che . ac-:: ion cf alpha-a.-nyla~~: 

CG:"ase a~;~-,¡.¿~-~f;~~~~'{;;··~~~~~;,~¡1~;~~~~~<-0:f: them. a~e presen-::ed :i:"l Fiw~r~_- 2_. ~.s 
. --~·.<· ~:- ·~.·,~·.,· :.~·;,\·:,_:~;:.·_,,~,,_--'.~·-}< ::':;:.:: :• '"• . ,.._ :-

expec't:.e~."> -:.he~\act.icn ~c:f ;::a.lp:ha.-l!.lnylase~"o~, s't.a:-ch i'roduced .:nora :~srr.all .... .-: .• -: 

::.~·:'-;d;?~~~~~~tf~~~¡~?[~i~~I~~~~"t~~~;~;~~;~.~~g;~j~'.ii~itd:~~ig~~.:;~~~~ys 
pro=:...: ce :rnc:-e.~"'wli.lcose:,,~d:,:s::-.al1-'(.cli-gosa.ccha:rides< .. (r.-.al t.·os·e·; .. : sea·~.·r.i;ure 2) 

~;;~~~;~~Jt~l~t1i~f ~ilf !~-~~~~,f ~~:~t ' 
snc·.-.a:"ll) ··.proC::...:ced '/ bY :'.anV¡·.-of .:-"eh'e·:: enzy:rn~:r:1c.,~m:ixtu=es(.was;, rn6re i -:.han.'; t.ñe S\l~ 

of .· ;,h'é ~·;;'.,'~~~~;e~,;~~~~~~,:~~~ ~~it;f;;;.'~~{~fa'~;~;~,~~~~~¡;'~'>~l~{Jl;~~'.;.'.~~~';:·.:~ s"..~. · , .·· 

Ta:o2e· 2)_. ~his !.mP·1.ies ina·e·-··~heS~~ .:e-;;z-l'7neS~-:-·Co'OPere.-ce- il1,:-t:h.e:·,· 

:::=:::~~~;~s:::ºf ~~i'~~:i~fü~~i~=:~:~~'::~Fii::::1~;~:;::;::: 
".. . ., . ... _ ... ._ _.,. ,. - :~-.. ,>:~.·> .. ~·~.~-',_, ,,. , a_Cl::.~~i't.~. ?:::"'..)" 

ncc be o~ suffici~nc adaptive··value .. 

8 

( 

e 
e 



4-. Cc::>c1usic::.s 

The a:i:n of -chis study was 'C.O 'C.es'C. the hypo-c}Jesis tha'C. CGTase act:.iviL.Y· 

l'l.ave evolved fro:n a..~ ancest:-&1 byd:-o1ase (a1pha-aJ"r..,,lase-like). i•:e fou:>d 

soma eviCence .,in 0\.1%' molec:'\,;11ar ;:>hyloge,,etic · a.nalysis. To tes'C. 't.he possi

~·--_;;i_l_•;. selective .e.cSva.n'C.age __ of evo1ving. a CQTase ac~iyi'C.Y.,:fr_OJ11 __ e.n _a1pha-:-_am

ylase ('t.O acce1erat:.e tñe saccharificat:.ion e:! st:.arch), we me.asu:red t:.he 

produc'C.icn o~ gl~cose frorn starch by ~nzyrr.a'C.ic mixtures cf a1pha-e.r.iy1ase 

~..,d CG":"ase. :·:e ~ound tha.t:. 'C.!"le co:r.bi:led act:.ic!'l o~ t:.hese enz~rnie activ:ities 

¡;;:-oduca WlUccse fro:n St&:rch !'ast.er a...-"ld :ncre e!':f.!cien.::1~---_.~esiCes 5Ui)

por'C.in• o....:r e::volu't.!onary hypothesis, t:.his resuli:. _e.xpl.~:i.ns, t~e. b:iological 

=ele e!' =::;":'e.ses. a:'ld. co"U1d ~e i.;se!'ul in bio't:echnoJ.ow! cal }jrocesses a.!.~1ed 

a'C. ~:roC:;.:ci:ig ;;1·..Jcose c:r :r.e.1-:.cse !':rc:n si:.arch, (28]. 

- ----- ----·9-·---------- ------ --



Aelc:Dcw1ec5g:ie:ots 

--_=..r.:a '\o.:~'C. 'C.O specia.1l.y 'C.hank ~gus't.in Lopez.-~ungl..lia f~r fi'ui-cfu1 dis

eussions, and Al.ejandro Garciarn.:bio for cri't.ica.1 ree.ding. ~e al.so 'C.hank 

Fernando Go:;:al.ez. 'for _'C.ec:hnical. suppor'C. L~d Al.lTuS. Trernari fe: secre'C.arial. 

&ssis'C.ance. This wo:rk ....:as funóed in pa:r'C. ey ?h?:t1T_ pro:>.ec'C.. n'\.:l'nl:>er 

IN207293 frcm DGA?A/l.l?Or.M. 
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l • .:ranecek,, S. a:Jd :Saláz, s . .E-..toll.:tio:'l o: p¿rallel J/a-barrel t=!'lzyme 

fa:nily li~h~e~ed br Str.Jct~:al Cata O:l starch-p~oeessing enz~~es. 

J.F:cr~i~ Ch~~. 12:509-51,, lSS3 .. 

2 .. .:Tesperse:l, H .. M~-·;·-;;1~aC:G;.~;~cr, E.A .. , He::rissat, ~.,, Sie:Ks, M.:L &:Jd 
; :.·.'~-f.ff/~;?. ¿·~: '>·-~,; -

Sve=-:i.s.son, 3. Sta.:.-eh.:..c!...~d :·. s;lycowe:l-Ce=ra..'"'lehi:":rg a...~d b~a.nc~i~g enz::r:nes: ¡:;:e-
:.::'.·.""".. -_3}'\+:1]-~ . .:.::.{-..'·:;'·."'~~.,.: ·.: ... •.:·':-;.·-.. _ . - . . -

Qicticn of st:""~-~.::-~~a_l/_~-~-~t,..,re.s,·. cf cat:alyt!.c f ,./alpha).5..:;:S.arrel z:>o:nai:-l .and 

::~:~:¡~;~1!1f l~1~~:::::~:.='~;~:;'~;,:~:: ... :,,~:~,~~::.=· 
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é. 

7 . .Kncx, of . .bac-

teri~J. lSS5. 
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C1ass cf ?-~ec~ar:iisrn invol ved 

Speci'Licity 

Hydrolas.es InvQr't..ing (beca-.e.mylase) 

Re'C.aining Calpha-~rlase) 

Hyd~clases e: ( l, 6) 

'!'ra.nsferases ~a't.aini~g (CGTase) 

Tra.:lsferases e: (l. 6) 

Table 1. S'C.arch processing enzyn¡es. & The n~~e cf a =epresentáti,,Q en

zyr.ie wi~1'l a knci...9:':1 s-c.ri.:c~i.:re {2.$) is oiven .i::a pare:;'C.hes.i~·.;. The 1:ype· of 

rr.echanis:n .. inver-:i::ig cr retai:l!ng, is also ineica:::.ed. 
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Enzyrnacic Mixcure Glucose (mg/mL) Glucosa produced 

ac o Hrs at s:Hrs Cmg/mL) 

;t.lpha-amylase C l J 1.'74 3.19 J. .45 

CGTaSQ(l) o. 016 o.oso 

;t.lpha-amylase(l)•CGTase(lJ 5.71 4.22 

~1pha-2:.my1ase(1):CG7ase(2) 1 .. 3'7 6.69 5.32 

~1pña-~ylase(2):CGTaseC1) 1.-'6 3. 63 

. ._,. - .-
Table 2 .. Glucosa pro¿uced from s~arch by .differenc.depOlymerizacion mix-

cures .. ..:...lpha-a..."ToYlase frorn 3.. J.icl':e::~:::~:!.s, '.2..nd .:~~T~-~~: cYclodexcrin 

Glycosylcra.n~:!wrase !ro:n E. r.cce:a.::s .. The· ·con·~-~~~ra.~i~n' o~ ,e,ach enzyme 

is given in parenchesis as a mul"Ciple o~ sca.ridarized concencra.cions: 1~2 

µg/rnL alpha-e...~lase a~d /O µg/rnL CGTase .. 



'""""' L. 

-, 

) 

- '' _, ..... - '~-·~ .. ~.'' 

l="igure LesenCs. 

Figure 1. - ?hylowenet:ic t:hrees·· tor a!phe.-a...-r;yle.se 1:.::;d CG:Te.ses • .i;.) genet:ic 

~ist:e.!"lce 't:.hree. 3) .;:::1:.~_·5~~.c::i~)~hree<~-T!":I• ·acre::i)'lns p:.-ese!"Jt:ed in t:hese 
.; -, -

t:rees are ex'1:'lein i~ ··M~t:h~~_ds··~·.;-cJ,'. Qene~ic -cS1s.t:a.nce i!:.-ee:.t:ha.t: i!"'JCl'Udes al-

pha-a:nylases Ca...~_-) .. ~:.;'d/b~.;~:~-~5-,: Ce•~-~) .Pr,ev.!o_us,ly,,.:áliwned:_ by svensscn 

e.nd col. r 17 J (s·e,.,·,·:· ..... · •.. ·:.···.··'··:·:~.· ... ·~ .. ·.····:·x·".;~·-.~.l·.;··.: •. :.~_·,_:.'~;:.;:_~~.·_,;~.·.·_;:;_·.~:•··.·.c:·~·.i,f .• ·.~.·-c..: ... ::· ... ·_. _. . . . .. , ... 

. , -~·~ • "..¡¡~,<-;. r ~: .:§·;:':{": ~- !-~~:~·.:.~:i·~~~~f/~>-~~.:: 

~~DI~~~~If 1~it~~;~:I~~*I f ;lf~l!lli~~if ill>-
~lase <i) : CGTase <2) depo1y:rnerizat:io::i _pro~uc:s:~,f.'?a~e1:::.c;~/qla.nes <1~6- al·-

. : ·.: . · _.·· .. - -· . ·~- .. . _ ,~ ~" >: ···-; /. ; __ ,··:~: :c~: .. ;:~~i-.:·~f~~~;,,r;-lf-~:ú~.:.;.r~.(~J::~::".¡;'~-:~<-l~r.-,-~~-~'-::.·::.,:,.:~::·" 
pha-a...~las6.<2) : CGTase (1) depol~io:ne:-iza:~ori·:;pr'ó~i::íét:.s';~·f.:or,~~:a.11-·:0f·:'.the': ~a.n~ 

, ~~,. - 1 .~'-t.::·\'~ .. <~·: ,-0.:.: :~;2~-;-.~~1;~;~;;,;,:~:7·~::/:;:·~:,z;:¡<·!.;.:;. :::.::~,,., ~·< .. :/····· -" 
. els* the 1a.st:. -:.wo a:e a lacSCer-111;.cf': gl\.!'cose;'pol~rn:iers::·!"rc::...;·1~:;_1:0><-g.-~:1G1 to 

G9), a:id c:-cyclodex-:.!:"l, =es:;oec::i-.;',úy, ~~~:\;c,~r.~~~',,i~~,~~~~;ip:J·~,.,,~_f--ie-·· 
ac::io,., c:o,-,c:!.c:::!.o:> and no:ne:>c:la.:ü';< .. ~,~$·.,d·i:" :· ,,.-;· -(". '... ',)·>--

.. f · :~-~·:r~, .. 
'.;:-~~·...,:v ~~:l:';"W-001 --,'. :,:; .. ~ 
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amys human 

cc:tgt bacst 

cdgu bacci "'/"" 
cdgt baccl 

amya aspor 
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amyl? pig 

neopbacst 

amy bacll 

amy2 horvu 

amt4 psest 
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