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III.C.2.- Contribución de los aminoácidos de la posición 58 en la termorresistencia de la proteína

La mayoría de los estudios de mejora de la termorresistencia en glucanasa se habían

basado sobre todo en mutantes fruto de enzimas híbridos obtenidos por permutaciones entre

diferentes regiones de las â-glucanasas de B. amyloliquefaciens y B.macerans (Hahn M. et al.

1994) y mutaciones puntuales sobre todo en el lazo entre la beta 1 y 2 sobre estos mismos

híbridos (Welfle et al., 1995). La región del lazo con la que el grupo trabaja no se había

estudiado. Se planteó como objetivo determinar la contribución de este lazo, y más

concretamente de la posición 58 en los mecanismos de termoinactivación. El estudio se realizó

midiendo la termorresistencia de los diferentes mutantes de la posición 58 siguiendo el protocolo

que se describe en el apartado II.L.1 a 65 º C con tampón 6.5 mM ácido cítrico, 87 mM fosfato,

0.1 mM CaCl2, pH 7.27, 3 mM de sustrato G4G3G-MU y 1.2 µM enzima. Este procedimiento

permite monitorizar el proceso de termoinactivación del enzima en tiempo real, usando el

espectrofotómetro para medir la aparición del producto de degradación del sustrato debida a la

actividad del enzima activo en cada momento.

 El ajuste de la curva que nos permitíeran calcular y comparar los diferentes mutantes se hace

suponiendo que se trata de un cinética de inactivación de primer orden (Laidler, 1979), siendo:

x  = valor de la absorbancia, o lo que es lo mismo producto generado,
a  = constante de Actividad del Enzima, dado que la concentración será igual para todos los

enzimas y lo que nosotros realmente estamos siguiendo es actividad, indirectamente nos está
dando una idea de actividad del enzima a 65 ºC,

K = constante de desnaturalización,
t   = tiempo.

dx

dt
=  K (a-x)

integramos

-ln(a-x) =  Kt + C

podemos conocer el valor de C si ajustamos a t=0 y x=0

C = -ln(a)

reemplazamos su valor en la expresión anterior
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-ln(a-x) =  Kt – ln(a)

y despejamos la x,

x =
 - Kta*(1-e     ) + C

con esta fórmula ajustamos los datos obtenidos de las cinéticas para los diferentes mutates.

También establecemos para las comparaciones entre los diferentes mutantes se calculó el

tiempo que tarda en llegar el enziama a la mitad de la actividad inicial, en tanto por ciento

respecto al enzima silvestre.

En la tabla III.4 se muestran los resultados, y a modo de resulmen se muestra la figura

III.18, en esta gráfica aparecen todos los mutantes que ven disminuida tanto su actividad como

su termorresistencia a 65ºC respecto al silvestre.

Tabla III.4.: Valores de tanto por ciento del tiempo en llegar a la mitad de la actividad inicial y el
tanto por ciento de la pendiente de actividad durante el primer minuto de la cinética, estos dos últimos
parámetros calculados respecto al enzima silvestre. También se incluye constante de Actividad del
Enzima (a) y la constante de desnaturalización (K). El procedimiento seguido se describe en el apartdo
II.L.1.

Mutante % Pend.
1er min vs

wt

% t 1/2 vs wt a K

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
M58I 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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Figura III.18.: Mutantes de la posición 58 con menor actividad y termorresistencia, respecto al enzima silvestre. El
ensayo se ha realizado a 65 º C con tampón 6.5 mM ácido cítrico, 87 mM fosfato, 0.1 mM CaCl2  y pH 7.27 en
presencia de 3 mM de sustrato (G4G3G-MeUmb).

En casi todos estos mutantes en los que se ha sustituído la metionina propia del enzima

silvestre por un aminoácido más hidrófilo disminuye la termorresistencia, a excepción del

M58W, que aunque presenta ciertas regiones hidrófilas en su estructura podemos considerarlo

hidrófobo. La sustitución por este aminoácido tan voluminoso, muy probablemente, ha supuesto

cambios conformacionales en la proteína mucho más importantes que los producidos en el resto

de mutantes en los que los cambios han  quedado parcialmente mitigados por el carácter

hidrófilo del aminoácido respectivo. Esto ha hecho que en este último caso la pérdida de

actividad y termorresistencia no hayan sido demasiado grandes.

En la figura III.19 incluimos los mutantes que mejoran ya sea en actividad o en

termorresistencia, en estas condiciones experimentales.

Este ensayo permitió seleccionar los enzimas cuyas características eran más interesantes.

Cabe indicar que los mutantes M58P y M58G pueden estar ligeramente infraestimados por el

problema de precipitación que se observó al resustender la proteína.

Los parámetros que se muestran en la tabla III.4, sirvieron para seleccionar el mutante que

presenta el más alto valor de actividad a 65 ºC, es decir el M58F, y el que presentaba una menor

constante de desnaturalización (K), es decir el M58P, con respecto al silvestre.
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Figura III.19.: Mutantes de la posición 58 con mejor actividad y/o termorresistencia, respecto al enzima
silvestre. El ensayo se ha realizado a 65 º C con tampón 6.5 mM ácido cítrico, 87 mM fosfato, 0.1 mM CaCl2  y pH
7.27 en presencia de 3 mM de sustrato (G4G3G-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 más activo, no el valor en el que

el enzima es más estable, y a menudo estos dos factores no coinciden. Este valor de pH permite

tener unos valores de actividad más altos, dado que en estas condiciones, el enzima trabaja a

gran velocidad. A su vez, al estar “forzando” tanto al enzima, todo el proceso de inactivación del

enzima es visible en un corto periodo de tiempo. De hecho cuando repetimos el ensayo pero

utilizando un tampón Acetato Sódico 50 mM, CaCl2 20 mM, pH 6 y 65 ºC, las cinéticas

evolucionaban sin que se apreciase ninguna pérdida de actividad. Esto contrasta con los

resultados del ensayo en tampón citrato fosfato a pH 7.27 en las que a los 50 minutos todos los

enzimas eran prácticamente inactivos.  Esto nos está indicando que el pH juega un papel

importantísimo en todo este proceso. Ante este hecho, nos planteamos a qué podría ser debido

ese efecto. Dado que este cambio tan radical se produce en la franja de pH que va desde 6 a 7.27,

una posibilidad es la de que una pérdida en una interacción electrostática por una histidina

desprotonada fuese la responsable, ya que el valor de pK es algo mayor que 6 a 25 ºC. Solamente

se encuentran 4 histidinas en la secuencia de la glucanasa y estás ocupan las posiciones 234, 174,

159 y 195. Tan sólo dos de ellas están cerca de amonoácidos con una carga negativa, la histidina

174 -que interacciona con el aspártico 190-, y la histidina 234 -que interacciona con el glutámico

75-, y pueden estar implicadas en una interacción electrostática. La histidina 174 se encuentra en
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una región muy alejada del centro activo y en una zona muy bien estructurada, y la histidina 234

está a 5 Å  del glutámico 75, demasiada distancia para que tenga un efecto tan determinante

sobre la termorresistencia. La desprotonación de esta histidina podría justificar, al menos en

parte, la pérdida de termorresistencia experimentada por el enzima al basificar el tampón en el

que trabajamos. Esta pérdida podría rondar las 13 kcal/mol,  3 kJ/mol (Van der Spoel, 2001).

Figura III.20.: Esquema de la estructura de la â-glucanasa.
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La contribución de las cargas en la estabilización de las betas 3 y 4 sobre la 15 de la

glucanasa de B. licheniformis, es relativamente pequeña, en relación con la de otras glucanasas

como la del B. macerans en el que las cargas realmente contribuyen a cohesionar esta región de

la proteína, y de manera indirecta la región que coordina el calcio.

Si bien el pH del medio es muy importante, y determina las interacciones que se forman y

se deshacen en cada momento, hay que considerar además que los pKa de los aminoácidos está

influido por su entorno, así como de la temperatura. También hay que considerar que el pH no es

el único efecto que se deriva de usar un tampón de Acetato sódico 50 mM, CaCl2 20 mM con pH

6 a 65 º C u otro tampón de ácido cítrico 6.5 mM, 87 mM fosfato, 0.1 mM CaCl2 con pH 7.2 a 65

ºC . El citrato quela el calcio con mayor afinidad que el acético y puede acentuar todavía más

estos efectos.

Todo esto explicaría porque no se aprecia pérdida de actividad cuando se incuba el

enzima silvestre a AcNa 50 mM, CaCl2 20 mM con pH 6 a 65 º C a diferencia de lo que sucedía

con el tampón citrato/fosfato.

En definitiva y resumiendo, estos pequeños cambios de pH o de concentración de Ca++ en

el tampón pueden repercutir fuertemente en la actividad del enzima y sobre todo en su

termorresistencia.

Otra consideración a realizar, en este experimento, es que en realidad no se está midiendo

la termorresistencia del enzima por si sola, ya que al incubarse junto al sustrato se encontra el

enzima tanto solo como unido al sustrato. El sustrato, al llenar el surco del centro activo, hace

que en la mayoría de los casos el complejo sea más termoestable, por las interacciones que se

establecen en el complejo. Esto significaría 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 el enzima se

encuentre por sí sólo. Para expresarlo en otras palabras, los enzimas mutantes con Kms bajas,

como son M58F, M58W o el enzima silvestre (wt) estarían mostrando, en presencia de sustrato

una termorresistencia mayor a la que mostrarían en ausencia de sustrato.
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III.C.3.- Determinación de la termorresistencias en ausencia de sustrato

Se tomaron todos los mutantes preseleccionados, el doble mutante S34C+K242C, el

mutante N57A (Pons, 1996) y que mostró una cierta termorresistencia; así como, los mutantes

M58P y M58F seleccionados del experimento anterior, más los mutantes hiperactivos M58G y

M58A para caracterizar su comportamiento a altas temperaturas y el enzima silvestre que nos

serviría de referencia.

La termorresistencia de los diferentes mutantes se determinó usando el protocolo II.L.2.,

que usa la actividad para determinar la presencia de enzima “nativo”.

Figura III.21.: En esta gráfica se muestra la termoinactivación a lo largo del tiempo de cada uno de estos
enzimas.  En la gráfica se representan velocidades iniciales respecto al tiempo de incubación a 65 ºC en ausencia de
sustrato.

Los resultados de la determinación de termorresistencia se muestran en la figura III.21.

Cabe destacar que, como ya había pasado anteriormente en experimentos de este tipo, en

concreto, los realizados (Pons, 1996) sobre otro conjunto de mutantes, la curva no se ajustaba al

modelo de desnaturalización de dos estados.

En un principio se utilizó la t50 como parámetro de termorresistencia. La t50 es el tiempo

que se tarda, durante la desactivación térmica, en alcanzar la mitad de la actividad inicial. Este

parámetro ya se había usado en trabajos anteriores en el grupo (Pons, 1996). Pero al observar que

la forma en la que se desviaban todas las curvas con respecto al modelo de  desnaturalización en

dos estados era similar para todos los mutantes, se decidió probar distintos modelos.
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De los diferente modelos de desnaturalización que se probaron, sólo uno permitió un

buen ajuste. Además únicamente ese modelo se ajustaba a todos los mutantes. Se trataba de un

modelo de desnaturalización en dos fases con un intermediario semiactivo, necesario para el

siguiente paso de la desnaturalización. El esquema que correspondería a esta desnaturalización

en dos etapas irreversibles en la que se genera un intermediario de desnaturalización semiactivo

sería:

Enativo Eparcialmente activo Einactivo
ks kd

Los parámetos se definen :

Ci: concentració inicial del enzima por actividad
ks: constante de semi-inactivación del enzima nativo
kd: constante de inactivación del intermediario
ar: tanto por uno de actividad residual
vo: velocidad inicial

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

A(nativo) B (inactivo)
k

la pérdida de actividad debida a la desnaturalización vendría representada por la expresión,

d[A]

d t
=  -ks · [A]

integramos

ln([A]) =  -ks · t

y despejamos la [A].

[A] =
 - ks t[A]o · e

La desaparición del enzima nativo se vería reflejado por una progresiva pérdida de la

velocidad de reacción. Estas velocidades iniciales se calculan usando el protocolo especificado

en el apartado II.L.2, dichas velocidades iniciales son proporcionales a la concentración de

enzima nativo por su actividad,

vo[nativo] = Ci · exp (-ks·t)
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Ahora bien, en este caso se trata de dos procesos acoplados,

A B C
ks kd

d[B]

d t
=  -kd · [B]

 - ks t[A]o · e

La aparición y desaparición del intermediario también se vería reflejado con una

contribución a velocidad de reacción. En este caso se ha de tener en cuenta que la actividad del

intermediario es inferior a la del enzima nativo, por lo que hemos de tener en cuenta su actividad

residual ar. Por lo tanto la vo del intermediario se expresaría como,

vo[intemediario] = Ci · ar · (ks/(kd-ks)) · (exp (-ks·t) – exp (-kd ·t))

La suma de las dos velocidades inciales nos daría la vo observada:

vo = Ci · exp (-ks·t) + Ci · ar · (ks/(kd-ks)) · (exp (-ks·t) – exp (-kd ·t))

Tabla III.5.: Parámetros calculados según el modelo propuesto.

Mutante Ci·103 ks (s
-1) kd (s

-1) ar

Wt 0.2976 0.02989 9.651·10-4 0.7247
M58A 1.468 0.02798 1.370·10-3 0.4818
M58G 2.275 0.03354 1.034·10-3 0.4107
M58P 0.2728 0.03377 3.650·10-4 0.9087
M58F 0.5612 0.03169 1.820·10-3 0.6214
N57A 0.2857 0.02399 1.028·10-3 0.7581
S34C+K242C 0.1855 0.03507 4.961·10-4 0.4839

Estos datos permiten tener una idea sobre cómo avanza el proceso de desnaturalización

de la proteína.

La constante de de semi-inactivación del enzima nativo (ks) es, como mínimo, de un orden

de magnitud mayor que la constante de inactivación del intermediario (kd). Estas diferencia en

ordenes de magnitud entre ks y kd implicaría que el intermediario es unas diez veces más estable

que la proteína nativa. En las condiciones del ensayo, se ha producido un cambio configuracional

de difícil reversión ya que el equilibrio de dicha reacción está desplazado hacia la inactivación

del enzima.

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

paso de desnaturalización. En ambos casos, se trata de un proceso irreversible.
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La desnaturalización térmica de los diferentes mutantes de la posición 58 de la β-glucanasa

así como del enzima silvestre y del mutante S34C+K242C presentan una primera fase muy

similar en todos los casos. En esta fase el valor de ks se aproxima a 0.03 s-1. Estos resultados

hacen pensar que, en esta primera fase, no están implicados ni el lazo mayor del surco del centro

activo ni los extremos C y N terminales, ya que las diferentes mutaciones se localizan en dichos

elementos estruturales.

M58F

Silvestre

M58A

M58G

M58P

Ar = -0.1527Ln(Ai) + 0.5374
R2 = 0.9994

0.4

1.0

0.1 1 10

Actividad Inicial

ar

Figura III.22.: Actividad residual del intermediario respecto a su actividad inicial.

Cuando se comparan los diferentes mutantes, figura III.22 se observa una relación lineal,

inversamente proporcional, entre la actividad inicial del mutante y la actividad del intermediario

(ar) excepto para el mutante M58P.  El mutante M58P rigidiza el lazo y fuerza el giro del mismo

precisamente por la posición 58, el lugar por el que el lazo gira. En este caso la conservación de

la estructura, no depende, de la interacción con su hidrofóbico del grupo lateral en medio de una

zona hidrofóbica como sería el caso de la metionina.  La conservación de este ángulo de giro

estaría garantizada por la mera presencia del aminoácido en dicha posición.

En la segunda fase se aprecian las diferencias más claras, sobre todo en el caso del mutante

M58P. Este mutante muestra una termorresistencia excepcional, y además presenta la

peculiaridad de que su actividad residual es muy alta, alrededor de un 90 % de la proteína nativa.
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Existe una relación inversamente proporcional entre la actividad residual del intermediario y la

constante de inactivación del segundo intermediario. Esta proporciona una idea de cuan cercano

está este segundo intermediario de la estructura nativa. En principio, cuanto más próximos esten

los valores de la actividad residual, más próximo estará el intermediario y la forma nativa. El

valor de ar,  la actividad residual, del mutantes M58P está mucho más cercano a 1 -actividad que

correspondería si la actividad del intermediario fuera igual al nativo- que en el valor de ar del

mutante M58G.

En el caso del mutante M58G -sin grupo lateral- la modificación de este ángulo en el

extremo del lazo está tremendamente facilitado.

En definitiva, y expresando de otra manera, podemos afirmar que cuanto mayor es la

actividad inicial más comprometida queda la actividad del intermediario de desactivación.

Intentemos visualizar esto mediante una imagen. El lazo principal está sujeto a la

estructura  a través de las betas 2 y 3.  La cara interna del lazo, desde la posición 58 a la 66,

parece ser la encargada de anclar el lazo al resto de la proteína. El lazo interacciona con la

estructura ya sea por interacción electrostática -como la arginina de la posición 64 con  el

glutámico de la posición 89 ubicado en la beta 5-, o por las interacciones hidrofóbicas -en las

posiciones 58, 59 y 63 con diferentes aminoácidos de las cadenas betas 14, 7 y lazos adyacentes-.

También es determinante el puente disulfuro entre la posición 61 y la 90, que une la beta 3 a la 5.

El lado de la luz del surco –a diferencia de la cara interna del lazo- estaría más implicado

en la interacción con el sustrato propiamente dicha y podría modular la actividad del enzima con

su movimiento y el de otras zonas de la proteína. Desde esta prespectiva, el aumento de la

actividad, que se produce al ir disminuyendo la longitud de la cadena lateral de los aminoácidos

hidrofóbicos alifáticos, estaría relacionado con el aumento de movilidad. A su vez este aumento

en movilidad se produciría por la reducción de las interacciones de la cadena lateral del

aminoácido de la posición 58 en su entorno hidrófobo, dejando más suelta la cara interna del

lazo.  Pero la tensión producida por este aumento de la movilidad del lazo para algunos mutantes

repercutirá de forma directa sobre las zonas de la proteína en las que se asienta el lazo.

Concretamente y para simplificar,  las cadenas betas más afectadas por el aumento de la

movilidad del lazo serían las 3,  2,  14, indirectamente la 4, y ,sobre todo, la 5 debido al puente

disulfuro.

La termoestabilización por sustitución de prolinas en los lazos también se da en otras

proteínas. A modo de ejemplo, en la oligo-1,6-glucosidasa de B. thermoglucosidasius, que

presenta un 72 % de homología 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 representación gráfica la

proteína en conformación nativa del intermediario de termoinactivación. Para ello tomamos

como A la concentración de enzima nativo y como B la del intermediario de termoinactivación,

definimos sus respectivos valores con las fórmulas siguientes:

vo[A]  =  Ci · exp (-ks·t)

vo[B]   =  Ci · ar · (ks/(kd-ks)) · (exp (-ks·t) – exp (-kd ·t))

Estas ecuaciones nos permitirá expresar gráficamente la proporción de proteína nativa, de

intermediario y de proteína inactiva durante el proceso de desnaturalización. De esta manera,

podemos ver que en todos los mutantes de la posición 58 estudiados, alrededor de los 180

minutos ya ha desaparecido casi toda la proteína nativa y que es el segundo intermediario el que

marca las verdaderas diferencias de termoresistencia.

De todos estos mutantes, el que presenta un menor valor de ks es el N57A. Además el

N57A presenta un valor  de ar (actividad residual) más alto que la proteína silvestre. Ahora bien,

su kd es ligeramente inferior que la del silvestre. Los valores de estos parámetros hacen que el

mutante N57A parezca ser algo más termorresistente al principio de la termoinactivación. Sin

embargo, si observamos cada una de las gráficas en su conjunto considerando tiempos superiores

a 300 minutos, estas diferencias van desapareciendo. Se ha descrito que el residuo asparagina

sufre desaminación por el incremento de la temperatura y esta característica ha sido utilizada

para diseñar mutantes termorresistentes. En este caso no tendría importancia puesto que no tiene

un papel relevante ni en la estructura del lazo ni en la interacción  con el sustrato.

El doble mutante, S34C+K242C se diseñó con la intención de mejorar la

termorresistencia del enzima, puesto que a primera vista las colas eran unas buenas candidatas a

ser el lugar por donde se inicia la desnaturalización de la estructura, especialmente por la cola N-

terminal, figura III.23. Este intento de aumentar la termorresitencia no dio los resultados

esperados. Sin embargo, sí que aporta una idea interesante y es que aunque acelera el tránsito

entre la conformación nativa hacia el intermediario, está estabilizando el intermediario.
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Figura III.23.: Se muestra la termoinactivación a lo largo del
tiempo de los diferentes mutantes por separado. Se diferencian
las dos posibles poblaciones de enzima activo. A, enzima en
configuración nativa y B, el intermediario.
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Utilizar un puente disulfuro para estabilizar una proteína tiene el inconveniente de que

sólo se puede inferir que se ha encontrado la zona por la que la proteína comienza a

desestructurarse si conseguimos que mejore su termorresistencia. Cualquier otro resultado es

difícil de interpretar. En el caso del puente introducido mediante el doble mutante S34C+K242C,

y observando la figura III.23, aparentemente no se aprecia una mejora clara en la

termorresistencia del enzima. Ahora bien, si se analizan los parámetros más detenidamente se

observa que con esta modificación se ha acelerado el proceso de formación del primer

intermediario de desnaturalización. Esta aceleración se puede atribuir a una desestabilización de

la zona, ya sea simplemente por haber cambiado dos aminoácidos hidrófilos por dos hidrófobos

(los puentes S-S tienen esa característica) -favoreciendo la formación de zonas de contacto entre

proteínas-, o por someter a cierta tensión estructural la zona de la proteína en la que se localiza el

enlace. Pero lo que resulta más interesante de este mutante es que aunque facilita la aparición del

primer intermediario también lo estabiliza. Los valores que observamos de kd son prácticamente

la mitad que en el enzima silvestre. Este dato es un indicio que podría apuntar a que es la cadena

beta 1, o una región muy próxima de la proteína, podría estar implicada en la desactivación del

primer intermediario, y que de alguna forma el enlace que hemos forzado entre la beta 1 y la 15

está retardando este proceso. En este caso, el gel de SDS-PAGE mostraba que en este mutante el

puente disulfuro se había formado, figura III.14..

Estos resultados nos llevan a estudiar la región de las betas 1 a 5. Welfle et al. (1996) ya

habían hecho otras aproximaciones utilizando híbridos del enzima de B. macerans a las que se

sustituyó su extremo N-terminal por el de B. amyloliquefaciens. De esta forma, se generaron

diferentes proteínas híbridas. De entre ellas, el hibrido con los primeros 16 aminoácidos de la

región N-terminal correspondentes a la glucanasa de B. amyloliquefaciens y los demás a la

glucanasa de B. macerans mejoró su termorresistencia. Sin embargo, en este caso, esta estrategia

no tendría mucho sentido, ya que la glucanasa proveniente de B. licheniformis,  es

tremendamente parecida a la de B. amyloliquefaciens.

III.C.4.- Intento de estabilización del lazo entre la beta 1 y 2 mediante creación de un puente
disulfuro

Con el doble mutante S34C+K242C ya habíamos tratado de fijar la cadena beta 1,

extremo N-terminal de la proteína, con la cadena beta 15, extremo C-terminal de la proteína. En

este nuevo intento se quiso abordar el problema fijando la beta 2 mediante un puente disulfuro a

la beta 5. Aunque la orientación de los grupos laterales de los aminoácidos a mutar, no era la
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óptima, siempre cabía la posibilidad de que un pequeño cambio configuracional de la cadena

lateral hiciera posible el enlace. Se encontraron dos posibles soluciones, la unión por un puente

entre la glicina 45 y la valina 96, o la unión de la asparagina  40 y la glicina 74. La opción de la

asparragina  40 y la glicina 74 fue descartada finalmente por que el enlace parecía a priori

demasiado forzado.

Se diseñarón los oligos, que se muestran en la figura III.24, para ser usados por el método

de mutagénesis descrito en el apartado II.D.7..

G45C:

Translation            : S  T  F  A  A  S  A  S  A  Q  T  G  G  S  F  Y  E  P  F  N
Original Sequence      : TCCACATTTGCTGCAAGTGCCTCGGCACAAACGGGCGGGTCGTTTTATGAACCGTTCAAC
Ban II grgcy/c                                                           *
Translation            : N  Y  N  T  G  L  W  Q  K  A  D  G  Y  S  N  G  N  M  F  N
Original Sequence      : AACTATAATACGGGGTTATGGCAAAAAGCAGATGGGTACTCGAATGGAAACATGTTTAAC

*Añadiendo además una diana de restricción Ban II, para facilitar el cribaje.

Oligo:  TGCTTTTTGCCATAAGCACGTATTATTATAGTTGTTGAAGGGCTCATAGTTGTTGAA

V96C:

Translation            : T  S  P  S  Y  N  K  F  D  C  G  E  N  R  S  V  Q  T  Y  G
Original Sequence      : ACAAGTCCTTCCTATAATAAGTTTGACTGCGGAGAAAACCGCTCCGTTCAAACGTACGGC
Nde I ca/tatg                                                                *
Translation            : Y  G  L  Y  E  V  N  M  K  P  A  K  N  V  G  I  V  S  S  F
Original Sequence      : TATGGGCTATATGAAGTCAACATGAAACCAGCCAAAAATGTTGGGATCGTGTCTTCGTTC

* Añadiendo además una diana de restricción Nde I, para facilitar el cribaje.

Oligo: GAAAACCGCTCCTGCCAAACATATGGCTATGGGCTATAT

Figura III.24.: Diseño de los oligonucleótidos destinados a generar el doble mutante G45C+V96C.

El cribaje se realizó por análisis de restricción y posteriormente se sequenciaron los

mutantes.

Se realizó un estudio de termorresistencia en ausencia de sustrato siguiendo el método

descrito en el apartado II.L.2., obteniéndose los parametros que se muestran en la tabla III.6.

Tabla III.6.: Parámetros de calculados según el modelo de termoinactivación en dos fases.

Mutante Ci·103 ks (s
-1) kd (s

-1) ar

G45C-V96C 0.0365 0.05107 3.127·10-3 0.4055

Se verificó que a los 100 minutos prácticamente el 100 % del enzima en conformación

nativa ya había desaparecido.  Es decir, habíamos desestabilizado la proteína nativa. También

había empeorado la estabilidad del primer intermediario de desnaturalización y su kd era tres

veces la del enzima silvestre. Estos resultados perecerían indicar que se estaba tocado una región

crítica en el proceso de inactivación del enzima, y podría estar indicando que dicha zona es, por
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la que comienza el proceso de termoinactivación. Seguían acumulándose evidencias de que la

región por la que este proceso comienza se encontraba próxima a las betas 1 y 2. A falta de saber

si está formando o no un puente disulfuro, lo que si parecía claro es que este cambio afecta

mucho más la termorresistencia del enzima.

En este mutante, tampoco sería de extrañar que el cambio de la glicina 45 por una

cisteína, aparte de disminuir la elasticidad de un lazo precisamente por la zona en la que este

gira, también exponga regiones hidrófobas en la superficie de la proteína. Dicha exposición

potenciaría las posibles interacciones inespecíficas proteína-proteína que podrían comprometer la

estabilidad del mismo.
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Figura III.25.: Termoinactivación a lo largo del tiempo de los diferentes mutantes por separado.  Diferenciamos las
dos posibles poblaciones de enzima activo. A, sería el enzima en configuración nativa y B el intermediario.

III.C.5.- Contribución del puente disulfuro en la termorresistencia de la glucanasa

Para analizar el efecto del puente disulfuro del enzima silvestre, sobre la

desnaturalización se analizó el mutante C91A, clonado previamente en el equipo (Pons, 1996).

Con este mutante ya se habían hecho curvas de desnaturalización con urea. Ahora se estudiaría

su termorresitencia. Para producirlo se seguió el mismo protocolo que para producir dobles

mutantes de cisteína, III.B.2 . Para este estudio, además del mutante C91A, que no presenta el

puente disulfuro por supresión de una cisteína propia de la proteína silvestre, también se utilizó

la proteína silvestre nativa y con el puente reducido y sin reducir.

En la figura III.26 se aprecia como la reducción del puente disulfuro del enzima silvestre

modifica la forma de la curva de termorresistencia, y como esta termorresistencia se ve

fuertemente resentida por la supresión de esta interacción en la proteína. En concreto, la curva

pasa de ser de desactivación en dos fases a ser una curva de desactivación en una fase. Esto

signifiría  que el puente disulfuro estaría limitando la propagación de la desnaturalización del
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segundo intermediario, haciendo posible la existencia de un intermediario semiactivo. Tampoco

sería de extrañar que el camino de desplegamiento fuese diferente para el enzima con y sin

puente disulfuro.
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Figura III.26.: Termoinactivación a lo largo del tiempo del mutante C91A y del silvestre (wt) con su puente
disulfuro reducido y no reducido.

En el caso del mutante C91A, además de no tener puente, pueden darse otros efectos

propios de la sustitución de una cisteína por un aminoácido menos hidrófobo como alanina.

Dicha sustitución puede mermar su termorresistencia. También es posible que, al no haberse

formado el puente disulfuro, el plegamineto de la proteína no sea idéntico al de la proteína

nativa. En el caso de la proteína silvestre con el puente disulfuro reducido, se parte de la

conformación nativa y después se reduce el puente. El mutante C91A no tiene porque haber

alcanzado la misma configuración que la proteína silvestre en conformación nativa, por lo que

puede partir inicialmente de una conformación más inestable. El orden de los factores, en el

plegamiento de las proteínas, sí altera el producto, de tal forma que la desnaturalización del

mutante C91A es rapidísima, mucho más veloz que la del enzima silvestre con el puente

reducido. Como vemos, pequeños cambios en la zona entre las cadenas beta 1 a 5 tienen como

consecuencia grandes repercusiones en la termorresistencia de la proteína.

En definitiva y según lo expuesto hasta ahora sobre el puente disulfuro nativo de la

proteína silvestre, todo hace suponer que los primeros pasos en la desactivación de la proteína se

dan en algún lugar entre las betas 1 a 5. Concretando un poco más, la reducción de las

interacciones hidrófobas introducidas con la mutación C91A podrían comprometer seríamente la

estabilidad de la beta 3, convirtiéndose esta vía en camino de desnaturalización alternativo para

este mutante.
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III.C.6.- Intento de estabilización mediante la creación de los puentes disulfuro N40C+G74C

Ya se había probado fijar la beta 1 con un puente disulfuro a la 15. También se había

probado unir el lazo entre la beta 1 y la 2 a la 5 por otro puente. Tan sólo quedaba fijar la beta 1,

por un puente disulfuro a la beta 4, para acabar de probar todas las combinaciones posibles.

Se diseñaron los oligonucleótidos para producir el mutante N40C+G74C, para ello se

utilizó la técnica de mutagénesis dirigida por PCR total descrita en el apartado II.D.8.

Mutante N40C:

5’ TATGAACCGTTCtgCAACTATAATACG 3’
5’ CGTATTATAGTTGcaGAACGGTTCATA 3’

Para generar el mutante  N40C no se encontró alrededor del codón de este aminoácido

ninguna diana poco frecuente que incorporar o suprimir. Por ello, se tuvo que realizar el cribaje

por secuenciación.

Mutante G74C:

Traducción             : C  T  W  R  A  N  N  V  S  M  T  S  L  G  E  M  R  L  S  L
Secuencia Original     : TGTACGTGGCGTGCAAACAATGTCTCCATGACGTCGTTAGGGGAAATGCGATTATCGCTC 240
Aat II gacgt/c                                        ~

En la posición G74C, la mutación suprime la diana Aat II. Esto simplificó mucho en

cribaje.

5’ TCCATGACcTCGTTAtGtGAAATGCGATTA 3’
5’ CGCATTTCaCaTAACGAgGTCATGGACACA 3’

Pero este doble mutante implicaba otra dificultad suplementaria, los lazos entre las

cadenas beta 1 y 4 que se pretendía unir estaban implicados en una interacción con Ca++. Este

calcio forma un enlace coordinado con el resto de la proteína. Se sabía que este calcio era

determinante patra la actividad (Lloberas 1991) y que sin él los resultados de las cinéticas eran

poco reproducibles. Asimismo la quelación del calcio en columnas de intercambio catiónico, en

el que este Ca++ era sustituido por Na+ rendía un enzima de menor actividad (Olsen et al.,1991).

Aunque se sabía que el calcio era importante en el proceso de desnaturalización térmica

(Welfle et al., 1995 y 1996), realmente no se había 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 explicación es que la complejación del Ca++ es pH

dependiente.

En principio no se albergaban muchas esperanzas de que este mutante mejorase la

termorresistencia del enzima, entre otras cosas por que se comprobó que ni el mutante

G45C+V96C, ni el mutante N40C+G74C formaban el puente disulfuro extra que se pretendía

añadir.

Figura III.28.: Gel SDS-PAGE, para comprobar si el puente disulfuro extra que se intentaba añadir en los dobles
mutantes G45C-V96Cy N40C-G74C, se había formado.

III.C.7.- Efecto de la interacción del Ca++ sobre la termorresistencia de la proteína

Tras lo visto hasta el momento, lo más probable es que este primer paso de la

termoinactivación de la proteína sea debido a la disociación del Ca++, que puede ser reemplazado

por un Na+, pudiendo además producirse algún que otro cambio configuracional irreversible en

este proceso. Según esto, se podría termoestabilizar la proteína mejorando la interación con estos

cationes. Existe la opción de hacerlo por medio de una carga negativa suplementaría, que

ayudaría a retener estos cationes por interacción electrostática. Observando la proteína

cristalizada se ve que hay una asparagina correspondiente al aminoácido 236 que podría

cambiarse por un aspártico para conseguir esa carga negativa extra en la proteína.  Además de

tratarse de una mutación conservativa, también resulta ser el aminoácido más común en esta

posición para las diferentes glucanasas bacterianas conocidas. Para ser más exactos sólo B.

licheniformis presenta una asparagina en esta posición lo normal es como en el caso de B.

macerans, B. brevis, B. polymixa, B. subtilis y B. amyloliquefaciens encontrar un aspártico, C.

thermocellum presenta un ácido glutámico, lo cual permite pronosticar que con el cambio de la

asparragina 236 por un aspártico no teendremos problemas para producir el mutante.
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A la hora de realizar la sustitución, sería interesante contar con un control negativo en el

que incluso la interacción por enlace coordinado del Ca++ con la beta 15 no estuviera presente.

Una posibilidad puede ser cambiar este aminoácido por una alanina. Este cambio si que es más

radical y tal vez acarree problemas de producción.

Al introducir el aspártico en la posición 236 era posible incorporar a la vez una diana Asp

I que permitirá seleccionar clones por digestión, figura III.29.. Para generar la mutación alanina

en la posición 236 se podía introducir a la vez una diana Nsi I que también nos permitirá

seleccionar clones por digestión, figura III.29.B.

A
Opción Asp I:

Translation            : S  Y  N  G  V  T  P  L  Y  A  H  Y  D  W  V  R  Y  T  K  R
Modified Sequence      : TCCTACAACGGTGTTACTCCACTTTACGCTCATTACgAcTGGGTcCGTTACACAAAAAGA 60
Asp I gacn/nngtc                                             *

5’ TACGCTCATTACgAcTGGGTcCGTTACACAAAAA 3’
5’ TTTTTGTGTAACGGACCCAGTCGTAATGAGCGTA 3’

B
Opción Nsi I :

Translation            : S  Y  N  G  V  T  P  L  Y  A  H  Y  A  W  V  R  Y  T  K  R
Modified Sequence      : TCCTACAACGGTGTTACTCCACTTTACGCTCATTAtgcaTGGGTGCGTTACACAAAAAGA 60
Nsi I atgca/t                                              *

5’ TTTACGCTCATTAtgcaTGGGTGCGTTACA 3’
5’ TGTAACGCACCCAtgcaTAATGAGCGTAAA 3’

Figura III.29.: Diseño de los oligos para generar el mutante N236D (A) y N236A (B), siguiendo el procedimiento
descrito en el apartado II.D.8.

Estas sustituciones permitirán verificar el papel central del Ca++ en la inactivación 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 proteína

requiere para su actividad en esta posición. Por todo ello, al introducir una carga negativa extra

en esta posición podría hacer más rígida esta región de la proteína y acabaría por traducirse en

una cierta reducción de la actividad del enzima a la vez que produciría un aumento de la

termorresistencia. También, al menos a  priori, retendría mejor el Ca++ y el Na+, por el que

probablemente se intercambie durante el proceso de inactivación.

De todas formas, si el Ca++ es realmente tan determinante, deberíamos ver más

claramente su efecto sobre la actividad y la termorresistencia del mutante N236A. Con esta

mutación, deberíamos dejar el Ca++ prácticamente libre a las temperaturas de desnaturalización

empleadas. Además, si todas estas suposiciones son ciertas, la actividad del enzima se verá
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bastante comprometida. Asimismo resultaría interesante comprobar si este efecto

“termoestabilizador” es aditivo respecto al 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 próximos no tienen porque serlo. A no ser que se den en posiciones

muy alejadas de la proteína.

Para este estudio se realizó la producción del enzima silvestre, y los mutantes M58P,

termorresistente, y M58G, termolábil. Estos tres mutantes servirán de referencia. Además, y

dado que la producción de los diferentes mutantes seleccionados para este estudio iba a dilatarse

en el tiempo, se decidió usar como control de la producción el mutante M58G ya que es el

enzima más activo y a la vez el más sensible a la desnaturalización y a posibles cambios, por

ejemplo, en los parámentros físico químicos del agua utilizada durante la purificación. Este

mutante se produciría dos veces, al principo y al final de esta serie de mutantes y permitiría

comprobar si las condiciones de purificación habían variado entre los primeros y los últimos

mutantes purificados. También se incluiría en el estudio los mutantes N236D, M58P,

M58P+N236D, N236A, y finalmente el mutante N40C+G75C. La producción de los mutantes

N236A y N40C+G75C se realizó siguiendo el protocolo descrito en III.B.2..

La termorresistencia se midió siguiendo el protocolo descrito en el apartado II.L.2. La

muestra de proteína se introduce en un Eppendorf y se somete a inmersión total en un baño

termoestatizado a 65ºC. Después de someter los enzimas a desnaturalización se determinó su

actividad a 3 mM de sustrato G4G3G-MeUmb 45ºC en tampó C/F pH 7.2, 0.1 mM CaCl2.

El resultado de la termoinactivación de la proteína del mutante M58G y su réplica

proveniente de dos purificaciones diferentes se muetran en la figura III.30. Aunque se observa

una cierta diferencia entre M58G y su réplica, estas son mínimas. Este resultado estaría

indicando que aunque el proceso de purificación cuenta con numerosos pasos, los controles que

hemos introducido en cada uno de ellos permiten obtener proteína que garantizan unos resultados

reproducibles.
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Figura III.30.: Comparación de la termoinactivación del mutante M58G proveniente de diferentes purificaciones.

El resultado de este experimento de termoinactivación con todos los mutantes

seleccionados para esta serie se muestran en la figura III.31.

Figura III.31.: Curvas de termoinactivación de todos los mutantes de esta serie.
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Figura III.32.: Ampliación las curvas de termoinactivación de todos los mutantes de esta serie, a excepción del
mutante M58G.

Observando la figura III.32 se pueden realizar una serie de comentarios. El primero es

que al inestabilizar la unión del Ca++, con el mutante N236A, se compromete seriamente la

termorresitencia del enzima, el cual no tarda mucho en inactivarse. Este resultado confirma

nuestras hipótesis.

Otro efecto que esperábamos observar, si realmente el Ca++ participa en modular la

movilidad del lazo mayor entre las betas 2 y 3, es una cierta pérdida de actividad de los dobles

mutantes a los que se añade la mutación N236D, como puede observarse tanto en el mutante

N236D como en el doble mutante M58P+N236D. Esta pérdida de actividad se traduce en una

ganancia de termorresistencia. Además, en el caso de doble mutante M58P+N236D, parecería

que el efecto termoestabilizador de ambas mutaciones fuera aditivo.

Otro hecho que sorprende es que la velocidad de reacción -a tiempo cero de incubación a

65 ºC-, tanto del mutante M58P como del M58P+N236D, es superior a la del enzima silvestre.

El papel crítico del pH en la termorresistencia podría estar relacionado con el aumento de

la concentración de iones hidroxilo (OH-) cuando el medio se basifica, al margen de la mayor o

menor capacidad quelante de los componentes del tampón utilizado. Estos iones hidroxilo, por su

pequeño tamaño, accederían fácilmente al catión 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 cabía esperar, juega un papel importante en  el proceso de estabilización

de la proteína. El catión, en el caso de la sustitución N236D, no sólo es retenido por el enlace

coordinado -como en el caso de la asparagina- sino también es atraido por una interacción

electrostática a la beta 15. La beta 15 es una de las betas más sólidamente construidas de la

glucanasa.

Por otro lado, el conjunto de betas de la 1 a la 5, con el lazo mayor incluído, parecen

actuar como un “pseudodominio” estructural (Welfle, 1996).

Figura III.33.: Estructura de la glucanasa, resaltado en color azul claro las betas de la 1 a la 5.

La estructura de betas antiparalelas que observamos en toda la proteína  se interrumpe,

figura III.22. La beta 15 no interacciona con una sóla beta sino con dos, la 1 y 4. La beta 4 a su

vez interactua con la beta 3. Entre la beta 3 y la 2, se encuentra el 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

la beta 5. La mayor parte del estrés estrutural  derivado del movimiento del lazo mayor recaería

sobre las betas 2 y 3. El estrés recae mucho más sobre la 2 dado que no cuenta con un puente

disulfuro, como le sucede a la beta 3, que le permite descargar parte de la tensión estructral sobre

la beta 5.

Centrémonos sobre la beta 2 y el lazo entre este y la beta 1 que, según los indicios

acumulados hasta ahora, parece ser junto con la región ocupada por el Ca++ los lugares por donde

la estructura se comienze a desplegar. Según Keitel et al.  1994, la ausencia de un catión, ya sea

Na+ o Ca++, coordinando los lazos conduce probablemente a la completa inactivación del enzima.

Es decir, estos cationes sólo 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 sustitución del

Ca++ por Na+ por quelación utilizando una columna Chelex 100  rinde un enzima parcialmente

activo. Esta actividad es imposible de recuperar aunque volvamos a reemplazar el Na+ por Ca++

según Keitel et al.  1994. Esto resultados estarían indicando que, en todo este proceso, se ha

modificado una parte de la estructutra de la proteína, al margen del propio enlace de
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coordinación. Pero, ¿qué es lo que ha cambiado en la estructura de la glucanasa?, y ¿porqué es

prácticamente irreversible el transito de proteína nativa al primer intermediario?

Ya se ha comentado que la glucanasa de B. licheniformis es tremendamente parecida a la

de B. amyloliquefanciens y en cambió la de B. macerans es ligeramente diferente, figura III.34.

Esto permite utilizar tanto los cristales de B.macerans, como el hídrido H(A16-M) de los

primeros 16 amonoácidos de  B. amyloliquefanciens y el resto de la glucanasa de B. macerans,

en cualquiera de sus dos versiones, ya sea acomplejado con Ca++ o Na+.

B.lichenif.   1  QTGGSFYEPF NNYNTGLWQK ADGYSNGNMF NCTWRANNVS MTSLGEMRLS
B.amyloliq.   1  QTGGSFFEPF NSYNSGTWEK ADGYSNGGVF NCTWRANNVN FTNDGKLKLG
B.macerans    1    GSVFWEPL SYFNPSTWEK ADGYSNGGVF NCTWRANNVN FTNDGKLKLG
                   *. * **. . .*.. *.* ******* .* *********.  *. * ..*.

B.lichenif.  51  LTSPSYNKFD CGENRSVQTY GYGLYEVNMK PAKNVGIVSS FFTYTGPTDG
B.amyloliq.  51  LTSSAYNKFD CAEYRSTNIY GYGLYEVSMK PAKNTGIVSS FFTYTGPAHG
B.macerans   49  LTSSAYNKFD CAEYRSTNIY GYGLYEVSMK PAKNTGIVSS FFTYTGPAHG
                 ***..***** *.* **   * *******.** **** ***** *******. *

B.lichenif. 101  TPWDEIDIEF LGKDTTKVQF NYYTNGVGNH EKIVNLGFDA ANSYHTYAFD
B.amyloliq. 101  TQWDEIDIEF LGKDTTKVQF NYYTNGVGGH EKVISLGFDA SKGFHTYAFD
B.macerans   99  TQWDEIDIEF LGKDTTKVQF NYYTNGVGGH EKVISLGFDA SKGFHTYAFD
                 * ******** ********** ******** * **...***** ....******

B.lichenif. 151  WQPNSIKWYV DGQLKHTATT QIPQTPGKIM MNLWNGAGVD EWLGSYNGVT
B.amyloliq. 151  WQPGYIKWYV DGVLKHTATA NIPSTPGKIM MNLWNGTGVD DWLGSYNGAN
B.macerans  149  WQPGYIKWYV DGVLKHTATA NIPSTPGKIM MNLWNGTGVD DWLGSYNGAN
                 ***  ***** ** ******.  ** ****** ******.*** .*******

B.lichenif. 201  PLYAHYNWVR YTKR
B.amyloliq. 201  PLYAEYDWVK YTSN
B.macerans  199  PLYAEYDWVK YTSN
                 **** *.**. **
Figura III.34.: Alineamiento de las glucanasas de  B. licheniformis,  B. amyloliquefanciens y de B. macerans.

Las curvas de termoinactivación de la glucanasa de B. licheniformis son de caracter

bifásico. Es muy probable que eso suceda en más enzimas, ya que en la bibliografía se utiliza

habitualmente el tiempo que tarda en alcanzar la mitad de la actividad inicial a unas

determinadas condiciones de pH y temperatura. Pero normalmente, las referencias bibliográficas

no mencionan expecificamente esta condición. Este carácter bifásico sí se ha descrito, en algún

estudio de termoestabilidad por microcalorimetría de diferentes enzimas (Welfle et al. 1996). En

este estudio, cuando se desnaturaliza la proteína sin quelar el Ca++, la deconvolución de la curva

de desnaturalización indica un proceso de desplegamiento en dos estados cooperativos. Tanto

para el híbrido H(A16-M) como para la glucanasa de B. amyloliquefaciens se apreciaban dos

estados, no así para la glucanasa de B. macerans.
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Dado que el híbrido está constituido por los 16 aminoácidos N-terminales de la glucanasa

de B. amyloliquefaciens y con los 198 C-terminales de B. macerans, no sería de extrañar que las

diferencias entre el estado nativo y el intermediario estuvieran en esa región, constituida por los

primero 16 aminoácidos. Además, ha de ser un cambio que se produzca en el proceso de

sustitución del Ca++ por el Na+. Estas premisas limitan bastante la búsqueda y facilitan la tarea de

localizar dicha estructura. Además, este cambio estructural debería ser “irreversible”. Uno de los

mecanismos más comunes en estos procesos  es el cambio de configuración de cis a trans en el

enlace peptídico X-Pro. La configuración más común es la trans ya que es la que supone menos

colisiones estéricas y en general se considera 1000 veces más estable que la cis. Así pues, un

tránsito de cis a trans sería relativamente fácil que se produjera en la proteína y su reversión sería

muy complicada. En el caso de la prolina se considera que tan sólo es 4 veces más estable la

configuración trans que la cis (Braden C. et al.). Ahora bien, la energía para retornar al estado

trans es tan alta que se considera prácticamente irreversible, a no ser claro está si en el proceso

medien enzimas como las peptidilprolil cis, trans isomerasas.

Figura III.35.: Distancia en amstrongs (Å) entre los carbonos alfa de la glucanasa hibrida H(16-M), acomplejada

con Na+ (1glh) y con Ca++(2agh). La superposición se realizó usando el programa Swiss-pdbviewer v2.7b2.
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Una vez acotada la región potencialmente implicada en el proceso de inactivación

con un intermediario semiactivo, se ha de buscar si realmente se produce un tránsito cis-trans en

esta región de la proteína. Para ello se cuenta con los dos mutantes del híbrido de la glucanasa de

B. amyloliquefaciens y la de B. macerans, uno complejado con Ca++ y otro con Na+. En la figura

III.35 se muestran los cambios relativos se han producido entre la estructura del mutante H(A16-

M) acomplejado con Ca++ (su código PDB es 2ayh; Hahn et al. 1995) y acomplejado con Na+ (su

código PDB es 1glh; Keitel et al. 1995). Efectivamente, dejando de lado la cola N-terminal, la

zona que más cambia de un cristal al otro corresponde al lazo entre la beta 1 y 2. En la figura

III.35 esto correspodería al aminoácido de posición numero 15.

Efectivamente, aparte de la región N-terminal de la cola, la zona que más ha cambiado es

el lazo entre la beta 1 y la 2. También, como cabría esperar, los extremos de los lazos se

encuentran en posiciones diferentes en las dos estructuras. Además, la sustitución del Ca++ por el

Na+ produce cambios relativamente pequeños en la región en la que se encuentra el Na+ pero,

estos cambios repercuten claramente en las betas adyacentes. En la figura III.36 se ha coloreado

en azul el lazo entre la beta 1 y 2 y en verde a las regiones terminales entre las betas 3 y 4.

Figura III.36.: La superposición por los carbonos alfa de la glucanasa hibrida H(16-M), acomplejada con Na+ y con

Ca++. La superposición se realizó usando el programa Swiss-pdbviewer v2.7b2. Coloreadas azul y verde las

estructuras que más varian dentre ambas estructuras, en rojo el calcio.

El Ca++, además de ser un catión más grande y rellenar mejor el “hueco”, permite formar

un enlace coordinado implicando al menos seis ligandos, sin embargo que el Na+ coordina un

máximo de cuatro o cinco ligandos (Glusker, 1991). Aunque esta sustitución puede parecer que

no compromete especialmente la estructura de la proteína, en el cristal (2ayh) sí existe una

reducción en el número de posibles configuraciones de esta coordinación. Esta característica

limita la capacidad de coordinación reduciendo los límites estereoquímicos -en los que esta
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coordinación es posible-, a unos márgenes mucho más estrechos en el caso del Na+ que en del

Ca++ (Lehn y Sauvage, 1975).

Si, como se ha dicho, el primer intermediario ha de ser más estable, ¿cómo es posible que

sea así, teniendo en cuenta que el Ca++ es sustituido por Na+ perdiendo parte de la flexibilidad

que la coordinación con el Ca++ proporcionaba a esta región de la proteína?. Esto indica,

indirectamente, que aunque la salida del Ca++ puediera ser el desencadenante de todo este

proceso, la razón por la cual el proceso no es reversible hay que buscarla en otro sitio. La

sustitución del Ca++ por el Na+ colapsa parcialmente esta región entre otras cosas por el menor

radio del Na+, implicando un cambio local en los aminoácidos que rodean al catión, y induciendo

otros cambios en los aminoácidos vecinos. Los más importantes los vemos, coloreados de azul

en la figura III.36,  en el lazo entre la beta 1 y 2. Una imagen más detellada del lazo ayudará

entender mejor el proceso. En la figura III.37 se observa una transición del cristal que contiene

Ca++, representado como una bola de color gris, al cristal que contiene Na+, representado como

una bola de color azul. En la proteína nativa los dos grupos laterales representados en amarillo

(asparagina) y verde (serina) están en configuración cis. Sin embargo en la proteína en la que el

Ca++ ha sido sustituido por Na+-estos mismos aminoácidos están en configuración trans-,

supuestamente 1000 veces más estable.

Este cambio configuracional podría explicar por qué la formación 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 el giro que se a producido en dicha cadena es, a efectos prácticos,

irreversible. Se pasa de una configuración en cis más activa pero menos estables a una

configuración en trans, más estable pero menos activa.

En el caso del enzima de B. macerans este cambio es mucho más dificil que se produzca,

ya que, como se observa en la figura III.37, en esta posición presenta una prolina y ya está en

posición trans. Esta prolina hace que sea prácticamente imposible que se produzca una transición

entre las dos isoformas cis trans. En otras palabras, esta configuración ya sería igual a la del

“intermediario” del mutante H(A16-M), y no habría posibilidad de que se produjera una

transición cis trans.

 

Acis Btrans

Na+

Ca++
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Figura III.37.: Detalle del lazo entre la beta 1 y 2, de los dos cristales del mutante H(16-M). En color gris el Ca++,

en azul el Na+, la serina en verde y en amarillo la asparagina.

Figura III.38.: Detalle del lazo entre la beta 1 y 2, del cristales de la glucanasa de B. macerans. En color gris el

Ca++, la prolina en verde y en amarillo la asparagina.

Este transito cis trans podría ser un proceso necesario en la aparición del primer

intermediario. Expecular que es lo que puede suceder a partir de aquí es muy aventurado. Sin

embargo, es posible que se produce la rotuta de algunos puentes de hidrógeno entre las betas 2 y

5 acompañada con la salida definitiva del catión coordinado. Entre otras cosas, por lo

determinante que resulta, en la estabilidad del intermediario de desplegamiento, el aminoácido

por el que sustituimos la metionina 58.
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IV.- Conclusiones generales

IV.A.- El análisis de los mutantes de saturación en la posición 58 de glucanasa

5. La reducción de volumen de la cadena lateral aumenta la actividad aumenta la constante

catalítica kcat, si bien disminuye la Km. El mutante M58G presenta la actividad más alta, hasta

6 veces más que el silvestre y el mutante M58A presenta más de 4 veces la actividad del

silvestre, ambos, en términos de kcat/Km.

6. Los residuos hidrófilos disminuyen la actividad.

7. Unicamente en mutantes aromáticos como M58F y M58W, se aprecia una disminución de

valores de Km, respecto al enzima silvestre.

IV.B.- Expresión y producción

1. En cuanto al rendimiento en la obtención de proteína recombinante cabe concluir que la

mayor diferencia de producción entre los diferente mutantes se debe a perdidas durante la

purificación y que añadir CaCl2 durante el proceso de purificación mejora el rendimiento de

la producción de enzima.

IV.C.- Termorresistencia

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

permite llegar a las siguientes conclusiones:

1. Con respecto al medio, serían claves el pH (por pérdida de interacciones pH dependientes), el

tampón (por su posible papel quelante), la presencia de sustrato (estabilizaría).

2. Con respecto a la estructura serían claves los aminoácidos del lazo y la coordinación del

Ca++. La coordinación del Ca++ puede ser mejorada introduciendo una nueva interacción

entre el catión y la beta 15, como en el caso de mutante N236D.

3. Finalmente la termoinactivación de la glucanasa de Bacillus licheniformis, en todos los

mutantes estudiados, siguen un patrón bifásico cuyo análisis cinético permite justificar el

efecto de diversos mutantes y el comportamiento del enzima frente a la temperatura.
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 Código de letras:

R = A or G; Y = C or T; M = A or C; K = G or T
S = C or G; W = A or T; H = A or C or T; B = C or G or T;
V = A or C or G; D = A or C or G; N = A or C or G or T

* Nueva diana insertable
~ Diana de restricción

Tranducción            : M  S  Y  R  V  K  R  M  L  M  L  L  V  T  G  L  F  L  S  L
Secuencia Original     : ATGTCTTACCGTGTAAAACGAATGTTGATGCTGCTTGTCACTGGATTATTCTTAAGTTTG 60
Afl II c/ttaag                                                             ~     *
Bsm I gaatgc                                *
BstE II g/gtnacc                                            *
Ear I ctcttc                                                          *
HinD III a/agctt                                                              *
Sal I g/tcgac                                                                       *
Spe I a/ctagt                                            *
Sph I gcatg/c                               *
Stu I agg/cct                                                     *
Traducción             : S  T  F  A  A  S  A  S  A  Q  T  G  G  S  F  Y  E  P  F  N
Secuencia Original     : TCCACATTTGCTGCAAGTGCCTCGGCACAAACGGGCGGGTCGTTTTATGAACCGTTCAAC 120
AlwN I cagnnn/ctg                  *
BamH I g/gatcc                                               *
Bgl I gccnnnn/nggc                *
BstX I ccannnnn/ntgg                               *
Drd I gacnnnn/nngtc                                   *
Eco47 III agc/gct                       *     *
Eco57 I2 cttcag                       *     *
Fsp I tgc/gca                                   *
Gsu I ctggag                                            *
HinD III a/agctt                                               *
Nhe I g/ctagc                        *     *
PpuM I rg/gwccy                                              *
Sca I agt/act            *
Traducción             : N  Y  N  T  G  L  W  Q  K  A  D  G  Y  S  N  G  N  M  F  N
Secuencia Original     : AACTATAATACGGGGTTATGGCAAAAAGCAGATGGGTACTCGAATGGAAACATGTTTAAC 180
BstB I tt/cgaa                                                 *
Stu I agg/cct                       *
Xmn I gaann/nnttc                                                       *
Traducción             : C  T  W  R  A  N  N  V  S  M  T  S  L  G  E  M  R  L  S  L
Secuencia Original     : TGTACGTGGCGTGCAAACAATGTCTCCATGACGTCGTTAGGGGAAATGCGATTATCGCTC 240
Aat II gacgt/c                                        ~                             *
Avr II c/ctagg                                              *
BssH II g/cgcgc                  *
Bsu36 I cc/tnagg                                           *
Cla I at/cgat                                   *
Dra III cacnnn/gtg                                         *
Drd I gacnnnn/nngtc                                                                 *
Esp I gc/tnagc                                                             *
HgiE II accnnnnnnggt                                   *
HinD III a/agctt                                         *
Hpa I gtt/aac                                                                    *
Pml I cac/gtg              *
Spe I a/ctagt                                          *
Tthlll I gacn/nngtc                                                       *
Xcm I ccannnnn/nnnntgg                            *
Traducción             : T  S  P  S  Y  N  K  F  D  C  G  E  N  R  S  V  Q  T  Y  G
Secuencia Original     : ACAAGTCCTTCCTATAATAAGTTTGACTGCGGAGAAAACCGCTCCGTTCAAACGTACGGC 300
Bgl II a/gatct                                                  *
BstX I ccannnnn/ntgg                                                    *
Cla I at/cgat                                                 *
Nde I ca/tatg                                                                *
Pvu I cgat/cg                                                   *
Rsr II cg/gwccg                                                 *
Spe I a/ctagt            *
Spl I c/gtacg                                                                ~
Traducción             : Y  G  L  Y  E  V  N  M  K  P  A  K  N  V  G  I  V  S  S  F
Secuencia Original     : TATGGGCTATATGAAGTCAACATGAAACCAGCCAAAAATGTTGGGATCGTGTCTTCGTTC 360
BspM I acctgc                                      *
BstX I ccannnnn/ntgg                                    *
Ear I ctcttc                                                               *
EcoN I cctnn/nnnagg           *
HinD III a/agctt                                                              *
Hpa I gtt/aac                           *



Nae I gcc/ggc                                      *
Sac I gagct/c                                                              *
Xmn I gaann/nnttc                                                   *
Traducción             : F  T  Y  T  G  P  T  D  G  T  P  W  D  E  I  D  I  E  F  L
Secuencia Original     : TTTACTTATACGGGACCGACTGATGGTACGCCTTGGGATGAAATCGACATCGAATTTCTA 420
Apa I gggcc/c                       **
Asp718 g/gtacc                                   *
Avr II c/ctagg                                                                   *
Cla I at/cgat                                                      *
Dra III cacnnn/gtg                                 *
EcoN I cctnn/nnnagg                                                              *
EcoR I g/aattc                                                              *
EcoR V gat/atc                                                        *
HgiE II accnnnnnnggt        *
Kpn I ggtac/c                                    *
Nco I c/catgg                                          *
PflM I ccannnn/ntgg                     *
PpuM I rg/gwccy                     *            *
Rsr II cg/gwccg                     *
SnaB I tac/gta             *
Xca I gta/tac                 *
Traducción             : G  K  D  T  T  K  V  Q  F  N  Y  Y  T  N  G  V  G  N  H  E
Secuencia Original     : GGAAAAGATACGACAAAGGTTCAGTTTAATTATTATACCAATGGTGTCGGAAATCATGAA 480
BspH I t/catga                                                                ~
BstE II g/gtnacc                                                         *
BstX I ccannnnn/ntgg                                          *
Traducción             : K  I  V  N  L  G  F  D  A  A  N  S  Y  H  T  Y  A  F  D  W
Secuencia Original     : AAAATCGTCAACCTTGGTTTTGATGCAGCAAACTCTTATCACACATATGCGTTCGACTGG 540
Avr II c/ctagg                      *
EcoR I g/aattc                                        *
Hpa I gtt/aac                  *
Mlu I a/cgcgt                                                          *
Nde I ca/tatg                                                       ~
Nsi I atgca/t                                                          *
SnaB I tac/gta                                                    *
Spl I c/gtacg                                                       *
Traducción             : Q  P  N  S  I  K  W  Y  V  D  G  Q  L  K  H  T  A  T  T  Q
Secuencia Original     : CAGCCTAACTCAATTAAATGGTATGTGGACGGTCAATTAAAACATACGGCTACTACTCAA 600
Afl II c/ttaag                                               *
Eco57 I ctgaag                                               *
EcoR I g/aattc                *
Msc I tgg/cca                                         *
PflM I ccannnn/ntgg                *
Pvu II cag/ctg                                            *
Sal I g/tcgac                                    *
SnaB I tac/gta                                *
Traducción             : I  P  Q  T  P  G  K  I  M  M  N  L  W  N  G  A  G  V  D  E
Secuencia Original     : ATCCCTCAAACACCGGGAAAGATTATGATGAACTTATGGAATGGTGCAGGTGTCGATGAA 660
Bbe I ggcgc/c                                                      *
BspH I t/catga                                 *
BstX I ccannnnn/ntgg          *
Gsu I ctggag                                                           *
Nae I gcc/ggc                                                         *
Nar I gg/cgcc                                                      *
Sal I g/tcgac                                                               *
Sma I ccc/ggg                       **
Xma I c/ccggg                       **
Traducción             : W  L  G  S  Y  N  G  V  T  P  L  Y  A  H  Y  N  W  V  R  Y
Secuencia Original     : TGGCTCGGCTCCTACAACGGTGTTACTCCACTTTACGCTCATTACAATTGGGTGCGTTAC 720
BamH I g/gatcc                 *
BstE II g/gtnacc                             *
Fsp I tgc/gca                                               *
PpuM I rg/gwccy                *
Xca I gta/tac                                                                    *
Traducción             : T  K  R  Z
Secuencia Original     : ACAAAAAGATAA 733
Eco47 III agc/gct            *




