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[11.C.2.- Contribucién de los aminoécidos de la posicidn 58 en latermorresistencia de la proteina

La mayoria de los estudios de mejora de la termorresistencia en glucanasa se habian
basado sobre todo en mutantes fruto de enzimas hibridos obtenidos por permutaciones entre
diferentes regiones de las &glucanasas de B. amyloliquefaciensy B.macerans (Hahn M. et al.
1994) y mutaciones puntuales sobre todo en el lazo entre la beta 1 y 2 sobre estos mismos
hibridos (Welfle et al., 1995). La region del lazo con la que e grupo trabagja no se habia
estudiado. Se planted como objetivo determinar la contribucion de este lazo, y maéas
concretamente de la posicién 58 en los mecanismos de termoinactivacion. El estudio se realizo
midiendo la termorresistencia de los diferentes mutantes de la posicion 58 siguiendo el protocolo
que se describe en € apartado 11.L.1 a 65 ° C con tampo6n 6.5 mM é&cido citrico, 87 mM fosfato,
0.1 mM CaCly, pH 7.27, 3 mM de sustrato &G3;G-MU y 1.2 mM enzima. Este procedimiento
permite monitorizar el proceso de termoinactivacion del enzima en tiempo real, usando el
espectrofotémetro para medir la aparicion del producto de degradacion del sustrato debida a la
actividad del enzima activo en cada momento.

El gjuste de la curva que nos permitieran calcular y comparar los diferentes mutantes se hace
suponiendo que se trata de un cinética de inactivacion de primer orden (Laidler, 1979), siendo:

x =valor de laabsorbancia, o lo que eslo mismo producto generado,

a = constante de Actividad del Enzima, dado que la concentracion serd igual para todos los
enzimasy lo que nosotros realmente estamos siguiendo es actividad, indirectamente nos esta
dando unaidea de actividad del enzimaa 65 °C,

K = constante de desnaturalizacion,

t =tiempo.
d
X = K(ax)
dt
integramos
[n(a-x) = Kt+C

podemos conocer el valor de C si gjustamos at=0y x=0
C = -In(d

reemplazamos su valor en la expresién anterior
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-In(a-x) = Kt—In(a)
y despejamoslax,
x = a*(1-€ Kb+ c

con esta formula ajustamos | os datos obtenidos de | as cinéticas para | os diferentes mutates.
También establecemos para las comparaciones entre |os diferentes mutantes se calcul6 €l
tiempo que tarda en llegar el enziama a la mitad de la actividad inicial, en tanto por ciento
respecto a enzimasilvestre.
En la tabla 111.4 se muestran los resultados, y a modo de resulmen se muestra la figura
111.18, en esta gréafica aparecen todos los mutantes que ven disminuida tanto su actividad como

su termorresistencia a 65°C respecto al silvestre.

Tabla I11.4.: Vaores de tanto por ciento del tiempo en llegar a la mitad de la actividad inicia y €
tanto por ciento de la pendiente de actividad durante €l primer minuto de la cinética, estos dos Ultimos
parametros calculados respecto al enzima silvestre. También se incluye constante de Actividad del
Enzima (a) y la constante de desnaturalizacion (K). El procedimiento seguido se describe en el apartdo

I.L.1.
Mutante % Pend. %t 1o VS Wt a K
1¥ minvs
wit

wt 100 100 0.3501 0.003552
M58P 71 177 0.4472 0.001634
M58K 12 137 0.0817 0.000338
M58H 57 107 0.2305 0.002789
M58F 195 106 0.7650 0.003110
M58E 69 91 0.2122 0.003979
M58Q 33 85 0.1692 0.003749
M58R 21 82 0.0794 0.004210
M58W 74 78 0.2387 0.003572
M58l 141 67 0.3646 0.004492
M58L 79 53 0.1679 0.006650
M58V 159 40 0.2874 0.006386
M58N 43 33 0.0845 0.004816
M58G 117 25 0.1763 0.003451
M58S 54 15 0.059 0.00891

M58D 40 14 0.0387 0.004909
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FiguraIl1.18.: Mutantes de la posicion 58 con menor actividad y termorresistencia, respecto a enzima silvestre. El
ensayo se ha realizado a 65 © C con tampon 6.5 mM &cido citrico, 87 mM fosfato, 0.1 mM CaCl, y pH 7.27 en
presenciade 3 mM de sustrato (G,GsG-MeUmb).

En casi todos estos mutantes en los que se ha sustituido la metionina propia del enzima
silvestre por un aminodcido més hidréfilo disminuye la termorresistencia, a excepcion del
M58W, que aungue presenta ciertas regiones hidrofilas en su estructura podemos considerarlo
hidréfobo. La sustitucion por este aminoécido tan voluminoso, muy probablemente, ha supuesto
cambios conformacionales en la proteina mucho més importantes que los producidos en €l resto
de mutantes en los que los cambios han quedado parcialmente mitigados por e caracter
hidréfilo del aminoacido respectivo. Esto ha hecho que en este Ultimo caso la pérdida de
actividad y termorresistencia no hayan sido demasiado grandes.

En la figura 111.19 incluimos los mutantes que mejoran ya sea en actividad o en
termorresistencia, en estas condiciones experimental es.

Este ensayo permiti6 seleccionar |os enzimas cuyas caracteristicas eran méas interesantes.
Cabe indicar que los mutantes M58P y M58G pueden estar ligeramente infraestimados por €l
problema de precipitacion que se observé al resustender la proteina.

Los pardmetros que se muestran en la tabla 111.4, sirvieron para seleccionar el mutante que
presenta el més alto valor de actividad a 65 °C, es decir el M58F, y €l que presentaba una menor
constante de desnaturalizacion (K), es decir el M58P, con respecto al silvestre.
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Figura 111.19.: Mutantes de la posicién 58 con mejor actividad y/o termorresistencia, respecto a enzima
silvestre. El ensayo se harealizado a 65 °© C con tampédn 6.5 mM é&cido citrico, 87 mM fosfato, 0.1 mM CaCl, y pH
7.27 en presenciade 3 mM de sustrato (G,G:G-MeUmb).

Hay que tener en cuenta que las condiciones del ensayo son un poco especiales. El valor
de pH al que set rabaja es aquel en el que el enzima silvestre es mas activo, no el valor en € que
el enzima es més estable, y a menudo estos dos factores no coinciden. Este valor de pH permite
tener unos valores de actividad més altos, dado que en estas condiciones, € enzima trabaja a
gran velocidad. A su vez, a estar “forzando” tanto al enzima, todo el proceso de inactivacion del
enzima es visible en un corto periodo de tiempo. De hecho cuando repetimos €l ensayo pero
utilizando un tampén Acetato Sédico 50 mM, CaCl, 20 mM, pH 6 y 65 °C, las cinéticas
evolucionaban sin que se apreciase ninguna pérdida de actividad. Esto contrasta con los
resultados del ensayo en tampon citrato fosfato a pH 7.27 en las que a los 50 minutos todos los
enzimas eran préacticamente inactivos. Esto nos estd indicando que e pH juega un papel
importantisimo en todo este proceso. Ante este hecho, nos planteamos a qué podria ser debido
ese efecto. Dado que este cambio tan radical se produce en lafranjade pH que vadesde 6 a7.27,
una posibilidad es la de que una pérdida en una interaccion electrostatica por una histidina
desprotonada fuese laresponsable, ya que el valor de pK es algo mayor que 6 a 25 °C. Solamente
se encuentran 4 histidinas en la secuencia de la glucanasay estés ocupan |as posiciones 234, 174,
159y 195. Tan solo dos de ellas estan cerca de amonoécidos con una carga negativa, la histidina
174 -que interacciona con €l aspéartico 190-, y la histidina 234 -que interacciona con el glutamico
75-, y pueden estar implicadas en unainteraccion electrostética. La histidina 174 se encuentra en
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unaregion muy alejada del centro activo y en una zona muy bien estructurada, y la histidina 234
esta a5 A del glutamico 75, demasiada distancia para que tenga un efecto tan determinante
sobre la termorresistencia. La desprotonacion de esta histidina podria justificar, @ menos en
parte, la pérdida de termorresistencia experimentada por €l enzima a basificar € tampon en €l
que trabagjamos. Esta pérdida podriarondar las 13 kcal/mol, 3 kJ/mol (Van der Spoel, 2001).
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Figura 111.20.: Esquema de la estructura de la &-glucanasa.
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La contribucién de las cargas en la estabilizacion de las betas 3 y 4 sobre la 15 de la
glucanasa de B. licheniformis, es relativamente pequefia, en relacion con la de otras glucanasas
como ladel B. macerans en el que las cargas realmente contribuyen a cohesionar esta region de
laproteina, y de maneraindirectalaregion que coordinael calcio.

Si bien el pH del medio es muy importante, y determinalas interacciones que se formany
se deshacen en cada momento, hay que considerar ademas que los pKa de los aminoacidos esta
influido por su entorno, asi como de latemperatura. También hay que considerar que el pH no es
el Unico efecto que se derivade usar un tampon de Acetato sddico 50 mM, CaCl, 20 mM con pH
6 a65 ° C u otro tampon de &cido citrico 6.5 mM, 87 mM fosfato, 0.1 mM CaCl, con pH 7.2 a65
°C . El citrato quela el calcio con mayor afinidad que €l acético y puede acentuar todavia mas
estos efectos.

Todo esto explicaria porque no se aprecia pérdida de actividad cuando se incuba el
enzimasilvestre aAcNa50 mM, CaCl, 20 mM con pH 6 a65 ° C adiferencia de lo que sucedia
con €l tampon citrato/fosfato.

En definitivay resumiendo, estos pequefios cambios de pH o de concentracion de Ca™ en
el tampon pueden repercutir fuertemente en la actividad del enzima y sobre todo en su
termorresistencia

Otra consideracion arealizar, en este experimento, es que en realidad no se esta midiendo
la termorresistencia del enzima por si sola, ya que a incubarse junto al sustrato se encontra €l
enzima tanto solo como unido a sustrato. El sustrato, a Ilenar el surco del centro activo, hace
gue en la mayoria de los casos el complejo sea més termoestable, por las interacciones que se
establecen en el complejo. Esto significaria que un enzima que compleje bien el sustrato pero
tenga una baja tasa actividad, o que tenga dificultades para disociar del producto puede aparecer
como termorresistente bajo estas condiciones y sin embargo no serlo cuando € enzima se
encuentre por si solo. Para expresarlo en otras palabras, los enzimas mutantes con Kn,s bajas,
como son M58F, M58W o el enzima silvestre (wt) estarian mostrando, en presencia de sustrato

unatermorresistencia mayor ala que mostrarian en ausencia de sustrato.
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[11.C.3.- Determinacion de latermorresistencias en ausencia de sustrato

Se tomaron todos los mutantes preseleccionados, € doble mutante S34C+K?242C, el
mutante N57A (Pons, 1996) y que mostré una cierta termorresistencia; asi como, los mutantes
M58P y M58F seleccionados del experimento anterior, mas los mutantes hiperactivos M58G y
M58A para caracterizar su comportamiento a altas temperaturas y el enzima silvestre que nos
serviriade referencia

La termorresistencia de los diferentes mutantes se determiné usando €l protocolo I1.L.2.,

gue usa la actividad para determinar la presencia de enzima “nativo”.
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Figuralll.21.: En esta gré&fica se muestra la termoinactivacion a lo largo del tiempo de cada uno de estos
enzimas. En lagréfica se representan velocidades iniciales respecto al tiempo de incubacion a 65 °C en ausencia de
sustrato.

Los resultados de la determinacion de termorresistencia se muestran en la figura I11.21.
Cabe destacar que, como ya habia pasado anteriormente en experimentos de este tipo, en
concreto, los realizados (Pons, 1996) sobre otro conjunto de mutantes, la curva no se gjustaba al
model o de desnaturalizacion de dos estados.

En un principio se utiliz6 latsp como parédmetro de termorresistencia. La tso es el tiempo
gue se tarda, durante la desactivacion térmica, en alcanzar la mitad de la actividad inicial. Este
pardmetro ya se habia usado en trabajos anteriores en el grupo (Pons, 1996). Pero al observar que
laforma en la que se desviaban todas las curvas con respecto a modelo de desnaturalizacion en
dos estados era similar paratodos |os mutantes, se decidi6 probar distintos model os.
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De los diferente modelos de desnaturalizacién que se probaron, s6lo uno permitié un
buen ajuste. Ademés Unicamente ese modelo se gjustaba a todos |os mutantes. Se trataba de un
modelo de desnaturalizacion en dos fases con un intermediario semiactivo, necesario para €l
siguiente paso de la desnaturalizacién. El esquema que corresponderia a esta desnaturalizacion
en dos etapas irreversibles en la que se genera un intermediario de desnaturalizacion semiactivo

seria:

ks kd
Enativo———>Eparcialmente activo ————>Einactivo

L os parametos se definen :

Ci: concentracié inicial del enzima por actividad

ks constante de semi-inactivacion del enzima nativo
kq: constante de inactivacion del intermediario

& tanto por uno de actividad residual

Vo. Velocidad inicial

En el saco que se tratase de una termoinactivacion en un solo paso,

k
A (nativo)— B (inactivo)

la pérdida de actividad debida ala desnaturalizacidn vendria representada por la expresion,

L N
dt
integramos
In([A]) = kst
y despgjamosla[A].
(Al = [Alp-6

La desaparicion del enzima nativo se veria reflejado por una progresiva pérdida de la
velocidad de reaccion. Estas velocidades iniciales se calculan usando el protocolo especificado
en € apartado 11.L.2, dichas velocidades iniciales son proporcionales a la concentracion de

enzima nativo por su actividad,

Vornativa) = Ci - eXp (-Kst)
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Ahorabien, en este caso se trata de dos procesos acoplados,
ks kg
A — B ———>C

d[B] k

dt

_[Alo -6 = kq-[B]

La aparicion y desaparicion del intermediario también se veria reflejado con una
contribucién a velocidad de reaccion. En este caso se ha de tener en cuenta que la actividad del
intermediario esinferior ala del enzima nativo, por 1o que hemos de tener en cuenta su actividad

residua a. Por lo tanto lav, del intermediario se expresaria como,

Vofintemediario] = Ci - & + (Ks/(Ka-Ks)) - (exp (-Kst) —exp (-kq 1))

Lasuma de las dos vel ocidades inciales nos dariala v, observada:

Vo =Ci - exp (-kst) + Ci - & - (kd/(Ka-ks)) - (exp (-ks't) —exp (-kq 1))

Tablall1.5.: Parametros cal culados segun el modelo propuesto.

Mutante Ci10°  ks(sh  kq(s?) a
Wit 0.2976 0.02989 9.651-10%  0.7247
M58A 1468  0.02798 1.370-10° 0.4818
M58G 2275 003354 1.034-10%° 0.4107
M58P 0.2728 0.03377 3.650-10%  0.9087
M58F 0.5612 0.03169 1.820-10° 0.6214
N57A 0.2857 0.02399 1.028:10° 0.7581

S34C+K242C  0.1855 0.03507 4.961-10°  0.4839

Estos datos permiten tener una idea sobre como avanza el proceso de desnaturalizacion
de laproteina.

La constante de de semi-inactivacion del enzima nativo (ks) es, como minimo, de un orden
de magnitud mayor que la constante de inactivacion del intermediario (kd). Estas diferencia en
ordenes de magnitud entre ks y kq implicaria que el intermediario es unas diez veces més estable
gue la proteina nativa. En las condiciones del ensayo, se ha producido un cambio configuracional
de dificil reversion ya que € equilibrio de dicha reaccion esta desplazado hacia la inactivacion
del enzima.

La formacion del primer intermediario es imprescindible para que tenga lugar el siguiente

paso de desnaturalizacién. En ambos casos, se trata de un proceso irreversible.
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La desnaturalizacién térmica de los diferentes mutantes de la posicién 58 de la b-glucanasa
asi como del enzima silvestre y del mutante S34C+K?242C presentan una primera fase muy
similar en todos los casos. En esta fase el valor de ks se aproxima a 0.03 s*. Estos resultados
hacen pensar que, en esta primera fase, no estan implicados ni el 1azo mayor del surco del centro
activo ni los extremos C y N terminales, ya que las diferentes mutaciones se localizan en dichos

elementos estrutural es.

1.0

= M58P

a

58F Ar =-0.1527Ln(Ai) + 0.5374
R?=0.9994

0.4 M58G

0.1 1 10
Actividad Inicial

Figuralll.22.: Actividad residual del intermediario respecto asu actividad inicial.

Cuando se comparan los diferentes mutantes, figura I11.22 se observa una relacion lineal,
inversamente proporcional, entre la actividad inicial del mutante y la actividad del intermediario
(&) excepto para el mutante M58P. El mutante M58P rigidiza €l lazo y fuerza el giro del mismo
precisamente por la posicion 58, el lugar por el que el 1azo gira. En este caso la conservacion de
la estructura, no depende, de lainteraccion con su hidrofébico del grupo lateral en medio de una
zona hidrofébica como seria el caso de la metionina. La conservacion de este angulo de giro
estaria garantizada por la mera presencia del aminoacido en dicha posicion.

En la segunda fase se aprecian las diferencias mas claras, sobre todo en el caso del mutante
M58P. Este mutante muestra una termorresistencia excepcional, y ademas presenta la
peculiaridad de que su actividad residual es muy alta, alrededor de un 90 % de la proteina nativa.
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Existe una relacion inversamente proporciona entre la actividad residual del intermediario y la
constante de inactivacion del segundo intermediario. Esta proporciona una idea de cuan cercano
esta este segundo intermediario de la estructura nativa. En principio, cuanto més préximos esten
los valores de la actividad residual, mas proximo estard € intermediario y la forma nativa. El
valor de &, laactividad residual, del mutantes M58P esta mucho més cercano a 1 -actividad que
corresponderia si la actividad del intermediario fueraigual a nativo- que en € valor de a del
mutante M58G.

En el caso del mutante M58G -sin grupo lateral- la modificacién de este angulo en el
extremo del lazo esta tremendamente facilitado.

En definitiva, y expresando de otra manera, podemos afirmar que cuanto mayor es la
actividad inicial méas comprometida queda la actividad del intermediario de desactivacion.

Intentemos visualizar esto mediante una imagen. El lazo principal est4 sujeto a la
estructura através de las betas 2 y 3. La cara interna del lazo, desde la posicién 58 a la 66,
parece ser la encargada de anclar €l lazo a resto de la proteina. El lazo interacciona con la
estructura ya sea por interaccion electrostética -como la arginina de la posicion 64 con el
glutdmico de la posicion 89 ubicado en la beta 5-, o por las interacciones hidrofébicas -en las
posiciones 58, 59 y 63 con diferentes aminoécidos de las cadenas betas 14, 7 y lazos adyacentes-.
También es determinante € puente disulfuro entre la posicion 61y 1a 90, que unelabeta3 alab.

El lado de laluz del surco —a diferencia de la cara interna del lazo- estaria mas implicado
en lainteraccién con el sustrato propiamente dichay podria modular la actividad del enzima con
su movimiento y el de otras zonas de la proteina. Desde esta prespectiva, € aumento de la
actividad, que se produce a ir disminuyendo la longitud de la cadena lateral de los aminoécidos
hidrofébicos alifaticos, estaria relacionado con el aumento de movilidad. A su vez este aumento
en movilidad se produciria por la reduccién de las interacciones de la cadena lateral del
aminoécido de la posicion 58 en su entorno hidr6fobo, dejando mas suelta la cara interna del
lazo. Pero latension producida por este aumento de la movilidad del lazo para algunos mutantes
repercutird de forma directa sobre las zonas de la proteina en las que se asienta € lazo.
Concretamente y para simplificar, las cadenas betas més afectadas por el aumento de la
movilidad del lazo serian las 3, 2, 14, indirectamente la 4, y ,sobre todo, la 5 debido a puente
disulfuro.

La termoestabilizacion por sustitucion de prolinas en los lazos también se da en otras
proteinas. A modo de gemplo, en la oligo-1,6-glucosidasa de B. thermoglucosidasius, que

presenta un 72 % de homologia con la oligo-1,6-glucosidasa de B. cereus, se han sustituido 14 de
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sus 558 residuos por prolinas. Esto ha dado lugar a un enzima extremadamente termoestable
(Watanabe et al, 1991).

Para entender mejor los resultados es interesante separar en la representacion gréfica la
proteina en conformacion nativa del intermediario de termoinactivacion. Para ello tomamos
como A la concentracién de enzima nativo y como B la del intermediario de termoinactivacion,

definimos sus respectivos valores con las formulas siguientes:

VoAl = Ci - exp (-ks't)
Voig] = Gi - & - (K/(Ka-Ks)) - (exp (-Kst) —exp (-Kq 1))

Estas ecuaciones nos permitira expresar graficamente la proporcion de proteina nativa, de
intermediario y de proteina inactiva durante el proceso de desnaturalizacion. De esta manera,
podemos ver que en todos los mutantes de la posicién 58 estudiados, arededor de los 180
minutos ya ha desaparecido casi toda la proteina nativay que es €l segundo intermediario € que
marca |as verdaderas diferencias de termoresistencia.

De todos estos mutantes, el que presenta un menor valor de ks es el N57A. Ademés €
N57A presentaun valor de & (actividad residual) mas alto que la proteina silvestre. Ahora bien,
su kq es ligeramente inferior que la del silvestre. Los valores de estos parametros hacen que €l
mutante N57A parezca ser algo més termorresistente a principio de la termoinactivacion. Sin
embargo, si observamos cada una de las gréficas en su conjunto considerando tiempos superiores
a 300 minutos, estas diferencias van desapareciendo. Se ha descrito que €l residuo asparagina
sufre desaminacion por el incremento de la temperatura y esta caracteristica ha sido utilizada
para disefiar mutantes termorresistentes. En este caso no tendriaimportancia puesto que no tiene
un papel relevante ni en la estructura del 1azo ni en lainteraccion con € sustrato.

El doble mutante, S34C+K242C se disefi6 con la intencion de mejorar la
termorresistencia del enzima, puesto que a primera vista las colas eran unas buenas candidatas a
ser € lugar por donde se iniciala desnaturalizacion de la estructura, especialmente por la cola N-
terminal, figura 111.23. Este intento de aumentar la termorresitencia no dio los resultados
esperados. Sin embargo, si que aporta una idea interesante y es que aunque acelera el transito

entre la conformacion nativa hacia el intermediario, esta estabilizando e intermediario.
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Figurall1.23.: Se muestra la termoinactivacion a lo largo del
tiempo de los diferentes mutantes por separado. Se diferencian
las dos posibles poblaciones de enzima activo. A, enzima en
configuracion nativay B, €l intermediario.
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Utilizar un puente disulfuro para estabilizar una proteina tiene el inconveniente de que
s0lo se puede inferir que se ha encontrado la zona por la que la proteina comienza a
desestructurarse s conseguimos que mejore su termorresistencia. Cualquier otro resultado es
dificil deinterpretar. En €l caso del puente introducido mediante el doble mutante S34C+K242C,
y observando la figura [11.23, aparentemente no se aprecia una mejora clara en la
termorresistencia del enzima. Ahora bien, si se analizan los parametros més detenidamente se
observa que con esta modificacién se ha acelerado el proceso de formacion del primer
intermediario de desnaturalizacion. Esta aceleracion se puede atribuir a una desestabilizacion de
la zona, ya sea simplemente por haber cambiado dos aminoécidos hidrofilos por dos hidréfobos
(los puentes S-S tienen esa caracteristica) -favoreciendo la formacion de zonas de contacto entre
proteinas-, 0 por someter a ciertatensién estructural 1a zona de la proteina en la que se localiza €l
enlace. Pero lo que resulta més interesante de este mutante es que aunque facilita la aparicion del
primer intermediario también lo estabiliza. Los valores que observamos de kg son practicamente
lamitad que en &l enzima silvestre. Este dato es un indicio que podria apuntar a que es la cadena
beta 1, o una region muy proxima de la proteina, podria estar implicada en la desactivacion del
primer intermediario, y que de alguna forma el enlace que hemos forzado entre labeta 1 y la 15
esta retardando este proceso. En este caso, el gel de SDS-PAGE mostraba que en este mutante el
puente disulfuro se habiaformado, figuralll.14..

Estos resultados nos llevan a estudiar laregion de las betas 1 a 5. Welfle et al. (1996) ya
habian hecho otras aproximaciones utilizando hibridos del enzima de B. macerans a las que se
sustituyé su extremo N-termina por el de B. amyloliquefaciens. De esta forma, se generaron
diferentes proteinas hibridas. De entre ellas, €l hibrido con los primeros 16 aminoécidos de la
region N-termina correspondentes a la glucanasa de B. amyloliquefaciens y los demés a la
glucanasa de B. macerans mejord su termorresistencia. Sin embargo, en este caso, esta estrategia
no tendria mucho sentido, ya que la glucanasa proveniente de B. licheniformis, es
tremendamente parecida ala de B. amyloliquefaciens.

[11.C.4.- Intento de estabilizacién del lazo entre la beta 1 y 2 mediante creacion de un puente
disulfuro

Con el doble mutante S34C+K242C ya habiamos tratado de fijar la cadena beta 1,
extremo N-terminal de la proteina, con la cadena beta 15, extremo C-terminal de la proteina En
este nuevo intento se quiso abordar el problema fijando la beta 2 mediante un puente disulfuro a

la beta 5. Aunque la orientacion de los grupos laterales de los aminoacidos a mutar, no era la
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Optima, siempre cabia la posibilidad de que un pequefio cambio configuraciona de la cadena
lateral hiciera posible el enlace. Se encontraron dos posibles soluciones, la unién por un puente
entrelaglicina45y lavalina 96, o la unién de la asparagina 40y laglicina 74. La opcion de la
asparragina 40 y la glicina 74 fue descartada finalmente por que el enlace parecia a priori
demasiado forzado.

Se disefiardn los oligos, que se muestran en lafiguralll.24, para ser usados por el método
de mutagénesis descrito en el apartado I1.D.7..

G45C:

Transl ati on .S T FAASASAQTGGSFYEPTFEFN
Original Sequence : TCCACATTTGCTGCAAGT GCCT CGBCACAAACGEECGEGTCGT TTTATGAACCGT TCAAC
Ban Il grgcy/c *

Transl ati on :NY NT GL WQKADGY S NI GNMEF N
Original Sequence : AACTATAATACGGEGGT TATGCCAAAAAGCAGATGCGTACTCGAATGGAAACATGT TTAAC

* Afiadiendo ademés una diana de restriccién Ban |1, parafacilitar € cribgje.
Oligo: TGCTTTTTGCCATAAGCACGTATTATTATAGTTGTTGAAGGGCTCATAGTTGTTGAA

VI6C:

Transl ati on . T S P SYNIKZFDU CGENRSVYVYQTYG
Original Sequence : ACAAGTCCTTCCTATAATAAGT TTGACT GCGGAGAAAACCGCT COGT TCAAACGTACGEC
Nde | cal/tatg *

Transl ati on .Y GL Y EV NMKWPAIKNVYVSGI V S S F
Original Sequence . TATGGGCTATATGAAGTCAACATGAAACCAGCCAAAAATGT TGGGATCGTGTCTTCGITC

* Afiadiendo ademas una diana de restriccion Nde |, parafacilitar €l cribaje.
Oligo: GAAAACCGCTCCTGCCAAACATATGGCTATGGGCTATAT

Figura l11.24.: Disefio de los oligonucledtidos destinados a generar € doble mutante G45C+V 96C.

El cribge se realiz6 por andlisis de restriccién y posteriormente se sequenciaron los
mutantes.

Se redliz6 un estudio de termorresistencia en ausencia de sustrato siguiendo el método
descrito en el apartado 11.L..2., obteniéndose | os parametros que se muestran en latablal11.6.

Tablalll.6.: Parametros de cal culados segiin el model o de termoinactivacion en dos fases.

Mutante C-10° ks (SY) ke (sh a
G45C-V96C 0.0365 0.05107 3.127-10° 0.4055

Se verificd que alos 100 minutos practicamente el 100 % del enzima en conformacion
nativa ya habia desaparecido. Es decir, habiamos desestabilizado la proteina nativa. También
habia empeorado la estabilidad del primer intermediario de desnaturalizacion y su ky era tres
veces ladel enzimasilvestre. Estos resultados perecerian indicar que se estaba tocado una region

criticaen € proceso de inactivacion del enzima, y podria estar indicando que dicha zona es, por
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la que comienza el proceso de termoinactivacion. Seguian acumuléndose evidencias de que la
region por la que este proceso comienza se encontraba proximaalasbetas 1y 2. A falta de saber
s esta formando o no un puente disulfuro, o que si parecia claro es que este cambio afecta
mucho mas latermorresistencia del enzima.

En este mutante, tampoco seria de extrafiar que el cambio de la glicina 45 por una
cisteina, aparte de disminuir la elasticidad de un lazo precisamente por la zona en la que este
gira, también exponga regiones hidrofobas en la superficie de la proteina. Dicha exposicion
potenciarialas posibles interacciones inespecificas proteina-proteina que podrian comprometer la
estabilidad del mismo.

0.0387

G45C-V96C

0.033 7
0.0297'g
00241y,
0.0197]

0.0147

V (UAbs/s) x 10°

0.0097
0.005"

0 50 100 150 200 250
Incubacion a 65°C (min)

Figura 11.25.: Termoinactivacion alo largo del tiempo de los diferentes mutantes por separado. Diferenciamos las
dos posibles poblaciones de enzima activo. A, seriael enzima en configuracion nativay B el intermediario.

[11.C.5.- Contribucién del puente disulfuro en latermorresistencia de la glucanasa

Para analizar € efecto del puente disulfuro del enzima silvestre, sobre la
desnaturalizacion se analiz6 el mutante C91A, clonado previamente en el equipo (Pons, 1996).
Con este mutante ya se habian hecho curvas de desnaturalizacion con urea. Ahora se estudiaria
su termorresitencia. Para producirlo se seguié € mismo protocolo que para producir dobles
mutantes de cisteina, 111.B.2 . Para este estudio, ademés del mutante C91A, que no presenta €l
puente disulfuro por supresion de una cisteina propia de la proteina silvestre, también se utilizo
laproteinasilvestre nativay con el puente reducido y sin reducir.

En lafiguralll.26 se aprecia como la reduccion del puente disulfuro del enzima silvestre
modifica la forma de la curva de termorresistencia, y como esta termorresistencia se ve
fuertemente resentida por la supresiéon de esta interaccion en la proteina. En concreto, la curva
pasa de ser de desactivacion en dos fases a ser una curva de desactivacion en una fase. Esto
signifiria que e puente disulfuro estaria limitando la propagacion de la desnaturalizacién del
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segundo intermediario, haciendo posible la existencia de un intermediario semiactivo. Tampoco
seria de extrafiar que € camino de desplegamiento fuese diferente para € enzima con y sin

puente disulfuro.

03Y

0.257

0.207

0.157

wt sin reducir

vx10°® (UADsI/s)

0.107

0.0571
wt previamente reducido

0" A | T T T T
0 100 200 300 400 500 600

Incubado a 65°C (min)

Figura 111.26.: Termoinactivacion a lo largo del tiempo del mutante C91A y del silvestre (wt) con su puente
disulfuro reducido y no reducido.

En e caso del mutante C91A, ademas de no tener puente, pueden darse otros efectos
propios de la sustitucién de una cisteina por un aminoacido menos hidréfobo como alanina.
Dicha sustitucién puede mermar su termorresistencia. También es posible que, a no haberse
formado € puente disulfuro, € plegamineto de la proteina no sea idéntico a de la proteina
nativa. En el caso de la proteina silvestre con e puente disulfuro reducido, se parte de la
conformacion nativa y después se reduce el puente. EI mutante C91A no tiene porgque haber
alcanzado la misma configuracién que la proteina silvestre en conformacion nativa, por lo que
puede partir inicialmente de una conformacion mas inestable. El orden de los factores, en el
plegamiento de las proteinas, si atera € producto, de tal forma que la desnaturalizacién del
mutante C91A es rapidisima, mucho més veloz que la del enzima silvestre con el puente
reducido. Como vemos, pequefios cambios en la zona entre las cadenas beta 1 a 5 tienen como
consecuencia grandes repercusiones en latermorresistencia de la proteina.

En definitiva y segin lo expuesto hasta ahora sobre el puente disulfuro nativo de la
proteina silvestre, todo hace suponer que |os primeros pasos en la desactivacion de la proteina se
dan en agun lugar entre las betas 1 a 5. Concretando un poco més, la reduccion de las
interacciones hidréfobas introducidas con la mutacion C91A podrian comprometer seriamente la
estabilidad de la beta 3, convirtiéndose esta via en camino de desnaturalizacion alternativo para

este mutante.
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[11.C.6.- Intento de estabilizacién mediante la creacidn de los puentes disulfuro N4AOC+G74C

Y a se habia probado fijar la beta 1 con un puente disulfuro a la 15. También se habia
probado unir €l lazo entre labetaly la2 ala5 por otro puente. Tan sélo quedabafijar la beta 1,
por un puente disulfuro ala beta 4, para acabar de probar todas las combinaciones posibles.

Se disefiaron los oligonucledtidos para producir € mutante N4AOC+G74C, para €ello se

utilizo latécnica de mutagénesis dirigida por PCR total descritaen el apartado |1.D.8.

Mutante N40C:

5" TATGAACCGITC gCAACTATAATACG 3’
5" CGTATTATAGITGcaGAACGGTTCATA 3’

Para generar el mutante N40C no se encontrd alrededor del coddn de este aminoéacido
ninguna diana poco frecuente que incorporar o suprimir. Por ello, se tuvo que realizar e cribgje

por secuenciacion.

Mutante G74C:

Traducci 6n . C T WRANNVSMTSL GEMRTL S L
Secuencia Origi nal . TGTACGTGGCGT GCAAACAATGT CTCCATGACGT CGT TAGGGGAAATGCGATTATCGCTC 240
Aat || gacgt/c ~

En la posicién G74C, la mutacion suprime la diana Aat I1. Esto simplificO mucho en
cribae.

5’ TCCATGACCcTCGITAt Gt GAAATGCGATTA 3’
5’ CGCATTTCaCaTAACGAgGTCATGGACACA 3’

Pero este doble mutante implicaba otra dificultad suplementaria, los lazos entre las
cadenas beta 1 y 4 que se pretendia unir estaban implicados en una interaccion con Ca'™. Este
calcio forma un enlace coordinado con el resto de la proteina. Se sabia que este calcio era
determinante patra la actividad (Lloberas 1991) y que sin él los resultados de las cinéticas eran
poco reproducibles. Asimismo la quelacién del calcio en columnas de intercambio catiénico, en
el que este Ca"™ era sustituido por Na' rendia un enzima de menor actividad (Olsen et al.,1991).

Aunque se sabia que € calcio era importante en €l proceso de desnaturalizacion térmica
(Welfle et al., 1995 y 1996), realmente no se habia integrado este calcio en todo este proceso,
especialmente en lo que se refiere a las grandes diferencias en termorresistencia que se observan
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dependiendo del pH. Una posible explicacion es que la complgjacion del Ca™ es pH
dependiente.

En principio no se abergaban muchas esperanzas de que este mutante mejorase la
termorresistencia del enzima, entre otras cosas por que se comprobé que ni e mutante
G45C+V96C, ni el mutante NAOC+G74C formaban el puente disulfuro extra que se pretendia
anadir.

S-S Reducido
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OPO AN o° AR
><A X® \@ ><A ><® \Q
2N
ST
© < % ) < Y
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Figura 111.28.: Gel SDS-PAGE, para comprobar si € puente disulfuro extra que se intentaba afiadir en los dobles
mutantes G45C-V96Cy N40C-G74C, se habia formado.

I11.C.7.- Efecto de lainteraccion del Ca™" sobre latermorresistencia de la proteina

Tras lo visto hasta e momento, 10 mas probable es que este primer paso de la
termoinactivacion de la proteina sea debido aladisociacion del Ca™, que puede ser reemplazado
por un Na', pudiendo ademés producirse algiin que otro cambio configuracional irreversible en
este proceso. Seguin esto, se podria termoestabilizar |a proteina mejorando lainteracién con estos
cationes. Existe la opcion de hacerlo por medio de una carga negativa suplementaria, que
ayudaria a retener estos cationes por interaccion electrostatica. Observando la proteina
cristalizada se ve que hay una asparagina correspondiente al aminoacido 236 que podria
cambiarse por un aspéartico para conseguir esa carga negativa extra en la proteina. Ademés de
tratarse de una mutacion conservativa, también resulta ser el aminoicido mas comun en esta
posicién para las diferentes glucanasas bacterianas conocidas. Para ser més exactos solo B.
licheniformis presenta una asparagina en esta posicion lo normal es como en e caso de B.
macerans, B. brevis, B. polymixa, B. subtilisy B. amyloliquefaciens encontrar un aspartico, C.
thermocellum presenta un écido glutamico, lo cual permite pronosticar que con € cambio de la
asparragina 236 por un aspartico no teendremos problemas para producir el mutante.



Resultados y discusion 85

A la hora de realizar la sustitucion, seria interesante contar con un control negativo en el
que incluso la interaccién por enlace coordinado del Ca™ con la beta 15 no estuviera presente.
Una posibilidad puede ser cambiar este aminoacido por una alanina. Este cambio si que es mas
radical y tal vez acarree problemas de produccion.

Al introducir el aspértico en la posicion 236 era posible incorporar alavez una diana Asp
| que permitird seleccionar clones por digestion, figura I11.29.. Para generar la mutacion alanina
en la posicion 236 se podia introducir a la vez una diana Nsi | que también nos permitira

seleccionar clones por digestion, figural11.29.B.

A

Opcion Asp I

Transl ati on S YNNGV TPLYAHYIDWYVYRYT KR

Modi fi ed Sequence : TCCTACAACGGTGITACTCCACTTTACGCTCATTACgAC TGEGTc CGTTACACAAAAAGA 60
*

Asp | gacn/nngtc

5’ TACGCTCATTACgAc TGGGTc CGT TACACAAAAA 3’
5" TTTTTGIGTAACGGACCCAGT CGTAATGAGCGTA 3’

B

Opcién Nsi | :

Transl ati on S Y NGV TPLYAHYAWYVYRYT KR

Modi fi ed Sequence . TCCTACAACGGTGITACTCCACTTTACGCTCATTAL gcaTGSGTGCGT TACACAAAAAGA 60
*

Nsi | atgcal/t

5" TTTACGCTCATTAt gcaTGGGTGCGITACA 3’
5" TGIAACGCACCCAt gcaTAATGAGCGTAAA 3’

Figura 111.29.: Disefio de los oligos para generar el mutante N236D (A) y N236A (B), siguiendo el procedimiento
descrito en el apartado 11.D.8.

Estas sustituciones permitiran verificar e papel central del Ca™ en la inactivacion de la
glucanasa. También parece contribuir a mantener ergido el lazo mayor sobre el surco del centro
activo. Este Ca"™ forma un enlace coordinado lo suficientemente deslocalizado como para unir
los lazos entre las betas 1 y 4 con la beta 15, confiriendo a la vez la elasticidad que la proteina
requiere para su actividad en esta posicion. Por todo €llo, a introducir una carga negativa extra
en esta posicién podria hacer més rigida esta regién de la proteina y acabaria por traducirse en
una cierta reducciéon de la actividad del enzima a la vez que produciria un aumento de la
termorresistencia. También, al menos a priori, retendria mejor el Ca™ y e Na’, por € que
probablemente se intercambie durante el proceso de inactivacion.

De todas formas, si e Ca’™ es reamente tan determinante, deberiamos ver més
claramente su efecto sobre la actividad y la termorresistencia del mutante N236A. Con esta
mutacion, deberiamos dejar el Ca'™ préacticamente libre a las temperaturas de desnaturalizacion
empleadas. Ademés, s todas estas suposiciones son ciertas, la actividad del enzima se vera
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bastante comprometida. Asimismo resultaria interesante comprobar s este efecto
“termoestabilizador” es aditivo respecto a que ya encontramos en mutantes como el M58P. En
principio, se asume que los efectos en dominios diferentes pueden ser aditivos, en cambio dentro
del mismo dominio o muy préximos no tienen porque serlo. A no ser que se den en posiciones

muy alejadas de la proteina.

Para este estudio se realizd la produccion del enzima silvestre, y los mutantes M58P,
termorresistente, y M58G, termolabil. Estos tres mutantes servirdn de referencia. Ademas, y
dado que la produccién de los diferentes mutantes seleccionados para este estudio iba a dilatarse
en el tiempo, se decidié usar como control de la produccion el mutante M58G ya que es €l
enzima mas activo y a la vez € mas sensible a la desnaturalizacion y a posibles cambios, por
giemplo, en los paramentros fisico quimicos del agua utilizada durante la purificacion. Este
mutante se produciria dos veces, a principo y a final de esta serie de mutantes y permitiria
comprobar s las condiciones de purificacion habian variado entre los primeros y los dltimos
mutantes purificados. También se incluiria en e estudio los mutantes N236D, M58P,
M58P+N236D, N236A, y finalmente e mutante NAOC+G75C. La produccion de los mutantes
N236A y N40C+G75C se realizo6 siguiendo €l protocolo descrito en |11.B.2..

La termorresistencia se midié siguiendo el protocolo descrito en el apartado 11.L.2. La
muestra de proteina se introduce en un Eppendorf y se somete a inmersion total en un bafio
termoestatizado a 65°C. Después de someter 10s enzimas a desnaturalizacion se determind su
actividad a3 mM de sustrato G4GsG-MeUmb 45°C en tamp6 C/F pH 7.2, 0.1 mM CaCls.

El resultado de la termoinactivacion de la proteina del mutante M58G y su réplica
proveniente de dos purificaciones diferentes se muetran en la figura [11.30. Aunque se observa
una cierta diferencia entre M58G y su réplica, estas son minimas. Este resultado estaria
indicando que aunque el proceso de purificacién cuenta con numerosos pasos, 10s controles que
hemos introducido en cada uno de ellos permiten obtener proteina que garantizan unos resultados
reproducibles.
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Figura 111.30.: Comparacion de latermoinactivacion del mutante M58G proveniente de diferentes purificaciones.

El resultado de este experimento de termoinactivacion con todos los mutantes
seleccionados para esta serie se muestran en lafiguralll.31.

0.002 4
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Figura 111.31.: Curvas de termoinactivacion de todos los mutantes de esta serie.



Resultados y discusion 88

0.0003 4

— 236D
N2360+WEEP

0.00025 A — N236A

— NAOC+GI6C

— M5EP

010002 1 \\4& .
0.00012 4

0.0001 4

Velocidades iniciales mM/min

0.00005 A

0 200 400 B00 800 1000 1200

Tiempo minutos a 65°C

Figura 111.32.: Ampliacion las curvas de termoinactivacion de todos los mutantes de esta serie, a excepcion del
mutante M58G.

Observando la figura 111.32 se pueden redlizar una serie de comentarios. El primero es
que a inestabilizar la union del Ca™, con e mutante N236A, se compromete seriamente la
termorresitencia del enzima, el cual no tarda mucho en inactivarse. Este resultado confirma
nuestras hipétesis.

Otro efecto que esperdbamos observar, si realmente € Ca'™ participa en modular la
movilidad del 1azo mayor entre las betas 2 y 3, es una cierta pérdida de actividad de los dobles
mutantes a los que se afiade la mutacion N236D, como puede observarse tanto en e mutante
N236D como en el doble mutante M58P+N236D. Esta pérdida de actividad se traduce en una
ganancia de termorresistencia. Ademas, en €l caso de doble mutante M58P+N236D, pareceria
gue el efecto termoestabilizador de ambas mutaciones fuera aditivo.

Otro hecho que sorprende es que la velocidad de reaccién -a tiempo cero de incubacion a
65 °C-, tanto del mutante M58P como del M58P+N236D, es superior aladel enzimasilvestre.

El papel critico del pH en latermorresistencia podria estar relacionado con el aumento de
la concentracion de iones hidroxilo (OH") cuando e medio se basifica, @ margen de la mayor o
menor capacidad quelante de |os componentes del tampon utilizado. Estos iones hidroxilo, por su
pequefio tamario, accederian facilmente al cation coordinado de la glucanasa, desestabilizando la
zona y facilitando la salida del mismo. Los experimentos realizados han demostrado que la
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asparragina 236, como cabia esperar, juega un papel importante en el proceso de estabilizacion
de la proteina. El cation, en el caso de la sustitucién N236D, no solo es retenido por € enlace
coordinado -como en el caso de la asparagina- sino también es atraido por una interaccion
electrostética a la beta 15. La beta 15 es una de las betas més solidamente construidas de la
glucanasa.

Por otro lado, €l conjunto de betas de la 1 ala 5, con e lazo mayor incluido, parecen
actuar como un “pseudodominio” estructural (Welfle, 1996).

Figura 111.33.: Estructurade la glucanasa, resaltado en color azul claro lasbetasdelal alab.

La estructura de betas antiparalelas que observamos en toda la proteina se interrumpe,
figuralll.22. La beta 15 no interacciona con una sdla beta sino con dos, laly 4. Labeta4 a su
vez interactua con labeta 3. Entre labeta3y la 2, se encuentrael lazo mayor y la beta 3 se apoya
por medio de un puente disulfuro sobre la beta 5. La beta 2 también interaciona ligeramente con
labeta 5. La mayor parte del estrés estrutural derivado del movimiento del 1azo mayor recaeria
sobre las betas 2 y 3. El estrés recae mucho mas sobre la 2 dado que no cuenta con un puente
disulfuro, como le sucede alabeta 3, que le permite descargar parte de la tension estructral sobre
labeta 5.

Centrémonos sobre la beta 2 y el lazo entre este y la beta 1 que, segun los indicios
acumul ados hasta ahora, parece ser junto con laregion ocupada por el Ca™ los lugares por donde
la estructura se comienze a desplegar. Segun Keitel et al. 1994, |a ausencia de un cation, ya sea
Na" o Ca™, coordinando los |azos conduce probablemente a la completa inactivacion del enzima.
Es decir, estos cationes solo se pueden coordinar en enzimas con conformaciones estructurales
muy proximas a la nativa. Pero se trata de un proceso de todo o nada. La simple sustitucion del
Ca"™ por Na" por quelacion utilizando una columna Chelex 100 rinde un enzima parcialmente
activo. Esta actividad es imposible de recuperar aunque volvamos a reemplazar el Na* por Ca'™
seguin Keitel et al. 1994. Esto resultados estarian indicando que, en todo este proceso, se ha
modificado una parte de la estructutra de la proteina, a margen del propio enlace de
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coordinacién. Pero, ¢qué es 1o que ha cambiado en la estructura de la glucanasa?, y ¢porqué es
précticamenteirreversible €l transito de proteinanativaal primer intermediario?

Y a se ha comentado que la glucanasa de B. licheniformis es tremendamente parecida ala
de B. amyloliquefanciens y en cambi6 la de B. macerans es ligeramente diferente, figura I11.34.
Esto permite utilizar tanto los cristales de B.macerans, como e hidrido H(A16-M) de los

primeros 16 amonoacidos de B. amyloliquefanciens 'y €l resto de la glucanasa de B. macerans,

en cual quiera de sus dos versiones, ya sea acomplejado con Ca™ o Na'.

B.lichenif. 1 QTGGSFYEPF NNYNTGLWXK ADGYSNGNMF NCTWRANNVS MISLCGEMRLS
B. anyloliq. 1 QTGGSFFEPF NSYNSGTVEK ADGYSNGGVF NCTWRANNVN FTNDGKLKLG
B. macer ans 1 GSVFWEPL SYFNPSTVEK ADGYSNGGVF NCTWRANNVN FTNDGKLKLG
*_ * **. .*.. *.* kkkkkk*k .* *********. *_ * ..*.
B.lichenif. 51 LTSPSYNKFD CCGENRSVQTY GYGLYEVNWK PAKNVG VSS FFTYTGPTDG
B.anylolig. 51 LTSSAYNKFD CAEYRSTNI Y GYGLYEVSMK PAKNTG VSS FFTYTGPAHG
B. macer ans 49 LTSSAYNKFD CAEYRSTN Y GYGLYEVSMK PAKNTG VSS FFTYTGPAHG
***..***** *.* * % * *******.** kkk*k K kkk* *******. *
B.lichenif. 101 TPWDElI DI EF LGKDTTKVQF NYYTNGVGNH EKI VNLGFDA ANSYHTYAFD
B.anylolig. 101 TQWADEI DI EF LGKDTTKVQF NYYTNGVGGH EKVI SLGFDA SKGFHTYAFD
B. macer ans 99 TOADEI DI EF LGKDTTKVQF NYYTNGVGGH EKVI SLGFDA SKGFHTYAFD
* kkkhkkkkkhk k(khkkkkhkhkkkhkkhk k*khkkkkhkkkk * **...***** ..._******
B.lichenif. 151 WQPNSI KWV DGQLKHTATT Q PQTPGKI M MNLWNGAGVD EW.GSYNGVT
B.anylolig. 151 WQPGYI KWV DGVLKHTATA NI PSTPGKI M MNLWNGTGVD DW.GSYNGAN
B. macerans 149 WQPGYI KWV DGVLKHTATA NI PSTPGKI M MNLWNGTGVD DW.GSYNGAN
* k * *kkkk k% ******. k% *kkkk*k ******.*** .*******
B.lichenif. 201 PLYAHYNWR YTKR
B.anylolig. 201 PLYAEYDWK YTSN
B. macerans 199 PLYAEYDWK YTSN

*kkk Kk k% * %

Figura I11.34.: Alineamiento de las glucanasas de B. licheniformis, B. amyloliquefanciensy de B. macerans.

Las curvas de termoinactivacion de la glucanasa de B. licheniformis son de caracter
bifasico. Es muy probable que eso suceda en mas enzimas, ya que en la bibliografia se utiliza
habitualmente el tiempo que tarda en acanzar la mitad de la actividad inicial a unas
determinadas condiciones de pH y temperatura. Pero normalmente, las referencias bibliogréficas
no mencionan expecificamente esta condicion. Este carécter bifasico si se ha descrito, en agin
estudio de termoestabilidad por microcal orimetria de diferentes enzimas (Welfle et al. 1996). En
este estudio, cuando se desnaturaliza la proteina sin quelar el Ca’™, la deconvolucién de la curva
de desnaturalizacion indica un proceso de desplegamiento en dos estados cooperativos. Tanto
para €l hibrido H(A16-M) como para la glucanasa de B. amyloliquefaciens se apreciaban dos
estados, no asi paralaglucanasa de B. macerans.
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Dado que €l hibrido esta constituido por los 16 aminoacidos N-terminales de la glucanasa
de B. amyloliquefaciens y con los 198 C-terminales de B. macerans, no seria de extrafiar que las
diferencias entre el estado nativo y el intermediario estuvieran en esa region, constituida por los
primero 16 aminoécidos. Ademés, ha de ser un cambio que se produzca en e proceso de
sustitucion del Ca™ por e Na'. Estas premisas limitan bastante la blsqueda y facilitan latarea de
localizar dicha estructura. Ademas, este cambio estructural deberia ser “irreversible”. Uno de los
mecani Smos Mas comunes en estos procesos es el cambio de configuracidn de cisatrans en el
enlace peptidico X-Pro. La configuracion mas comun es la trans ya que es la que supone menos
colisiones estéricas y en general se considera 1000 veces mas estable que la cis. Asi pues, un
trdnsito de cisatrans seriarelativamente fécil que se produjeraen la proteinay su reversion seria
muy complicada. En el caso de la prolina se considera que tan solo es 4 veces més estable la
configuracion trans que la cis (Braden C. et al.). Ahora bien, la energia para retornar al estado
trans es tan alta que se considera précticamente irreversible, a no ser claro estd si en el proceso
medien enzimas como las peptidilprolil cis, trans isomerasas.

34
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Figura 111.35.; Distancia en amstrongs (A) entre los carbonos alfa de la glucanasa hibrida H(16-M), acomplejada

con Na' (1glh) y con Ca™(2agh). La superposicion se realiz6 usando el programa Swiss-pdbviewer v2.7b2.
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Unavez acotada la region potencialmente implicada en el proceso de inactivacion
con un intermediario semiactivo, se ha de buscar si realmente se produce un transito cis-trans en
estaregion de la proteina. Para ello se cuenta con los dos mutantes del hibrido de la glucanasa de
B. amyloliquefaciensy lade B. macerans, uno complejado con Ca™ y otro con Na'. En lafigura
111.35 se muestran los cambios relativos se han producido entre la estructura del mutante H(A 16-
M) acomplejado con Ca™ (su codigo PDB es 2ayh; Hahn et al. 1995) y acomplejado con Na™ (su
cédigo PDB es 1glh; Keitel et al. 1995). Efectivamente, degjando de lado la cola N-terminal, la
zona que mas cambia de un cristal a otro corresponde a lazo entre labeta 1 y 2. En lafigura
111.35 esto correspoderia al aminoacido de posicién numero 15.

Efectivamente, aparte de laregién N-terminal de la cola, la zona que més ha cambiado es
el lazo entre la beta 1 y la 2. También, como cabria esperar, los extremos de los lazos se
encuentran en posiciones diferentes en las dos estructuras. Ademas, la sustitucion del Ca™ por €l
Na" produce cambios relativamente pequefios en la region en la que se encuentra € Na“ pero,
estos cambios repercuten claramente en las betas adyacentes. En lafigura 111.36 se ha coloreado
en azul €l lazo entrelabetaly 2y en verde alas regiones terminales entre las betas 3 y 4.

Figura 111.36.: Lasuperposicion por los carbonos alfa de la glucanasa hibrida H(16-M), acomplejada con Na* y con
Ca'™. La superposicion se redizd usando e programa Swiss-pdoviewer v2.7b2. Coloreadas azul y verde las
estructuras que més varian dentre ambas estructuras, en rojo €l calcio.

El Ca"™, ademés de ser un catién mas grande y rellenar mejor € “hueco”, permite formar
un enlace coordinado implicando a menos seis ligandos, sin embargo que el Na’ coordina un
maximo de cuatro o cinco ligandos (Glusker, 1991). Aunque esta sustitucién puede parecer que
no compromete especialmente la estructura de la proteina, en e cristal (2ayh) si existe una
reducciéon en el nimero de posibles configuraciones de esta coordinacion. Esta caracteristica
limita la capacidad de coordinacién reduciendo los limites estereoquimicos -en los que esta
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coordinacion es posible-, a unos mérgenes mucho mas estrechos en €l caso del Na' que en del
Ca™ (Lehny Sauvage, 1975).

Si, como se hadicho, €l primer intermediario ha de ser mas estable, ¢cémo es posible que
sea asi, teniendo en cuenta que el Ca'™ es sustituido por Na™ perdiendo parte de la flexibilidad
que la coordinacion con el Ca™ proporcionaba a esta region de la proteina?. Esto indica,
indirectamente, que aunque la salida del Ca™ puediera ser € desencadenante de todo este
proceso, la razén por la cual el proceso no es reversible hay que buscarla en otro sitio. La
sustitucion del Ca™ por e Na“ colapsa parcialmente esta region entre otras cosas por € menor
radio del Na', implicando un cambio local en los aminoécidos que rodean al catidn, y induciendo
otros cambios en los aminoacidos vecinos. Los mas importantes los vemos, coloreados de azul
en lafigura 111.36, en € lazo entre la beta 1 y 2. Una imagen mas detellada del 1azo ayudara
entender mejor el proceso. En lafigura 111.37 se observa una transicién del cristal que contiene
Ca'™, representado como una bola de color gris, a cristal que contiene Na', representado como
una bola de color azul. En la proteina nativa los dos grupos laterales representados en amarillo
(asparagina) y verde (serina) estan en configuracion cis. Sin embargo en la proteina en la que €l
Ca™ ha sido sustituido por Na'-estos mismos aminoécidos estan en configuracion trans-,
supuestamente 1000 veces mas estable.

Este cambio configuracional podria explicar por qué la formacion de este intermediario
es irreversible, y por qué aunque se vuelva a intercambiar el Na™ por Ca™ la actividad no se
vuelve a recuperar, ya que €l giro que se a producido en dicha cadena es, a efectos practicos,
irreversible. Se pasa de una configuracién en cis mas activa pero menos estables a una
configuracion en trans, més estable pero menos activa.

En el caso del enzima de B. macerans este cambio es mucho mas dificil que se produzca,
ya gque, como se observa en la figura I11.37, en esta posicion presenta una prolinay ya esta en
posicién trans. Esta prolina hace que sea practicamente imposible que se produzca unatransicion
entre las dos isoformas cis trans. En otras palabras, esta configuracion ya seria igual a la del
“intermediario” del mutante H(A16-M), y no habria posibilidad de que se produjera una

transicion cistrans.

Na*

Acis H<_ Btrans

Ca++
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enazul e Na', laserinaen verdey en amarillo la asparagina.

Figura 111.38.: Detdle del lazo entre labeta 1y 2, del cristales de la glucanasa de B. macerans. En color gris €l

Ca'™, laprolinaen verdey en amarillo |a asparagina.

Este transito cis trans podria ser un proceso necesario en la aparicion del primer
intermediario. Expecular que es lo que puede suceder a partir de aqui es muy aventurado. Sin
embargo, es posible que se produce la rotuta de algunos puentes de hidrégeno entre las betas 2 'y
5 acompafiada con la salida definitiva del catién coordinado. Entre otras cosas, por lo
determinante que resulta, en la estabilidad del intermediario de desplegamiento, € aminoécido
por el que sustituimos la metionina 58.
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V.- Conclusiones generales

IV.A .- El andlisis de los mutantes de saturacién en la posicién 58 de glucanasa

5. La reduccién de volumen de la cadena lateral aumenta la actividad aumenta la constante
catalitica ke, Si bien disminuye la Ky, EI mutante M58G presenta la actividad més alta, hasta
6 veces mas que € silvestre y el mutante M58A presenta més de 4 veces la actividad del
silvestre, ambos, en términos de Kea/Km.

6. Los residuos hidrofilos disminuyen la actividad.

7. Unicamente en mutantes arométicos como M58F y M58W, se aprecia una disminucion de

valores de Ky, respecto a enzimasilvestre.

IV.B.- Expresion y produccion

1. En cuanto a rendimiento en la obtencién de proteina recombinante cabe concluir que la
mayor diferencia de produccién entre los diferente mutantes se debe a perdidas durante la
purificacion y que afiadir CaCl, durante el proceso de purificacion mejora el rendimiento de

la produccién de enzima.

IV.C.- Termorresistencia

El andlisis de la termorresistencia diversos mutantes de la glucanasa y diversas condiciones

permite llegar alas siguientes conclusiones:

1. Con respecto al medio, serian claves el pH (por pérdida de interacciones pH dependientes), €l
tampdn (por su posible papel quelante), la presencia de sustrato (estabilizaria).

2. Con respecto a la estructura serian claves los aminoécidos del lazo y la coordinacion del
Ca'™. La coordinacion del Ca™ puede ser mejorada introduciendo una nueva interaccion
entre €l cationy labeta 15, como en el caso de mutante N236D.

3. Finamente la termoinactivacion de la glucanasa de Bacillus licheniformis, en todos los
mutantes estudiados, siguen un patron bifasico cuyo andlisis cinético permite justificar el

efecto de diversos mutantesy el comportamiento del enzima frente alatemperatura.
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Codi go de letras:

R=Aor G Y=Cor T, M=Aor C K=Gor T
S=Cor G W=Aor T, H=Aor Cor T, B=Cor Gor T,
V=Ao Cor G D=Aor Cor G N=Aor Cor Gor T

* Nueva di ana insertable
~ Diana de restriccién

Tranducci én :MSYRVKRML ML L VTGLFUL S L
Secuenci a Oigi nal : ATGTCTTACCGTGTAAAACGAATGT TGATGCTGCTTGTCACTGGATTATTCTTAAGITTG 60
Afl Il c/ttaag ~ *
Bsm | gaatgc *

BstE Il g/gtnacc *

Ear | ctcttc *

HnD Il alagctt *

Sal | g/tcgac *
Spe | al/ctagt *

Sph | gcatg/c *

Stu | agg/cct *

Traducci 6n .S T FAASASAQTGGSFYEPTFEFN
Secuenci a Oigi nal : TCCACATTTGCTGCAAGT GCCT CGBCACAAACGEECGEGTCGT TTTATGAACCGT TCAAC 120
AlWN | cagnnn/ctg *

BanmH | g/ gatcc *

Bgl | gccnnnn/ nggc *

Bst X | ccannnnn/ nt gg *

Drd | gacnnnn/nngtc *

Eco47 111 agc/gct * *

Eco57 12 cttcag * *

Fsp | tgc/gca *

Gsu | ctggag *

HnD Il alagctt *

Nhe | g/ctagc * *

PpuM I rg/ gwcecy *

Sca | agt/act *

Traducci 6n N Y NT GL WQKADGY S NI GNMEF N
Secuenci a Oigi nal . AACTATAATACGGEGGT TATGCCAAAAAGCAGATGCGTACTCGAATGGAAACATGT TTAAC 180
BstB | tt/cgaa *

Stu | agg/cct *

Xm | gaann/nnttc *

Traducci 6n :C T WRANNVSMTSL GEMRIL S L
Secuenci a Oigi nal . TGTACGT GGCGT GCAAACAAT GT CTCCAT GACGT CGT TAGGGGAAATGCGATTATCGCTC 240
Aat || gacgt/c ~ *
Avr || c/ctagg *

BssH Il g/cgcgc *

Bsu36 | cc/tnagg *

Ca |l at/cgat *

Dra Ill cacnnn/gtg *

Drd | gacnnnn/ nngtc *
Esp | gc/tnagc *

Hgi E 11 accnnnnnnggt *

HnD Il alagctt *

Hpa | gtt/aac *
Pm | cac/gtg *

Spe | al/ctagt *

Tthlill | gacn/nngtc *

Xcm | ccannnnn/ nnnnt gg *

Traducci 6n . T S P SYNIKZFDU CGENRSVYVYQTYG
Secuenci a Oigi nal . ACAAGTCCTTCCTATAATAAGT TTGACT GCGGAGAAAACCGCT CCGT TCAAACGTACGEC 300
Bgl Il al/gatct *

Bst X | ccannnnn/ nt gg *

Ca |l at/cgat *

Nde caltatg *

Pvu cgat/cg *

Rsr Il cg/ gwccg *

Spe al ct agt *

Spl | c/gtacg ~
Traducci 6n .Y GL Y EVNMKPAKNYVGI VS S F
Secuenci a Oigi nal . TATGGGCTATATGAAGICAACATGAAACCAGCCAAAAATGT TGGGATCGTGTCTTCGITC 360
BspM | acctgc *

Bst X | ccannnnn/ nt gg *

Ear | ctcttc *

EcoN | cct nn/ nnnagg *

HnD Il alagctt *

Hpa | gtt/aac *



Nae | gcc/ggc *

Sac | gagct/c *

Xm | gaann/nnttc *

Traducci 6n . F T Y T GP TDGTUPWDETIl DI EF L
Secuenci a Oigi nal . TTTACTTATACGGGACCGACT GATGGTACGCCT TGGGATGAAATCGACATCGAATTTCTA 420
Apa | gggcc/c *x

Asp718 g/ gtacc *

Avr || c/ctagg *
Ca |l at/cgat *

Dra Ill cacnnn/gtg *

EcoN | cct nn/ nnnagg *
EcoR | g/aattc *

EcoR V gat/atc *

Hgi E Il accnnnnnnggt *

Kpn | ggtac/c *

Nco | c/catgg *

PfI M1 ccannnn/ntgg *

PpuM I rg/ gwcecy * *

Rsr Il cg/ gwccg *

SnaB | tac/gta *

Xca | gtal/tac *

Traducci 6n . G K DTTKV QFNYYTNGVGNHE
Secuenci a Oigi nal . GGAAAAGATACGACAAAGGT TCAGTTTAATTATTATACCAATGGTGTCGGAAATCATGAA 480
BspH I t/catga ~
BstE Il g/gtnacc *

Bst X | ccannnnn/ nt gg *

Traducci 6n . K1 VNL GF DAANZSYHTYAFDW
Secuenci a Oigi nal : AAAATCGTCAACCTTGGTTTTGATGCAGCAAACTCTTATCACACATATGCGT TCGACTGG 540
Avr || c/ctagg *

EcoR | g/aattc *

Hpa | gtt/aac *

Mu | al/cgcgt *

Nde | cal/tatg ~

Nsi | atgcal/t *

SnaB | tac/gta *

Spl | c/gtacg *

Traducci 6n QP N SI KWYVDGOQQLKHTATT Q
Secuenci a Oigi nal . CAGCCTAACTCAATTAAATGGTATGT GGACGGT CAATTAAAACATACGCECTACTACTCAA 600
Afl Il c/ttaag *

Eco57 | ctgaag *

EcoR | g/aattc *

Msc | tgg/cca *

Pf1 M| ccannnn/ntgg *

Pvu Il cag/ctg *

Sal | g/tcgac *

SnaB | tac/gta *

Traducci 6n P QTP GKI MMNLWNGAGV DE
Secuenci a Oigi nal . ATCCCTCAAACACCGGGAAAGATTATGATGAACT TATGGAAT GGTGCAGGTGTCGATGAA 660
Bbe | ggcgc/c *

BspH I t/catga *

Bst X | ccannnnn/ nt gg *

Gsu | ctggag *

Nae | gcc/ggc *

Nar | gg/cgcc *

Sal | g/tcgac *

Sma | ccc/ ggg *x

Xma | c¢/ccggg *x

Traducci 6n WL GSYNGVTPLYAHYNWYVRY
Secuenci a Oigi nal : TGGECTCGGCTCCTACAACGGT GTTACTCCACTTTACGCTCATTACAATTGGGTGCGITAC 720
BanmH | g/ gatcc *

BstE Il g/gtnacc *

Fsp | tgc/gca *

PpuM I rg/ gwcecy *

Xca | gtal/tac *
Traducci 6n T K R Z

Secuenci a Ori gi nal . ACAAAAAGATAA 733

Eco47 111 agc/ gct *





