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C/F: tampon citrato fosfato

Da: Dalton

DMSO: Dimetil Sulfoxido

DNS: acido dinitrosalicilico.

EDTA: acido etilendiaminotetraacético

dNTP: 5’ trifosfato de 2’-desoxiribonucledsido
dsDNA: DNA de doble cadena

FUP: forward universal primer

G4G3G-MU: 4-Metilumbeliferil O-B-D-glucopiranosil-(104) O-B-D-glucopiranosil-(103)
O-B-D-glucopiranosido.

IPTG: isopropil- B-tiogalactopiranosido.

nm: nandmetros

PCR: reaccion en cadena de la polimerasa
RUP: reverse universal primer

SDS: dodecilsulfato de sodio

SDS-PAGE: electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS
ss-DNA: DNA cadena simple

TAE: tampon tris-acetato/EDTA

TE: tampon tris /EDTA

TEMED: NNN’N’-tetrametiletilendiamina

Wt: salvaje (wild type)

X-gal: 5-bromo-4-cloro-3-indol- B-galactopiranosido.
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Proélogo

Como aguien dijo algun dia, -unatesis no se acaba, se abandona.-

Ciertamente es asi. Siempre hay algo que repetirias y 10 que es peor, montones de ideas
que surgen al analizar los datos y que te gustaria probar, pero que irremediablemente quedaran
como simples ideas que no acabaran de plasmarse en nada concreto.

L as siguientes paginas son un resumen de parte de mi trabajo, realizado con la ayuda de
mis compafieros, desde que comenceé en el tema hasta el dia en que decidi abandonarlo. En €l
texto estdn muchas de las ideas sobre la 1,3-1,4-b-glucanasa que durante este tiempo me han
rondado por la cabeza, colocadas de una formamas o menos cronol égica.

A partir de ahora en e texto, para ssimplificar, S no es necesario concretar su
especificidad de sustratos |lamaré tan sélo glucanasalaal,3-1,4-b-glucanasa.

Empiezas intentando dar respuestas a algunas preguntas y acabas con mas dudas que
respuestas.

Hace ya unos cuantos afios, Enrique y Toni me preguntaron si queria seguir €l trabajo de
Jaume Pons sobre la 1,3-1,4-b-glucanasa. Sin saber demasiado bien con qué me iba a encontrar,
ledijequesi.

Fue una especie de boda por poderes, en aquellos momentos tan sdlo conocia su nombre,
glucanasa. Baldo, a modo de maestro de ceremonias, tecled una retahila de letras magicas que
hicieron aparecer en la pantalla de su “Silicon” una imagen en tres dimensiones que no tardaria
en convertirse en mi compariera de fatigas.

Baldo parecia emocionado sefialando sobre la
| % B 7 pantalla diferentes zonas de aquel amasijo de puntos
| \ e % y lineas. Para mi, aquello no era més que un ovillo.

ST 4N | Una especie de madeja deshilachada de colores
PN I : T_ = o X S abigarrados.
‘_ IS 2, .. ? )4 Por aquel entonces, Jaume Pons estaba
' THER ) escribiendo su tesis y acabando sus Ultimos
Erame 2 e & 7 | experimentos. A lavez que haciatodo esto comenzé
) ) 5= \',‘“' ' a transferirme los conocimientos necesarios para
) manipular la glucanasa.

Su principal objetivo de tesis habia consistido en hacer un “alanine scanning” sobre €l
lazo mayor de la glucanasa que se sitla sobre el centro activo. Habia encontrado, entre otras
cosas, que el mutante M58A presentaba una actividad cerca de 6 veces superior ala del enzima
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silvestre. Esto en un primer momento nos sorprendio, ¢cémo era posible que la naturaleza no
hubiera optimizado esta posicion si las diferencias de actividad eran tan evidentes?

Hago aqui un pequefio paréntesis para especificar que ano ser que se indique lo contrario
y hagamos referencia a la posicién dentro del cristal, la posicién del aminoécido que indicamos
con nimeros incluye el péptido sefial. Por |0 tanto para saber su posicion en €l cristal, en la que
no presenta el péptido sefial, tan solo bastara restas 1os 29 aminoacidos del péptido sefial .

Este halazgo determind la orientacidn de mi trabajo de tesis. Me dedicaria a estudiar esta
posicion. Su implicacién sobre la actividad del enzimay, si era posible, aumentar aun mas dicha
actividad. Paralelamente, me encargaria de desarrollar otro punto que quedaba pendiente de los
objetivos de esta linea de trabajo del grupo, estudiar la termorresistencia del enzimay buscar s
se podiamejorar. A ser posible, sin comprometer excesivamente la actividad del mismo.

Delalecturade latesis de Jaume Ponsy de Miquel Juncosa dejaba claro que existian dos
aminoé&cidos esenciaes en el funcionamiento de la actividad de centro activo, €l aspartico 136 y
el glutamico 134, y que el lazo mayor sobre el surco donde se situaba el centro activo influia
determinantemente en la actividad del enzima. Pero, mi idea sobre & resto del enzima
continuaba péximaaun ovillo representado en una pantalla de ordenador.

Poco a poco, durante estos afios de experimentacién mi modelo mental de la proteina ha
ido adquiriendo progresivamente nuevos matices.

A lo largo de los siguientes capitulos explicaré de qué modo se han ido formando los
diferentes modelos a medida que se destilaban datos de los experimentos que se han ido
realizando sobre |os distintos mutantes de la glucanasa.

Los estudios de actividad y termorresistencia, se han hecho en simultaneamente y
apareceran alternados alo largo del texto.

Mostraré también alguno de los gréaficos con los geles y cromatogramas mas tipicos, por
si aguien quiere, algun dia quisiera retomar e tema. De esta manera podra tener alguna
referencia sobre que es lo deberia salir al hacer una cromatografia, 0 qué se deberia de observar
enun gel s el PCR hafuncionado bien.
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| .- Introduccion
|.A.- LOSCARBOHIDRATOS

Los carbohidratos son las biomoléculas que méas contribuyen a la biomasa del planeta,
muy por encima de proteinas, acidos grasos, acidos nucléicos o lipidos. En su mayoria, estas
moléculas, tienen una funcién estructural tanto en vegetales (celulosas) como en insectos
(quitinas) o energética. Pero su versatilidad en la formacion de enlaces les permite generar una
gran diversidad de polimeros ramificados (Kobata, 1995). Ademas existe una enorme variedad
de diferentes mondmeros. Con tan solo cuatro monosacaridos diferentes se pueden formar 35560
tretrameros  (Cook, 1995), con aminoécidos o nucledtidos tan solo se pueden obtener 48
tetrametros diferentes.

Pero no sblo presentan una funcion estructural y energética, también tienen un papel
fundamental en |os procesos de reconocimiento celular (Sharony Lis, 1993; Lisy Sharon, 1998),
adhesion célula-célula, embriogénesis, morfogénesis, desarrollo y envejecimiento (Kobata,
1995), entre otros procesos celulares.

Los azucares estédn implicados en los mecanismos de plegamiento y exportacién de las
proteinas del reticulo endoplasmatico. Los patrones de glicosilacién de las proteinas en €l
reticulo endoplasmatico van variando a lo largo del proceso de maduracion de la proteinay son
caracteristicos de la ubicacion final de la proteinaen lacélula

Los carbohidratos con los que hemos trabagjado son los b-glucanos por constituir €l

sustrato de nuestro enzima.

|.A.1.- Los b-glucanos

Los b-glucanos son homopolimeros de D-glucopiranosa unidos en configuracion b.
Pueden ser homoglucanos cuando |os enlaces entre glucosas se dan en las mismas posiciones o
heteroglucanos si existe diversidad en los enlaces presentes; pudiendo dar lugar estos Ultimos a
cadenas lineales o ramificadas. El peso molecular de los mismos no es fijo, depende del nimero
de monosacaridos que lo integran. El mas abundante de los b-glucanos es la celulosa, aunque
existen muchos otros b-glucanos produccidos por todo tipo de organismos (Pitson et al., 1993).

Se encuentran en plantas superiores y microorganismos como entidad estructural de las
paredes para mantener la rigidez y como elemento de proteccion. También es comin su uso
como material de reserva citoplasmaticay vacuolar.
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|.A.2.- Fuente natura de los b-glucanos

Son muchas las fuentes naturales de las que derivan los b-glucanos, y este origen suele

dar lugar a su nombre. Nombrar los glucanos por la fuente de donde se obtienen puede generar

ambiguedades, sirva a modo de gemplo las laminarinas, en las que nos podemos encontrar tanto

glucanos con enlacesb (1-3; 1-6), como glucanos con tan sélo enlaces b (1-3). También puede

suceder que presentando e mismo tipo de enlaces y reciban diferente nombre, atendiendo

también a su origen. En ocasiones aunque presenten |os mismos tipos de enlaces, la proporcion

en las que se presentan |os mismos puede variar considerablemente de unos a otros compuestos.

Los (1-3),(I-4) b-glucanos pueden provenir de algas (xantoficeas), liquenes, siendo

especialmente abundantes en gramineas como €l arroz, trigo, avena, centeno y cebada.

Tabla |.1.; Principales glucanos naturales y aplicaciones (Juncosa, 1995).

Nombre (Er}lac_es) Cadena *DP/MM(Da) Fuente Estructura Funciones y/o aplicaciones
relacion
Curdlano b (1-3) Lineal 455/ Alcaligenes Aditivo alimentario,
faecalis, [-G1-3G-]n formador de geles,
Agrobacterium sp., cambia a cadena triple al
Rhizobium sp. calentarlo
Paguimano b (1»3) Lineal Poria cocos [-G1-3G-]n Inmunoestimulante
Paraalmidon b (1-3) Lineal 150/ Euglena gracilis [[G1-3G-]n Reserva energética
Crisolaminarano b (1-3) Lineal 34/ Chrysophyta [-G1-»3G-]n Reserva energética
Laminarina b (1»3;1-»6) | Muy poco 30/ Laminaria digitata, Reserva energética
(7:1) ramificado L. hyperborea
Laminarina b (1-3) Lineal 24/ cloustoni [-G1-3G-]n Reserva energética
Laminarina b (1»3;1-»6) | Ramificada Eisenia bicyclis Reserva energética
(3:2)
Glucano de b (1-3;1»6) | Ramificada 1500/2.4x10° Saccharomyces [-G1-3G-]n Reserva energética
levadura (4:1) cerevisiae
Esquizofilano b (1-3;1»6) | Ramificada Schyzophillum Estructura en triple
(3:1) comune hélice. Reduce el efecto
carcinogénico de algunas
sustancias o virus.
Escleroglucano | b (1»3;1-6) | Ramificada 110/ Sclerothinia Gl Estrutura en triple hélice
: N
(2:1) [[G1>3G1-3°G-]n
Lentinano b (1-3;1-6) | Ramificada 14-8x10° Lentinus edodes Gl Inmunoestimulante,
(5:2) N reduce el efecto
[[G1>3G1->3°G-]n carcinogénico de algunas
sustancias o virus. Es de
triple hélice dextrégira
Pustulano b (1-6) Lineal Umbilicaria [[G1-6G-]n Formador de geles
pustulata
Luteano b (106) Lineal Penicillium sp. [-G1-6G-]n
Glucano RSIII b (1-3;1-4) Lineal Streptococcus [-G1-3G1-»4G-]n
(1:1) pneumoniae
Liguenano b (1-»3;1-4) Lineal Usnea barbata, [[G1-4G1->4G1-3G1-]n
(2:1) Cetraria isandica
Glucano de b (1-3;1-4) Lineal 600-1200/ Hordeumvulgare [-G1-4G1-4G1-»3G1-]n Muy viscoso en
cebada (2.5:1) disolucion
Celulosa b (1»4) Lineal 1000-1500/ Acetobacter [[G1-4G-]n Forma parte de la
xylinum lignocelulosa, es la forma

mas abundante de la
biomasa de la tierra

*DP: Grado de polimeritzacion.
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Los (1-3),(l-4) b-glucanos de las gramineas forman parte de las paredes celulares tanto
de raices, talo, y hojas. Pero es en e grano donde abundan més, siendo e componente
mayoritario en su endosperma, concentrandose sobre todo en sus paredes celulares. El grado de
polimerizacion oscila entre los 600 y 1200 unidades con masas moleculares de 100-200 kDa
(Bielecki y Galas, 1991).

|.A.3.- b-glucano de cebada

Desde el punto de vista estructural, el b-glucano de cebada, se puede considerar formado
por un 65% de celotriosa (-[b-D-glucapiranosa-(1-4)]s-) v e 27 % de celotetraosa
(-[b-D-glucapiranosa-(I-4)]4-) unidos, aeatoriamente, por enlaces b-(I-3) a lo largo de la
molécula (Parrish et al., 1960; Staudte et al., 1983). El 8 % restante corresponde a agrupaciones
de hasta 10 unidades de D-glucosa unidas mayoritariamente por enlaces b-(I-4), siendo los
enlaces b-(I-3) poco frecuentes y raramente consecutivos (Luchsinger et al., 1965).
Corresponden a 10 % del peso seco del grano y el 75 % del las paredes celulares del
endosperma. También podemos encontrar en €l endosperma celulosa y ligninas intimamente

asociadas al b-glucano que confieren rigidez ala cascara del grano.

-3(1-3)-  Celotriosa  =B(1—>3)- Celotetraosa -B(1->3)=

- o e I N

{

3
Figura I.1.: Estructura del &glucano de cebada. Las flechas en azul indicamos los enlaces hidrolizados por la b-(I-3)
,(I=4)glucanasa de Bacillus licheniformis. Es decir por los enlaces b-(I-4) adyacentes a enlaces b-(I-3).

[.A.4.- Propiedades fisico-quimicas

A diferencia de los polisacaridos que tan solo presentan un tipo de enlace como la
celulosa, b-(1-4), o lalaminarina, b-(1-3), la presencia de diferentes enlaces glicosidicos en los
b-(1-3),(I-4) glucanos dificulta la formacién de puentes intermoleculares impidiendo el
plegamiento compacto de la molecula. Esto facilita la interaccion con €l agua a la vez que
conserva algunas interacciones con otros glucanos, especialmente por las regiones en que los

b-(I-4) consecutivos abundan.
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De estas propiedades se derivan la doble funcion que, segin Bamforth (1982), desempefia
en la planta: estructural, osmoreguladora (las plantas en condiciones de sequia presentan mayor
contenido de b-glucano), a parte de servir como material de reserva.

Presenta unas propiedades fisico-quimicas interesantes para modificar el flujo de fluidos
como son emulsinar, encapsular, flocular, estabilizar o incluso actuar como quelante. También
pueden actuar como soporte hidrofilico, absorbentes, transportadores, intercambiadores ionicos,
conductores, gelesy lubricantes (Bielecki y Galas, 1991).

|.B.- GLICOSIDASAS

Las glicohidrolasas catalizan la hidrélisis de enlaces glicosidicos por un mecanismo
acido-base general. Podemos dividirlas en dos grandes grupos segun la geometria que presenten
los dos aminoacidos cataliticos de su centro activo (McCarter y Withers, 1994; Davies y
Henrissat, 1995). Los enzimas que actuan con retencion de configuracion presentan los oxigenos
del carboxilato de sus aminoécidos del centro activo separados por arededor de 5.5 A. En
aquellos enzimas que actlan por inversion de configuracién esta separacion es de alrededor de
9.5 A (Sinnott, 1987; Sinnott, 1990; McCarter y Withers, 1994). Los aminoécidos cataliticos
suelen ser aspéartico o glutdmico, aunque puede presentarse tirosina en contadas ocasiones, por
giemplo, en la b-galactosidasa ( Ring et al., 1988; Ring y Hubber, 1990), neuramidasa virial
(Burmeister et al., 1992) y sialidasa bacteriana ( Crennell et al., 1993 ), pero nunca histidina.

El mecanimo propuesto para las glucosidasas
que actuan con inversion de configuracion, figural.2,
opera a través de un mecanismo de desplazamiento
simple con una molécula de agua cuya nucleofilia se
ve aumentada por base general del enzima
(Koshland, 1953; Sinnott, 1990). Este agua ataca al
carbono anomérico del grupo saliente, alavez que €l

Figura|l.2.: Mecanismo catalitico por inversion - oxjgeno  glicosidico es protonado por e &cido
de configuracion.

general.

El modelo propuesto para los enzimas que actuan con retencion de configuracion, es un
mecanismo &cido/base general de doble desplazamiento en dos etapas forméndose e
hidrolizandose un intermediario enzima glicosil (Koshland, 1953). La primera etapa, la
glucosidacion, €l residuo que actua como écido general protona el oxigeno glucosidico de forma
simultanea a la rotura del enlace glucosidico a escindir. Mientras el carboxilato desprotonado,
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gue actua de nucledfilo, estabiliza el intermediario oxocarbocatiénico mediante interaccion

electrostatica, figural.l, o por formacion de un intermediario covalente, figural.2.

Figura 1.4.: Mecanismo catalitico por retencion de configuracion, con intermediario oxocarbocationico. Este

posible mecanismo catalitico, esta perdiendo peso afavor delahipétesis del intermediario covalente.

El paso previo a la hidrdlisis es la union del sustrato a enzima. Después de esta Unién
pueden producirse, segun de la topologia del enzima, la separacion completa del complejo
enzima sustrato o producirse un atagque repetitivo del sustrato avanzando alo largo de la cadena
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glucosidica hasta que otra regién hidrolizable del sustrato de situe sobre el centro activo. Al cabo
de un determinado nimero de cortes e complgo enzima sustrato acaba por disociarse
totalmente.

Seguin la topologia de su centro activo, las glicosidasas se pueden clasificar en tres
categorias, ya sea en bolsillo (pocket), surco (cleft) y tunel (tunnel).

La topologia en tunel es comin en las exopolisacaridasas, ya que es éptima para
reconocer el extremo de los polisacaridos. Se encuentra en exopolisacaridasas como la
glucoamilasa y la b-amilasa y también en monosacaridasas como las b-galactosidasas,
b-glucosidasas, sialidasas y neuraminidasas.

La topologia en surco permite acceder aeatoriamente a los azlicares internos del
polisacarido, por ello es comun entre endopolisacaridases, lisozimas, endocelulasas, quitinasas,
a-amilases, xilanasas, b (1-3),(1-4)glucanasas y b (1-»3) glucanasas.

La topologia de tunel deriva de la tipo surco, pero con la variacion en la longitud de los
lazos exteriores del surco los cuales son mucho mayores llegando a cubrir e centro activo. Este
tipo de estructura tan sblo se han encontrado en las celobiohidrolasas , enzimas con actividad exo
gue liberan progresivamente unidades de cel obiosa.

Los enzimas en genera, se clasifican usando un codigo asignado por la Enzyme
Comission (E.C.) de la International Union of Biochemistry. En el caso de las b(1-3),(1~4)
glucanasas estarian clasificadas con €l cédigo E.C. 3.2.1.73. Dicha clasificacion tiene que ver
con el tipo de reaccién que realiza el enzima. El 3 corresponde alas hidrolasas, € 2 glicosidasas,
el 1 a heteroatdmo del enlace glicosidico hidrolizado (1 para enlaces O-glicosidicos, 2 para
enlaces N-glicosidicos, 3 para enlaces S-glicosidicos), y € 73 a la especificidad de substrato.
Ahora bien, en e caso de las glicosidasas, también pueden presentan actividad sobre otros
sustratos, por |o que esta clasificacion puede resultar insuficiente. Debido a esto Henrissat (1991)
propuso una clasificacion basada en la secuencia aminoacidica de las 301 glicosidasas conocidas
en aquel momento, aprovechando la correlacion entre secuenciay estructura, subclasificandolas.
En la actualidad ya se han identificado en 87 familias, que son periddicamente actualizadas en la
paginaweb (http://afmb.cnrs-mrs.fr/~pedro/CAZY /ghf.html).

Ahora bien, en esta clasificacion se observa como enzimas estructuralmente diferentes
tienen especificidad por sustratos similares por evolucion convergente y enzimas de la misma
familia presentan especificidades diferentes, fruto de una evolucion divergente, por 1o que esta
clasificacion puede darnos informacién mecanicista sobre el enzimay ciertos indicios sobre la

especificidad por sustrato.
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[.B.1.- Glucanasas

La b(1-3),(I-4) glucanasa de Bacillus licheniformis pertenece a la familia 16 de las
glucosidasas. Las b(1-3),(I-4) glucanasas (EC 3.2.1.73) bacterianas aisladas hasta la fecha se
encuentran mayoritariamnete en el género Bacillus, pero también se han aislado de Clostridium
thermocellum, Fibrobacter succinogenes y Rhodothermus marinus. A esta familia también
pertenecen otras glucohidrolasas como la b(1-3) glucanasa (EC 3.2.1.39) de B. circulans, la
laminarinasa (EC 3.2.1.39) de C.thermocellum, la agarasa (EC 3.2.1.81) de Streptomyces
coelicolor y lak-carragenasa (EC 3.2.1.83) de Alteromonas carrageenovora.

También encontramos en la familia 17 las b(1-3),(I-4) glucanasas, y las b(1-3)
glucanasas (EC 3.2.1.39) de plantas (Hordeum vulgare, Oryza sativam, Avena sativa, Triticum
aestivumy Nicotiniana plumbaginifolia), asi como la exo-b(1~3)glucanasas (EC 3,2.1,58) de
levadura.

En los cereales intervienen en e metabolismo de los b(1-3),(I-4)glucanos de los
cereales durante e proceso de germinacion. Estos son producidos en la aleurona, la capa méas
externa del endosperma, y son secretados hacia €l interior del endosperma donde degradan las
paredes celulares y permiten el acceso a los enzima amidoliticos a los gréanulos de almidén que
actuan como fuente de energia (Ballance et al., 1976). También podrian actuar en los procesos
de formacion de tejidos vegetativos jovenes (Slakeski et al., 1990).

Los dos isoenzimas de b(1-3),(I-4) glucanasa de cebada que se conocen son
monoméricos, y tienen un peso molecular de unos 30 kDay contienen un sitio de glicosidacion.

Las b(1-3),(I-4) glucanasas de cebada presentan una estrutura en barril (éb)s con una
elevada identidad (50%) a las b(1-3) glucanasas expresadas por las plantas en mecanismo de
defensa ante infecciones microbianas (Dixon y Lamb, 1990), actuando principalmente en la
digestion de paredes celulares de hongos (Hrmova y Fincher, 1993). También sus estructuras
cristalogréfica son tremendamente similar y la posicion de sus residuos cataliticos (Chen et al.,
1993) esta conservada. Esto podria hacer pensar que han evolucionado a partir de un ancestro
comun hacia especificidades de sustratato diferentes (Varghese et al, 1994; figura 4b).

Las b(1~3),(I-4) glucanasas bacterianas son secretadas al medio extracelular por lo que
se les supone una funcién en la degradacion de diferentes sustratos para la obtencion de energia
por parte de la célula. Se trata de enzima con estructuraen “jellroll” b-sandwich de entre 25 a 30
kDa (Borriss et al., 1990; Gosalbes et al., 1991; Louw et al. 1993; Juncosa et al., 1994b), con
punto isoeléctrico basico, altatoleranciade pH y altatermorresistencia.
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1 50
Blich MSYRVKRMLM LLVTGLFLSL STFAAS. ... .ASAQT.... GGSFYEPFNNY NTGLWXAD GYSN
Brac ... MKKSCF TLVTTFAFSL |...FS.... .VSALA ... GSVFWEP LSYFNRSTWEKAD GYSN
Bpoly ..MWKKSW TLM TGVISL F...FS.... .VSAFA. ... G\NVFWEP LSYFNSSTWXAD GYSN
Bsub . MPYLKRVLL LLVTGLFMSL FAVTAT.... .ASAQT.... GGSFFDPFNGY NSGFWXAD GYSN
Bany ....MRVLL ILVTGLFMSL CG TSS. . . VSAQT. ... GGSFFEPFNSY NSGLWXAD GYSN
Cther ...MKNRVIS LLMASLLLVL SV VAPFYKA EAATWV. . NTPFVAVFSNF DSSQAEKAD . WAN
Bbrev ...MAKSKYL VFI SVFSLLF GVFWGFSHQ GVKAEEERPM GTAFYESFDAF DDERWSKAG VV\TN
* * * %
100

Blich GNVFNC TWRANNVSMIT SLGEMRLSLT S. . PSYNKFDCGEYRSVQTY GYGLYEVNWK PAKNVA VS
Brac  GGVFNC TWRANNYNFT NDGKLKLGLT S. . SAYNKFDCAEYRSTN Y GYGLYEVSMK PAKNTG VS
Bpoly GQVFNC TWRANNVNFT NDGKLKLSLT S. . PANNKFDCGEYRSTNNY GYGLYEVSMK PAKNTA VS
Bsub  GNVFNC TWRANNVSMI'T SLGEMRLALT S. . PAYNKFDCGENRSVQTY GYGLYEVRWK PAKNTA VS
Bany  GDMFNC TWRANNVSMIT SLGEMRLALT S. . PSYNKFDCGENRSVQTY GYGLYEVRMK PAKNTG VS
Cther GSVFNC WKPSQVTFS N. GKM LTLD REYGGSYPYKSGEYRTKSFF GYGYYEVRWK AAKNVG VS
Bbr ev GQVFNA TW(PEQ\/ T ADGLIVRLTI A KKTTSARNYKAGELRTNDFY HYGLFEVSMK PAKVEGTVS

* * . * i ) i * * ) * * ) %k k% * % * k%
150

Blich S FFTYTG .PT DGIPWDEI DI EFLGKDTTKY QFNYYTNGVG NHEKI VNLGF DAANSYHTYA FDW
Brac S FFTYTG . PA HGTQWDEI DI EFLGKDTTKV QFNYYTNGVG GHEKVI SLG- DASKGFHTYA FDW
Bpoly S FFTYTG .PS HGTQADEI DI EFLGKDTTKVY QFNYYTNGVG GHEKI | NLGF DASTSFHTYA FDW
Bsub S FFTYTG . PT DGIPWDEI DI EFLGKDTTKV QFNYYTNGAG NHEKI VDLGF DAANAYHTYA FDN
Bany S FFTYTG .PT EGIPVDEI DI EFLGKDTTKV QFNYYTNGAG NHEKFADLGF DAANAYHTYA FDW
Cther S FFTYTG . PS DNNPWDEI DI EFLGKDTTKV QFNWYKNGVG GNEYLHNLGF DASCQDFHTYG FEW
Bbrev S FFTYTGEWDW DGDPWDEI DI EFLGKDTTRI  QFNYFTNGVG GNEFYYDLGF DASESFNTYA FEW

* *kkkk*k **************.- * k% X **k % i * k% **. ) **. *.*

200 250

Blich QPNSI KWVDGQLKHTA TTQ PQTPGK | MUINLWNGAG VDEW.GSYNG VT. PLYAHYNVWRSTKR. .
Brac  QPGYI KAWVDGVLKHTA TANI PSTPCGK | MINLWNGTG VDDW.GSYNG AN. PLYAEYDW/KYTSN

Bpoly QPGYl KWVDGVLKHTA TTNI PSTPGK | MVNLWNGTG VDSW.GSYNG AN. PLYAEYDVWKYTSN. .
Bsub  QPNSI KWVDGQLKHTA TNQ PTTLGK | MUINLWNGTG VDEW.GSYNG VN. PLYAHYDW/RYTKK. .
Bany  QPNSI KWVDGQLKHTA TTQ PAAPGK | MMINLWNGTG VDDW.GSYNG VN. PI YAHYDWWVRYRKK. .

Cther RPDYI DFYVDGKKVYRG TRNI PVTPGK | MMNLWPGE G VDEW.GRYDG RT. PLQAEYEYVKYYPNGV
Bbr ev REDSI TW(VNC-EAVHI'A TEN PQTPK | MUINLWPGVG VDG/\TGVFDG IJ\ITPVYSYYDV\X/RYTPLQ\I

* % * * % * k*kkkkk * *x *k* *x *

Bl i Ch . e
BB . e e e
BPOl Y . e
BSUD . e
BanY L e
Ct her P QONPTPTPTI  APSTPTNPNL PLKCGDVNGDG HVNSSDYSLFKRYLLRVI DR FPVGD@VAD VNR

Bbhrev Y QU HQ ... e

346
Blich ....... ... ...... ...... B.lichenifornis (Lloberas et al., 1991).
Brac ....... ... ... o0 . Bacillus macerans (Borriss et al.,1990).
Bpoly ....... .. ... . . L. Baci | | us pol ynyxa (Gosal bes et al ., 1991).
Bsub ....... .o Bacillus subtilis (Murphy et al., 1984).
Bany ... B. anyl ol i guef aci ens (Hof enei ster et al., 1986).
Cther DCRIDST DLTMLKRYLI RAIPSL d ostridiumthernocel | um (Schinmng et al.1992).
Borev ....... ... .. .. L. Bacillus brevis (Maureen et al.,1993).

Figura1.5.: Alineamiento de las secuencias aminoacidicas de isozimas de lafamilia de las & (1-3),(1~4) glucanases
microbianas. Simbolos. * laidentidad entre los diferentes residuos. . cambio conservativo.

Las b(1~3),(l-4) glucanasas del género Bacillus son las mejor caracterizadas. Han sido
clonados los genes de B. subtilis (Cantwell y McConnell,1983), B. amyloliquefaciens
(Hofemeister et al., 1986; Borriss et al., 1990) B. macerans (Borriss et al., 1988; Borris et al.
1990), B. circulans (Bueno et al., 1990; Yahata et al., 1990), B. polymyxa (Gosalbes et al.,
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1991), B. licheniformis (LIoberas et al., 1991) y B. brevis (Louw et al., 1993). Aunque también
se conocen otras como las de Fibrobacter succinogenes (Teather y Erfle, 1990), de Closfridium
thermocellum (Schimming et al., 1992), de Ruminococcus flavefaciens (Flint et al., 1993) y de
Rhodothermus marinus (Spilliaert et al., 1994).

En nuestro grupo se trabga principamente con la b(1-3),(I-4)glucanasa de B.
licheniformis, una proteina de 214 aminoécidos y 24370 Day un punto isoeléctrico basico (pl
8.5-8.7). Con este enzima se redlizan estudios de estructura/funcion, termostabilidad y
mecanisticos. El enzimafue aislado a partir de residuos de laindustria papeleras (LIoberaset al.,
1988), posteriormente se clond, secuencié y expresd en E. coli (Lloberas et al., 1991),
caracterizando cinéticamente la proteina purificada (Planas et al., 1992a), y posteriormente se
mejor6 el proceso de expresion y purificacion (Planas et al., 1992b). En un primer momento se
realizd una aproximacion a su estructura por espectroscopia de infrarojos con transformada de
Fourier (Querol et al., 1992), aunque posteriormente se consiguio cristalizar y resolver su
estructura por difraccion por rayos X (Hahn et al., 1995). Presenta su actividad maximaa pH 7.2
y 55° C (Pons, 1996; Ponset al., 1997b).

L as actividades observadas para sustratos naturales como liguenano de musgo (Cretaria
islandica) o & b(1-3),(I-4)glucano de cebada son muy similares a las observadas en los enzimas
de B. amyloquefaciens o B. macerans (Planas et al., 1992; Malet et al., 1993). Ahora bien, €l
elevado error que se derivaban de medir las actividades usando sustratos naturales, alrededor del
25 % se intentd subsanar usando como sustratos oligosacaridos cromoféricos de bajo peso
molecular (Malety Planas, 1997).

M ediante mutagénesis dirigida se determinaron |os aminoéacidos cataliticos esenciales que
resultaron ser e Glul34 y Glul38 (Planas et al., 1992b; Juncosa et al., 1994a). También se
determiné que un tercer residuo, € Aspl36, aun no siendo esencial, s es tremendamente
importante pues contribuye a modular el pK en el microentorno de los residuos catal iticos. Estos
mismos residuos fueron posteriormente identificados en B. macerans (Hahn et al., 1995h).
Posteriormente se asignd el papel de nucleofilo catalitico al Glul34 y el de base genera a
Glu138 mediante rescate quimico de mutantes inactivos (Viladot et al. 1999, Viladot 1999).

|.B.2.- Aplicacién biotecnol 6gica de las glucohidrolasas en generdl

Harinas : Las amilasas se usan para degradar los almidones y las pentosanasas para
degradar polimeros de arabinosasy xilosa. Las amilasas se usan para unificar las cualidades de la

harina, ya que €l trigo puede presentar contenidos muy diversos de fibray amidon. Eso permite
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controlar las propiedades de la masa del pan. Las a-amilasas de origen fungico son las méas
utilizadas todo y que las de origen bacteriano confieren menor rigidez a producto final (Van
Oort y Hamer, 1991).

Vitivinicola y zumos de frutas: Los compuestos més usados son |as pectinasas, proteasas,
celulasas y hemicelulasas. Esto permite la mejora en la extraccion de los mostos 0 zumos de las
vacuolas del interior de las célulasy lafiltracion de los mostros 0 zumos.

Textil: La primera aplicacion fue el lavado a la piedra de los pantalones tejanos.
Mejoraba los rendimientos ya que el lavado fisico a la piedra deterioraba las prendas y las
maguinaria. El bioblanqueo producido por las b(l-4) glucanasas es debido a que cortan las
cadenas mas externas de las microfibrillas. Esta caracteristica puede ser usada para destefiir el
producto ya que las fibras externas son las que acumulan la mayor parte del tinte. El efecto de
desencrudado de la fibra de algodén producido por b(l-4) glucanasas produce un tacto méas
suave de latelay reduce la formacion de bolas con el uso de la prenda. Todo ello contribuye a
consiguir un producto final més uniforme (West, 1991).

Farmacia: Aplicaciones parta tests de determinacion de desordenes intestinales, por
giemplo lacelobiasa (West, 1991).

Quimica: Permite modificar o sintetizar nuevos azucares complejos aprovechando la
estereoselectividad de los enzimas. Es en muchos casos una buena alternativa a la sintesis
quimica.

Otros. A partir de paredes de levaduras hidrolizadas se pueden producir adhesivos,
bioemulsificadores, hidrolizados de celulosa para galletas bajas en calorias, produccion de
combustibles liquidos a partir de residuos agricolas, urbanos e industriales, sobre todo en la
industria papelera (Bielecki y Galas, 1991; Pitson, 1993; Gilkes, 1991; Warren, 1993).

|.B.3.- Aplicacion biotecnol 6gica de las b(l-3)(I-4)glucanasas

El uso de estos enzimas en cuanto a volumen de consumo se concentra basicamente en
dos industrias. la cervecera y la industria de fabricacion de piensos. La industria usa estos
enzimas para la produccion de piensos dirigidos a animales con estdmagos monogastricos,
principalmente cerdos y aves. A estos animales les es imposible realizar una degradacion
completa de los b(I-3)(l-4)glucanos provenientes del endosperma del grano y al tratarse este de
uno de los componentes de la pared celular su presencia dificulta el acceso al interior celular,
impediendo €l acceso a los granulos de almidén, lipidos y otras reservas proteica de las celulas

del grano. Esto produce ademas un aumento en la viscosidad que no tan solo se traduce en una
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pobre asimilacion de estos azucares, sino que ademas se produce un complejamiento con algunos
enzimas digestivos (Ikeda y Kusano, 1983) que pierden parcialmente su eficacia. Esta masa
viscosa dificulta la asimilacion de los diferentes nutrientes por parte del intestino. Ademés estos
glucanos son responsables de un problema conocido como heces liquidas (Pérez-Vendrell y
Francesch, 1991) entre los avicultores, ya que aumentan el contenido de agua de las heces
produciendo enfermedades en |as extremidades de las aves y sal picaduras de heces en |os huevos
con la consiguiente pérdida de valor comercial.

Los glucanos provenientes de las maltas contribuyen a dar cuerpo a la cerveza
contribuyendo a proporcionar aroma y estabilizar 1a espuma. Pero también generan problemas
derivados de la barrera fisica que los glucanos (Bamforth 1982) suponen para €l acceso de las
amilasas a granulo de amidén del endosperma, retardando y bajando el rendimiento del proceso
de extracciéon de los azucares para la fermentacién. Aumenta la viscosidad y turbidez del
producto reduciendo la velocidad de filtracion del producto. Ademés los filtros se saturan con
mayor facilidad encareciendo considerablemente el proceso.

En definitiva, el uso de glucanasas puede minimizar todos estos problemas.

El lazo entre las posiciones 51 y 67 fue estudiado en nuestro grupo por Jaume Pons. Se
trata de un gran lazo que se situa lateralmente a lo largo de surco del centro activo de la
3-glucanasa. Debido a su gran tamafio y por encontrarse dentro del centro activo, se creyo
interesante estudiar detenidamente este lazo. Y a que estas dos caracteristicas hacian pensar que
podia tener un papel relevante tanto en la catélisis como en la estabilidad térmica del enzima. El
papel de los aminoacidos en cada una de sus posiciones en €l |azo se estudié mediante la técnica
“alanine scanning mutagenesis’ (Cunningham y Wells, 1989), cambiando cada posicion
aminoacidica por alanina.

De todas las posiciones aminoacidicas estudiadas, la que resultdé mas interesante fue la posicién
58, que se encuentra precisamente en el vértice del lazo, en la posicion més proxima a los
aminoéacidos del centro activo. EI mutantes M58A, representante de la posicion 58, presentaba
una actividad cerca de 6 veces mayor aladel enzimasilvestre. Este hecho reafirmé el interes del

grupo por €l lazo y més concretamente por estudiar la posicion 58.
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|.C.- OBJETIVOS

El objetivo genera se engloba dentro de lalinea de investigacion del grupo en ingenieria
de proteinas de las glucohidrolasas para analizar larelacion entre estructuray funcion de las
proteinay redisefiar su actividad y estabilidad.

Como objetivos especificos de estatesis esta :

1. Redisefiar € enzima con objeto de tratar de mejorar la actividad enzimética y
determinar lafuncion del 1azo mayor del centro activo en dicho proceso.

2. Andlisisy redisefio de la estabilidad térmica del enzima, en particular determinar la
influencia del lazo mayor en la desnaturalizacion térmica, relaciondndolo con el
proceso Y tipo de plegamiento. Asimismo del de unién de Cat++.
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I1.- Material y métodos

I1.A.- MATERIAL
[1.A.1.- EQuipamiento

Agitador voértex Heidolp Top-mix 94323

Autoclave Matachana 140 L2

Balanzas Sartorius R200 y PT1200

Bario termostatizado bioblock 92617

Bario termostatizado de agua Huber Polystat

Bario termostatizado de agua LKB 2219.Multitemp 11
Campana de flujo laminar Telstar CAM 1400-I
Centrifuga Heraeus Minifuge T

Centrifuga Sorvall RCSC

Contador Geiger Minimotor G-M tube

Cubetas de electroforesis para geles de agarosa BioRad
Desionizador de agua Milli-Qplus

Equipo de secuenciacion Macrophor, Pharmacia
Espectrofotometro Varian, Cary 1Ey Cary 4

Estufa de cultivos Memmert

Estufa de secado Heraeus

Fuentes de alimentacion Atom 502, BioRad 200/2.0 y LKB 2297 Macrodrive 5
Incubador de aire con agitacion orbital Braun, modelo Centromat

Lamparade iluminacion UV Atom, Uvatom-70

Medidor de pH Radiometer, pH Meter 26

Microcentrifuga Eppendorf, modelo 5415 C

Rotores SS34, GSA y SW.27

Transiluminadores de radiacion ultravioleta Ultra-Violet Products, TM-36 y TC-365-A
Termociclador MiniCycler

Ultracentrifuga preparativa Beckman L8-M

Ordenador Gréfico “Silicom Graphics Indigo 2”

[1.A.2.- Cepas de E. coli usadas

TG1 [supE hsdD5 thi D(lac-proAB) F' (traD36 proAB™ lacl9 laczDM 15)]
XL1-Blue [r recA” ] es unacepa recA” permisiva supresora de mutaciones -ambar que

modifica pero no restringe el DNA transfectado y que permite la seleccion con b-galactosidasa.
El genotipo de la cepa es sUupE™ lac- hsdR17 recA 1 F proAB™ lacl91 acZzaM15 (Bullock et al.,
1987).

BL21(DES3). Es una cepa para expresion, lisdgena del fago| DE3, que incorporael gen de
la T7-RNA polimerasa bajo el control del promotor lacUV5, inducible por IPTG. Deficiente en
TrxB (Tioredoxina). Resistencia a Kanamicina.
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I1.A.3.- Vectores

Tanto la expresién como clonaje se han realizado usando el pldsmido pUC119. Aungue
también se usd PET21, con unos niveles de expresion altisimos pero en los que casi toda la
proteina se encontraba en la fraccion insoluble del cultivo. Esta proteina se podia recuperar
usando urea, pero la proteina asi obtenida no era muy recomendable usarla para caracterizar |os
parametros cinéticos del enzima. Por lo que se dejo de lado la expresion PET21.

El plasmido pUC119 es un fagémido, es decir, derivadel plasmido pUC19 a que sele ha
anadido secuencia de iniciacion, terminacion y empagquetamiento del fago M13KO7. Esta
caracteristica permitiria la obtencion de un DNA monohebra (sssDNA), que serviria para
secuenciarlo o para usarlo en mutagénesis dirigida.

Se trata de un plasmido de alto nimero de copias, esto a parte de conseguir un nivel de
expresion de proteina clonada aceptable, permite purificar gran cantidad de DNA de los cultivos.
Este alto nUmero de copias (Sambrook, J. et al., 1989), alrededor de unas 600, es debido a que
carece del gen rop que controla e nimero de copias y que se sitla a lado del origen de
replicacion (ori).
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Figurall.1.: Esquemadel pldsmido pUC119, seindicatambién la posicion de sus dianas Unicas.
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I1.B.-MEDIOSDE CULTIVO

[1.B.1.- Métodos de esterilizacion

Todos los medios de cultivos y soluciones que no se degradan a altas temperaturas, han
sido autoclavados a 120 °C durante a 20 minutos.
En el caso de antibidticos, €l X-gal o €l IPTG que no soportan estas temperaturas la

esterilizacion se realiza usando un filtro de 0.22 mm de didmetro de poro.

[1.B.2.- Composicion de los medios de cultivo

L as concentraciones de antibi 6ticos, basicamente ampicilina, tanto en medio sélido como
en liquido suele ser 100 ng/L Aunque ocasionalmente para mutantes que expresan poca proteina

puede llegarse a 200 ng/L.

Medio LB (Luria-Bertani)
Medio rico usado norma mente como medio sdlido en placas de Petri.

Bactotriptona (Adsa-Micro) 10 g
Extracto de levadura (Adsa-Micro) 59

NaCl (Fluka) 109
Agar (Adsa-Micro) 159

Enrasar hasta 1 L con agua destilada

Nutrient Agar (Adsa-Micro)
Medio rico ya preparado, también muy usado para cultivo sdlido en placas de Petri.

Extracto de carne 1g
Extracto de levadura 29
Peptona 59
NaCl 59
Agar 159

Proporciones por litro de medio.

Medio 2YT
Medio liquido rico para obtener un ato titulo de células, y por ende mucho DNA o
proteinas.

Bactotriptona (Adsa-Micro) 10 g
Extracto de levadura (Adsa-Micro) 59

NaCl (Fluka) 109
Agar (Adsa-Micro) 159

Enrasar hasta 1 L con agua destilada.



Material y métodos 20

Medio 2SB Broth (Scharlau)
Medio liquido muy rico, lo usamos para producir grandes cantidades de proteinas.

Peptona (caseina triptomizada) 24 g
Extracto de levadura 48 g
Fosfato dipotésico 159
Fosfato potasico 179

Proporciones por litro de medio.

[1.B.3.- Preparacion de placas de Petri con X-Gal, IPTG y ampicilina

Usando como base e medio LB, ya esterilizado, pero antes de que solidifique, se le
anaden X-Gal, IPTG y ampicilina, esterilizados usando un filtro de 0.22 mm de diametro de poro

El X-Gal en un sustrato de la b-galactosidasa y sirve para identificar las bacterias LacZ".
Cuando es prodesado hira a azul. Se suele preparar a una concentacion de 20 mg/ml en
dimetilformamida en la disolucion de Stock. La disolucion final en el medio sera de 50 pg/ml.
Su conservacion hade ser a4°C en ausencia de luz.

El IPTG permite liberar el represor de LacZ. Se prepara a una concentracion Stock de 20
mg/ml en H,O. La concentracion final en el medio serdde 50 pg/ml.

La ampicilina es €l antibiotico usado con el PUC119. Se prepara a una concentracion
Stock de 100 mg/ml en H2O. La concentracion final en el medio sera de 50 pg/ml.

[1.B.4.- Preparacion de placas de Petri con b-glucano para €l test de actividad de lab-glucanasa

El b-glucano, que afiadiremos al litro de medio, se solubiliza en agua ( @50ml) por litro a
una temperatura de 65°C y sonicando si fuera necesario. La solubilizacion toma su tiempo y es
conveniente emprender la tarea de solubilizar € b-glucano, justo después de preparar € medio
mientras este se autoclava.

Una vez lubilizado debe ser "pasteurizado” aprovechando la temperatura del medio
después de salir del autoclave, cuando este medio esta alrededor de 80 °C. La disolucion final del

b-glucano en el medio hade ser de 0.04 %, en ladisolucion final.
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11.C.- METODOS CON CELULAS

[1.C.1.- Preparacion de células competentes

1- Inocular 3 ml de 2xYT con una colonia Unica procedente de una placa. Incubar
durante 12 horasa 37°C.

2- Inocular 2 frascos Erlenmeyer que contengan 100ml de medio 2xY T con 300 pl del
pre-cultivo anterior. Incubar hasta alcanzar una Ag00=0,6.

3- Enfriar los Erlenmeyers a 0°C en un bafio de agua con hielo picado.

4- Enfriar tubos de 50 ml estériles.

5- Transferir asépticamente los cultivos a los tubos. Centrifugar a 4.000 g durante 10
minutos a4°C.

6- Eliminar completamente el medio sobrenadante y resuspender e sedimento 1/2 del
volumen inicial con CaCl2 50 mM estéril.

7- Mantenerlo de 15 a 30 minutos en hielo picado a0°C.

8- Centrifugar a4.000g 10 minutos a4°C.

9- Eliminar completamente el sobrenadante y resuspender e sedimento en 1/15 del
volumen original con CaCl2 50 mM estéril.

10-Mantener 1 horaen hielo picado a4°C.

11- Adadir glicerol hasta el 15% (v/v) y distribuir la disolucién en tubos Eppendorf en
alicuotas de 150 pl.

[1.C.2.- Transformacion de células competentes

1- Partimos de alicuotas de 150 ul de células competentes.

2- Se le afiade una disolucion de DNA plasmidico, generamente procedente de una
reaccion de ligacion:
a:150 ul de competentes + 100 ng de plasmido en 1-5 pl de TE.
b: " +100 ng de plasmido no recombinante en 1-5 pul de TE (control positivo).
c " +5 pl de TE (control negativo).

3- Incubar en hielo picado durante 30 minutos.

4- Transferir aun bafio a42°C durante 2 minutos (temperaturay tiempo exactos).

5- Transferir inmediatamente a hielo picado.

6- Afadir 400 pl de medio rico (LB 0 2xYT) e incubar a 37°C 1 hora, para permitir la
expresion del fenotipo.

7- Extender las céulas transformadas en una placa de Petri con LB+ampicilina.

8- Incubar las placas invertidas durante 14 horas a 37°C.





