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I1.J.- CONSERVACION DE LA PROTEINA PURIFICADA

[1.J.1.- Terceradidlisis

A los 2, 3 6 4 tubos con proteina pura, segin el caso, se le afiade CaCl, hasta llevarlos a
10mM CaCl,, y se introducen en sacos Spectra/Por de tamario de poro de 6000-8000. Con este
CaCl; se pretende que haya suficiente calcio como para que el enlace coordinado que establece
entre a b-glucanasa 'y el i6n calcio se mantenga lo mas estable posible y si existe un equilibrio
entre laforma coordinaday la libre de calcio, gracias a la presencia de este célcio extra, ausente
en el agua desionizada, este equilibrio se desplace hacia laforma coordinada.

La pérdida del calcio implica la desnaturalizacion de proteinay se aprecian precipitados
en lamuestra.

En esta ocasion la didisis nos servira para eliminar el tampén acetato, las salesy poner la
proteina a pH neutro. Para €ello dializamos con MOPS (Sigma) 2mM pH 7.0 en un vaso de
precipitados de 2 litros, después de 4-5 horas cambiamos €l MOPS por agua destilada y

seguimos dializando otras 4 horas.

[1.J.2.- Determinaci dn de la concentracion de proteinas

Determinamos la Absorbancia a 280 nm, usando con coeficiente de extincion de 0.0145

ml/ngr paratener una aproximacion de la concentracion de la proteina.

[1.J.3.- Liofilizacion

Congelamos la proteina a menos 80 °C, y la introducimos en € liofilizador, procurando
gue los tubos no toquen directamente la pared de vidrio del recipiente del liofilizador, ya que se
descongelaria perdiendo eficacia la liofilizacion, y obteniéndose en lugar de un liofilizado
algodonoso uno pastoso.

El liofilizador que he usado ha sido un Cryodos de TELSTAR.

[1.J.4.- Conservacion de la proteina

Unavez liofilizado |o mantenemos a -20°C hasta & momento de caracterizar € enzima, o

realizar cualquier otra medicion, momento en el que lo resuspendemos.
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I1.K.- CARACTERIZACION DE CINETICA DE LOSENZIMAS

Espectrofotometro de ultravioletay visible: Paraello se uso un Cary 4.

Las condiciones de reaccion fueron: tampdn 6.5 mM &cido citrico, 87 mM fosfato, 0.1
mM CaCl, pH 7.25, a45°C. Las cinéticas se realiz6 a365 nm, | alaque el De del producto de
la degradacion del sustrato es de 5640 M~*.cm™.

I1.L.- METODOSDE ESTIMACION DE LA TERMORRESISTENCIA

[1.L.1.- Termoinactivacion en presencia de sustrato

Se introduce en una cubeta de cuarzo 1ml de tampén 6.5 mM &cido citrico, 87 mM
fosfato pH 7.27, 0.1 mM CaClz, 3 mM de sustrato G4GsG-MU. Una vez atemperado, 10 minutos
a 65 ° C en € espectrofotdbmetro termoestatizado, se afiade 10 m del enzima a analizar en una
concentracion de 1.2 mM.

En el caso de la glucanasa, dado que la termorresistencia presenta un alto grado de
dependencia respecto a la concentracion de proteinay pH, es importante trabajar siempre a una
concentracion fijade proteinay con el mismo tampon.

[1.L.2.- Termoinactivacidn en ausencia de sustrato

Este método permite estimar |a termorresistencia desestimando la accion del sustrato.

Para €ello se usa tampon Acetato Sodico 50 mM, CaCl, 20 mM pH 6.0 a 65°C. El
experimento se realiza en tubos “ Eppendorf” de 500 ni. donde se posen 75 . de una disolucion
de 50 ng/mL de enzima en dicho tampdn. Estos tubos de “ Eppendorf” se sumergen totalmente en
un bafio a 65°C de manera que todo €l tubo esté a la misma temperatura y no tengamos
evaporacion ni condensaciones en los puntos mas frios del tubo; ya que esto haria variar la
concentracion efectiva de la disolucion de enzima. Este valor de la concentracion es importante
pues se ha observado que un gran efecto sobre la termorresistencia. A diferentes tiempos se van
extrayendo los diferentes “ Eppendorf” del bafio. A continuacion los tubos se pasan a un bafio de
hielo, para parar bruscamente la desnaturalizacion térmica. Los diferentes tubos se mantienen en
la nevera mientras se acaba el experimento y posteriormente, se determinala su actividad a 45°C
en tampé Citrato/Fostato pH 7.2, 0.1 mM CaCl,. Se ha comprobado que no se produce
renaturalizacion enzimética una vez que los tubos estan fuera del bafio a 65°C, a menos, no se
produce la renaturalizacion suficiente como para que el enzimainactivado recupere su actividad.
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11.M.- METODOS COMPUTACIONALES

El andlisis de la estructura 3D de la proteina con objeto de disefiar mutantes, proponer
hip6tesisy explicaciones sobre el efecto de mutaciones en la estructura, estabilidad, actividad o
minimizaciones de energia del enzima se realizé en un ordenador Silicon Graphics mediante los
programas TurboFrodo y Rasmol, y en PC mediante PdbViwer v3.7b2, Rasmol y MolMal.
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[11.- Resultadosy discusion

I1.A.- ANALISIS DE LA RELACION ESTRUCTURA/ACTIVIDAD DE LA
GLUCANASA  MEDIANTE MUTAGENESIS DE SATURACION EN LA
POSICION 58.

La eleccion de la posiciéon 58 como objetivo de este estudio tuvo su origen en un trabajo
previo realizado en el grupo (Pons 1996) que habia consistido en hacer un “aanine scaning’
sobre €l lazo mayor de la b-glucanasa que se sitlia sobre el centro activo. De entre todos las
posiciones analizadas |la més interesante resulto ser la posicion 58, representada por €l mutante
M58A. Dicho mutante presentaba una actividad cerca de 6 veces superior a la del enzima
silvestre. Este hecho abri6 la posibilidad de estudiar més detenidamente la implicacion de dicha
posicién en la modulacion de la actividad del enzima. El enfoque que se propuso fue estudiar la
influencia de los diferentes residuos aminoacidicos en esta posicién y su relacién con la
actividad del enzima.

[11.A.1.- Primera serie de mutantes en la posicion 58 de la & glucanasa

Se realizé una primera serie de mutantes con objeto de obtener a menos un representante
de los diferentes grupos quimicos para la cadena lateral. Se decidié hacer los mutantes M58C
(grupo tiol), M58D (carga negativa), M58K (carga positiva), M58S (residuo sin carga), M58V
(residuo hidréfobo alifético), M58W (residuo hidréfobo aromatico).

Los mutantes se obtuvieron por mutagénesis dirigida utilizando una variante desarrollada
en el grupo descrita en el apartado 11.D.7, usando DeepVent polimerasa. Para ello, se disefiaron
los siguientes oligonucledtidos:

MS8C : CGCCACGTACAGTTAAAACAGTTTCCATTCGAGTA
M58D : CGCCACGTACAGTTAAAATCGTTTCCATTCGAGTA
MS5S8K : CGCCACGTACAGTTAAACTTGTTTCCATTCGAGTA
MS8S : CGCCACGTACAGTTAAAGCTGTTTCCATTCGAGTA
M58V : CGCCACGTACAGTTAAACACGTTTCCATTCGAGTA
MS8W : CGCCACGTACAGTTAAACCAGTTTCCATTCGAGTA

Estos oligonucledtidos se utilizaron como cebadores junto a FUP y RUP para mutar y
amplificar el fragmento codificante del plasmido pD6-2 que contenia €l enzima silvestre. Los
mutantes se obtuvieron en serie realizandose € cribado de los mismos por secuencién manual,

siguiendo el procedimiento descrito en el apartado 11.D.10. La obtencion y purificacién de las
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proteinas se realiz6 siguiendo el protocolo descrito en el apartado 11.1.2., usando una columna de
intercambio cationico.

Un perfil de elucién tipico es el mostrado en la Figura Il1.1., donde se observa un pico y
un prepico cuando la proteina se eluye de la columna, hacia los 30 minutos de iniciarse el
programa. Ahorabien el perfil de elucion del mutantes M58C, es muy diferente (Figuralll.2). Si
bien se observa un prepico y pico en laelucion que corresponderia ala elucion de &-glucanasa a
los 30 minutos, superpuesta a éste se observa la elucion de otra proteina. En un principio se
atribuy a otra proteina contaminante con un perfil de elucién muy similar. Ahora bien, dado que
la posicion 58 se encuentra préxima ala 61, y que esta Ultima estéd implicada en la formacion de
un puente disulfuro con la cisteina de la posicién 90, no seria de extrafiar que se tuviera tanto
&-glucanasa con puentes disufuros entre las posiciones 58-90 como 61-90. Este hecho explicaria
la superposicién de perfiles de elucion. Ademas, esta hipdtesis se vio reforzada cuando en el gel
de SDS-PAGE no veiamos esa posible proteina contaminante.

El bajo rendimiento de este mutante asi como la dificultad de separar las dos poblaciones
de &glucanasa del mutante M58C desaconsejaban seguir con este mutante. Entre otras cosas

porgue los parametros cinéticos que de su estudio se derivasen serian de dificil interpretacion.
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Figuralll.1: Perfil de eluciéon del mutante M58S.
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Figura l11.2.: Perfil de elucion del mutante M58C.

La concentracion de las disoluciones de los enzimas se determinan por absorbancia a 280
nm, aplicando la e (coeficiente de absortividad molar) corresponente a la b-glucanasa silvestre.
En el caso del mutante M58W se determing también por el método de Bradford (Bradford, 1976)
yaque afiadir este tript6fano podia modificar lae. Sin embargo, |as concentraciones determinada
por el método Bradford y por absorbanciaa 280 nm, fueron similares.

Se determinaron los pardmetros cinéticos siguiendo un modelo de inhibicion
acompetitiva por el sustrato. Cuando trabajamos con 4" umbeliferil glicosidos, sobre todo a altas
concentraciones de sustrato, en la curva de actividad de la glucanasa se aprecia un maximo
caracteristico compatible con un modelo cinético de inhibicion acompetitiva por el sustrato
(Malet y Planas 1997), que seguiriael esquema:

Ks Kcat
E+S ———> ES——— »E+P

k1 .

Caracterizar de forma fiable la K, implica usar concentraciones de sustrato muy grandes.
Ademés la obtencidn de este parametro escapa de |os objetivos de esta tesis. Por 1o que el valor

que se obtiene es tan solo una aproximacion.
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Siguiendo este esquema el valor de v,, velocidad inicial, para condiciones de estado
estacionario es:

Kt [STEL
Ko+ 18] + LT
K

Tablalll.1.: Ensayo de la actividad de la &glucanasa realizado con tampén citrato-fosfato
pH 7.02, 0.1 mM CaCl,, G4G3GMeUmb de 0.2 a 20nM a 45 °C. La concentracion de las
diferentes proteinas fue M58A 10 nM, M58D 70 nM, M58K 76 nM, M58V 7 nM, M58W

26 nM
Enzima Keat (5-1) Kp Ki (mM) Kcat/Km % kcat vs wt % kcat/Km vs
(mM) (s-1. MM-1) wit
wt 1.8 1.9 30.0 0.95 100 100
M58A 16.66 4 15.0 4.17 926 439
M58D 1.51 4.5 39.0 0.34 84 36
M58K 3.12 6.87 19.2 0.45 173 47
M58S 7.02 5.81 17.3 1.21 390 127
M58V 7.18 25 14.1 2.87 399 302
M58W 1.55 1.67 42.0 0.93 86 98
M58C nd nd nd nd Nd Nd

Estos primeros resultados, al comparar la actividad de |os distintos mutantes, en términos
de tanto por ciento de kea/Ky respecto al silvestre, muestran ciertas tendencias generales que se
resumen en:

1. El aumento del volumen de la cadena lateral, como en € caso del triptéfano, siempre

tomando como referencia e volumen de la metionina del enzima silvestre, produce una

disminucion de la actividad enzimética.

N

La reduccion de volumen de la cadena lateral aumenta la actividad (M58A, M58V), siempre
gue estos residuos sean hidréfobos, ya que el caso del mutante M58S, a pesar de su pequefio

tamafio se produce una disminucion de la actividad.

oo

El efecto de residuos hidréfobos es mucho més acusado cuando el residuo presenta una
cadena lateral largay cargada (M58K, M58D).

De acuerdo con estas conclusiones, se podia sugerir que, ademas de |os mutantes
M58A y M58V, habria otros aminoécidos hidréfobos de volumen inferior a la metionina que
podrian ser mas activos que €l enzimasilvestre. Asi pues, en un primer momento, se planted que
la sustitucion de la metionina por aminoacidos de pequefio volumen podria facilitar la entrada de
moléculas de H,O a centro activo. Esta hipétesis intenta explicar porqué la contribucion del
aminoécido de la posicion 58 era tan decisiva, a pesar de que no se consideraba que este
aminoé&cido interaccionase directamente con el sustrato. Pero dicha hipétesis no acababa de
explicar los resultados experimentales. En el caso del mutante M58S, metionina por serina, se
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reemplaza la metionina por un aminoécido de cadena corta e hidrofilo. Este cambio, deberia
permitir la presencia de alin més moléculas de agua en el centro activo, aumentando su actividad.
Sin embargo esto no sucede; no solo no aumenta la actividad sino que la reduce ligeramente. Por
otro lado, no parece que & agua sea € factor limitante de la actividad del enzima ya que
estariamos hablando de un problema de difusion en un enzima con un enorme surco central. El
valor de kea/Ky del mutante M58A se aproxima a 10" M'S? pero, en enzimas como la
acetilcoliesterasa, la anhidrasa carbénica o la triosafosfato isomerasa, -en los que considera que
su velocidad catalitica esta limitada por la difusién de los sustratos- estos valores son del orden
de10®y 10° M!S, Si existiesen problemas de difusion en la glucanasa éstos se deberian més al
sustrato que al agua.

Para explicar este aumento de actividad, se propuso otro posible mecanismo, un cambio
local del pKa de los aminoécidos catal iticos. Pero aungue se tratase de un cambio en la estructura
de las moléculas de agua alrededor de estos enzimas, no se puede olvidar que €l residuo
&cido/base general catalitico se sitGia en la estructura cristalizada a 7.2 A de esta posicion.
Demasiado lgjos para que pueda repercutir tan decisivamente sobre la actividad de los
amino&cidos cataliticos.

Con los datos anteriormente expuestos no se podia avanzar méas en las conclusiones, por
ello se decidi6 realizar una nueva serie de mutantes para asi analizar las restantes posibles
sustituciones de aminoaci dos en esta posicion.

[11.A.2.- Segunda serie de mutantes en la posicién 58

Con objeto de completar la mutagénesis de saturacion en la posicion 58, se decidio
disefiar un cassette que facilitarala obtencion y rastreo los mutantes y de una forma més répida.

Para buscar el lugar 6ptimo para generar €l cassette y determinar qué enzimas de

restricion, a ser posible de corte Unico, se podia afiadir alrededor de la posicion en la que se

gueriaintroducir la mutacion, seimplementd un programaen C++ que buscaba todas | as posibles

dianas de restriccion generables pero sin cambiar la proteina transcrita. En otras palabras,

generar nuevas dianas usando mutaciones silenciosas.

Original Sequence (d ucanase) :
ATGICTTACCGTGTAAAACGAATGT TGATGCTCCTTGTCACTGGATTATTCTTAAGTITTG

Single Letter Code:

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
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* New Restriction Site
~ Restriction Site

Transl ati on : MS YRV KRMLMLULVTGLFUL S L
Original Sequence : 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 *

Figuralll.3: Ejemplo delasalidaque se obtiene a ejecutar del programa cuando se introduce la secuenciade los
60 primeros de nucledtidos de la secuencia de DNA de la glucanasa, para dianas de restriccion de 6 o més
nucledtidos.

De todo este fichero, es especialmente interesante la region que flanquea a la metionina
58 puesto que en la secuencia origina no presenta ninguna diana Unica (Figura 111.4).
Analizando las diferentes dianas silenciosas que se podian generar resultaron especialmente
interesantes tres enzimas de restriccion. En concreto BstB I, Xmn | y BssH 1.

Traducci 6n N Y NT GL WQKADGY S NI GNMEF N

Secuencia Ori gi nal . AACTATAATACGEGGT TATGGCAAAAAGCAGATGSGTACTCGAATGGAAACATGI TTAAC 180

BstB | tt/cgaa *

Xmm | gaann/nnttc *

Traducci 6n :C T WRANNVSMTSL GEMRIL S L

Secuencia Origi nal . TGTACGT GECGT GCAAACAATGT CTCCATGACGT CGT TAGGGGAAATGCCGATTATCGCTC 240
*

BssH Il g/cgcgc
Figuralll.4: Dianas préximas alaregion de la posicion 58 elegidas.

Losenzimas BstB | y BssH |1 permitirian generar el cassettey Xmn |, también conocido
como Asp700, permitiajugar con € triplete de la posicién 58.

El mutante M58G se disefio y clond por el método clésico, protocolo I1.D.7., generando
el cassette con estas tres dianas nuevas mediante el oligonucledtido:

5 GGAGACATTGTTTGCGCGCCACGTACAGTTGAAGCCGTTCCCATTCGAATACCCATCTGCTTTTTGCC 3

Con este oligonucledtido y el RUP se hizo € primer PCR. Con e fragmento asi
amplificado y el FUP se obtuvo, por PCR, un segundo fragmento que cortado por EcoR | y HinD
Il seinserté en un PUC119. Seguidamente se realizé un cribado por digestion con Asp700. Esta
estrategia nos permitio generar todas las dianas que necesitabamos parainsertar el cassette.

La diana Asp700 esta ausente en el constructo pD6-2, por lo que a afiadirla se convirtio
en diana Unica. Corta en romo reconociendo seis bases de forma especifica, dejando en el centro

cuatro bases inespecificas (gaann/nnttc). Esto Ultima caracteristica permite jugar con los



Resultados y discusion 50

fragmentos para construir €l triplete que nos interese. En la Figura I11.6, se puede ver las

combinaciones de fragmentos que se utilizaron.

Mb8G

Q K A D G Y S N G N G F N S
5‘GGCAAAAAGCAGATGGGTATTCGAATGGGAACGGCTTCAACTGTACGTG CGCGCAAACAATGTCTCCS
3 CCGTTTTTCGTCTACCCATAAGTTACCCTTGCGAAGTTGACATGCACCGCGOGTTTGTTACAGAGGS'

BstB | Asp700 BssH I |
Me8F

N G N F F N

5' CGAATGGGAACTTTTTCAACTGTACGTG
3' TTACCCTTGAAAAAGTTGACATGCACCGCG

BstB | Asp700 BssH 11

Mb8N
N G N N F N

5' CGAATGGGAACAATTTCAACTGTACGTG
3 TTACCCTTGTTAAAGTTGACATGCACCGCG
BstB | Asp700 BssH I

Vb8P
N 6 N P F N

5' CGAATGGGAACCCTTTCAACTGTACGTG
3' TTACCCTTGGGAAAGTTGACATGCACCGCG

BstB | Asp700 BssH ||

MB8Q
N 6 N Q F N Cc T W

5 |ICGAATGGGAACACCTTCAACTGTACGTG 3’
3 I[TTACCCTTGT|IGGAAGTTGACATGCACCGCG 5'
BstB | Asp700 BssH ||

Figuralll..5: Esqguemagenera delos mutantes a generar por mutagénesis dirigida e insercion en cassette.

En la Figura 111.7, se muestra €l gel de una electroforesis en la que se aprecian las
digestiones con Aval, Hind Il y Asp700. También se indica el tamafio en pares de bases de los
fragmentos que se necesita. Combinando estos fragmentos se pueden generar €l restos de
mutantes de la posicién 58.

El sistema de cassette permitié generar cuatro mutantes (M58F, M58N, M58P y M58Q),
como se muestra en la Figura I11.6. Para ello se prepararon 8 oligonucledtidos para 4 cassettes.
Estos cassettes se insertaron usando las dianas BstB | y BssH || generadas por mutagénesis en
M58G.

El resto de mutantes se generarian usando la diana Asp700. La diana que corta Asp700 o
Xmn | es gaann/nnttc. Este tipo de diana puede ser muy interesante en el caso de querer hacer
una mutagénesi s de saturacion; como en este caso, ya que se queria probar todos |os aminoécidos
en laposicion 58 de la glucanasa.
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G F N P
GC TT AT CT
G \Y% D
G GTT GAT
F Y
T TAT
P R L H
C CGC CTT CAT
Q I N T
A ATT AAT ACT

Figuralll.6: Tripletes generados combinando fragmentos proveniente del mutante M58G o de los mutantes M58F,
M58N, M58Py M58Q que generamos usando €l cassette y permitieron generar €l triplete correspondiente al codén
gue nos interesaba para cada nuevo mutantes a generar.

Como se apreciaen la Figura l11.7, los fragmentos de 561 pb corresponden a la primera
base del triplete, los de 1227 a las otras dos bases. Al ser ligados a resto del plasmido de 2539
pb, se obtiene el mutante deseado.

No todos |os mutantes que disefiamos se pudieron obtener por resultar inviables. Este fue
el caso del mutante M58T o el M58Y .

6537
4361
2322
2027
o i
565 561
G A C

Figuralll.7: Fragmentos elegidos para obtener el primer nucledtido del triplete 561 pb, los dos nuclettidos
restantes estan en el fragmento de 1227 pd.
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Una vez obtenidos los genes mutados, se procedi6é a expresar y purificar cada una de las
proteinas, siguiendo el método descrito en materialesy métodos, apartado 11.1.2.

Durante la resuspension del liofilizado de los diferentes mutantes con tampén
citrato/fosfato, dos de ellos, el M58G y el M58P, se volvieron ligeramente turbios. Para intentar
no perder la muestra, se disolvieron estos dos mutantes en tampon a una concentracién 0.5 mM
CaCl,. Probablemente se habia producido una sustitucion del Ca™ coordinado de la glucanasa
por Na* debida a la accion quelante del citrato. Olsen et al. 1991 ya habian descrito que una
incubacion de 1 hora a 5°C con una concentracion de 5 mM CaCl, bastaba para recuperar
glucanasa-Ca’™ a partir glucanasa:Na" que es més inestable. En nuestro caso, se puso menos
cantidad de CaCl, pero durante més tiempo para evitar que el exceso de calcio no influyerd ala
hora de determinar los parametros cinéticos. La turbidez de estas dos muestras se redujo
considerablemente.

¢Por qué precipita la proteina en estas circunstancias?. Cuando se cristalizo €l hibrido
H(A16M)-Na" (Keitel T. et al.,, 1994) se vio que en € cristal, las dos moléculas de aguas que se
coordinaban con el Ca™ en e hibrido H(A16M)-Ca"™ habian desaparecido. Pero aparecia un
nuevo integrante, un enlace coordinado, en concreto erael grupo OH de latirosina 56, situada en
el lazo entre las hojas betas 2 y 3, de otra molécula de glucanasa, que corresponderia alatirosina
85 de B. licheniformis (contando el péptido sefid). Es probable que la unién consecutiva de
diferentes glucanasas debido a esta interaccidn pueda facilitar su precipitacion.

En nuestro grupo ya desde los primeros momentos (Lloberas, 1992) se vio que anadir
CaCl, a tampon citrato/fosfato con el que se realizaban las cinéticas mejoraba claramente la
actividad del enzimay permitia que los resultados fueran reproducibles, y ademés, aumentaba la
estabilidad térmica (Borris, 1981; Borriset al., 1989; Keitel et al.,1994; Juncosa 1995).

Esta observacion que a principio se restringié a ser escrupul 0sos en la concentracion de
Ca'™" que se usaban en los tampones de |os estudios cinéticos de termorresistencia, poco a poco,
se fue extendiendo a otros pasos de la obtencién del enzima, como es la didlisis. Pons (1996),
describia que la tercera didisis, la anterior a la liofilizacion, se hacia con agua monodestilada
debido a que se habia observado que €l nivel de precipitacién de la proteina era menor que
usando agua milliQ (ultrapura). Probablemente, la ausencia de iones -entre ellos e calcio-
facilitaba la precipitacion de la proteina.

A este efecto hay que afadir el posible “estrés’ que representa para la proteina la
liofilizacion y que ademés el tampdn que tradicionalmente se usa para resuspender la glucanasa
es citrato/fosfato. El citrato es altamente quelante.
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Se determinaron los parametros cinéticos de cada uno de los mutantes con el sustrato
cromofoérico G4G3G-MU. Las condiciones de reaccion fueron: tampén 6.5 mM &cido citrico, 87
mM fosfato, 0.1 mM CaCl, pH 7.25, a 45°C. Las cinéticas se siguieron espectrométicamente a

365 nm, | alaque e De (=eproducto - Esustrato)€S de 5640 M~t.cm™.,

Tabla 111.3: Pardmetro cinéticos de los diferentes mutantes de la posicion 58. Ensayo realizado con
tampon citrato-fosfato pH 7.02, 0.1 mM CaCl,, G4AG3GMeUmb de 0.2 a20 nM a 45 °C.

Enzima Keat (5-1) Ky Ki (mM) Keat/Km % kcat vs wt % kcat/Km vs

(mM) (s-1. MM-1) wit
wit 1.8 1.9 30.0 0.95 100 100
M58A 16.66 4 15.0 4.17 926 439
M58D 151 4.5 39.0 0.34 84 36
M58E 3.15 4.08 24.4 0.77 175 81
M58F 3.73 1 24.0 3.73 207 393
M58G 20.52 3.5 18.0 5.86 1140 617
M58H 2.78 491 23.5 0.57 154 60
M58| 4.17 2.53 15.4 1.65 232 174
M58K 3.12 6.87 19.2 0.45 173 a7
M58L 16.6 5.16 28.3 3.22 922 339
M58N 6.31 5.2 18.2 1.21 351 127
M58P 1.79 2.1 26.0 0.85 99 89
M58Q 1.66 4.48 20.3 0.37 92 39
M58R 0.35 3.6 45.8 0.1 19 11
M58S 7.02 5.81 17.3 1.21 390 127
M58V 7.18 2.5 14.1 2.87 399 302
M58W 1.55 1.67 42.0 0.93 86 98

Las conclusiones que se deducen de los resultados mostrados en la tabla I11.3, van en €l
mismo sentido que las que ya se apuntaron referidas a la primera serie de mutantes. La reduccion
de volumen de la cadena lateral aumenta la actividad, como sucede en el caso del mutante M58S.
Ahorabien, el hecho de que se trate de un aminoéacido hidréfilo reduce parcialmente este efecto,
por lo que se obtiene una actividad de sélo un 127% de kea/K, respecto al enzima silvetres. El
efecto de los residuos hidroéfilos en la reduccidn de la actividad es mucho més acusado cuando el
residuo presenta una cadena lateral largay cargada.

El mutante M58V presenta un 302 % de actividad en términos de ka/Kn, respecto a
enzima silvestre. De hecho en esta posicion tanto Bacillus macerans como Clostridium
thermocellum presentan una valina en lugar de una metionina, aunque sea la metionina el
aminoécido mas comun, en las diferentes glucanasas bacterianas.

En toda la serie de mutantes alifaticos se ha supuesto que la orientacion de las cadenas
laterales tendrian la misma disposicion que la metionina en € enzima silvestre. La &-glucanasa
de Bacillus macerans puede servir de referencia para comprobar s un aminoacido alifético
distinto de la metionina, tendria una disposicon similar ala metionina en esta posicion.
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Figuralll.8.: Superposicion por sus carbonos alfade los primeros 96 aminoéacidos de las glucanasas de B.
licheniformis con B. macerans.

La superposicion por sus carbonos alfa de los primeros 96 aminoacidos de las glucanasas
de B. licheniformis con B. macerans, figura 111.8 muestra que la disposicion de la cadena lateral
de estos dos aminoécidos es similar. Esta buena superposicion de las cadenas lateraes de estos
dos aminoacidos apoya las hipétesis anteriores.

El mutante M58G presentaba la mayor actividad, hasta 6 veces mas que el enzima
silvestre.

Los mutantes con aminoécidos hidréfobos de cadena mas corta que la metionina
consiguian mejorar la constante catalitica kex pero, aumentan la K.

Asimismo, los resultados obtenidos verificaron que € mutante M58A presentaba mas de
4 veces la actividad del silvestre, siempre en términos de kea/Km, Yy que € mutante M58F,
aunque presenta algo menos de actividad, ronda estos mismos valores. Ahora bien, la maneraen
gue ambos mutantes alcanzan esta actividad es muy diferente. EIl M58F muestra unos valores de
Km, Mas pequefios. Es decir, que en cierta manera aumenta su eficiencia de unién al sustrato ala
vez que su actividad catalitica.

Para intentar explicar estos resultados se propone la siguiente hipétesis. Una proteina no
€s una estructura rigida, es una estructura semifluida y dinamica. Las diferentes estructuras que
constituyen la proteina, especialmente los diferentes lazos que rodean a centro activo, facilitan
la union a sustrato e inducen los cambios conformacionales del sustrato que posibilitan su
procesado por |os aminoécidos del centro activo. Estas mismas estructuras también hacen posible
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la disociacion del complejo enzima-sustrato, ya sea en forma de producto o de sustrato -en el
caso de que este Ultimo no se haya procesado-. La frecuencia de “respiracion” de la proteina
influiria en los parametros cataliticos del enzima. Aunque la proteina actua como un todo, cada
una de sus estructuras influyen sobre el conjunto. De los diferentes lazos que se encuentran
relativamente libre en la &-glucanasa, € que se halla sobre el surco mayor es el mas voluminoso,
y es precisamente donde se localiza la posicion 58. Por su gran volumen se podria suponer que
su frecuencia de vibracion también seria baja, con respecto a las otras estructuras moviles de la
proteina, por 1o que podria ser un elemento limitante en la frecuencia de “respiracion” del
conjunto de la proteina. Aumentar la frecuencia de vibracion del elemento mas lento redundaria
en un aumento de lafrecuencia global.

En el caso de los mutantes en |os que se realiza la sustitucién por aminoacidos alifaticos,
se han obteniendo mejoras en la actividad cuando disminuia el interaccion de la posicion 58 a su
entorno hidréfobo. Esta disminucion de la interacion se debe a la sustitucion por aminoécidos de
cadena cada vez més corta. Segun este supuesto, cuando desestabilizamos esta estructura
haciéndola menos fija su actividad aumenta. Tal efecto va en detrimento de su termorresistencia,
como ya se ha podido comprobar al analizarla. Estas constataciones indican que la actividad y la
termorresistencia estan intimamente correl acionadas con la movilidad del lazo mayor.

En &l caso del mutante M58P, a pesar de no presentar ningun grupo lateral que le permita
interaccionar con el entorno hidréfobo que le rodea, introduce una rigidez tal en e lazo y
precisamente en su extremo apical, que le confiere gran estabilidad .

Mencion a parte cabe hacer de los aminoacidos cargados. En ellos, la fuerte carga
negativa en el interior del surco, alrededor de los aminoécidos del centro activo (E138, D136,
E134 y E160), puede influir atrayendo o repeliendo el aminoécido del mutante cargado en la
posicién 58. Ademas, este residuo podria tratar de evitar interaccionar con el entorno hidréfobo
gue rodeaba a la metionina en la posicién 58, introduciendo una nueva interaccion cuyas
consecuencias resultan dificiles de evaluar. Aunque es muy probable que la introduccién de un
aminoécido con carga gque se traduzca en una ligera reduccion del tamafio del surco que afecte a
launion de sustrato y se traducca en un aumento de la K, como se observa en todos | os casos.
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Figuralll.9.: Estructuraobtenidaa partir del cristal del mutante silvestre, en €l que se ha sustituido la metionina 58
por lalising, y posteriormente se ha minimizado su energia. Para todas estos estos calcul os se ha usado € programa
pdbviwer v3.7b2. En rojo amoninoéacidos con carga negativa, en azul lalisinadel mutante M58K.

Lafiguralll.9, puede ayudarnos a entender que sucede. Se trata de una minimizacién de
energia de la estructura cristalina silvestre a la que se ha mutado un aminoécido. La
minimizacion se ha hecho en e vacio, la ausencia de moléculas de agua le resta cierta
credibilidad, ya que en principio €l medio natural en €l que se encuentrala proteina es un medio
acuético. Pero a grandes rasgos, el resultado de la minimizacion resulta bastante obvio y es que
el aminoécido lisina de la posicién 58 del mutante M58K se oriente hacia una region
especialmente poblada de aminoécidos cargados negativamente (E138, D136, E134 y E160).
Este cambio en definitiva podria acabar dificultando a sustrato su acceso al surco mayor del
centro activo. En otras palabras e aumento de la Ky, vendria dada indirectamente por la
disminucién de lak;.

¢Cud puede ser la posible funcién del acimulo de cargas negativas en esta posicion?.
Estas cargas podrian tener un papel importante en mantener abierto e surco del centro activo,
debido a la repulsion experimentadas por las cargas negativas. De esta manera, €l centro activo
estaria abierto y accesible a la entrada del sustrato. Ahora bien, una vez e sustrato hubiese
entrado en esta regién, se produciria un cambio en la constante dieléctrica del medio debido al

apantallamiento inducido por el sustrato favoreciendo que este surco se cierre sobre el sustrato.
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Figurall1.10.: Estructura obtenida a partir del cristal del mutante silvestre, en el que se ha sustituido la metionina
58 por un glutamico, y posteriormente se ha minimizado su energia. Para todas estos estos cal cul os se ha usado €
programa pdbviwer v3.7b2. En rojo las cargas positivas, en amarillo € glutdmico de la posicion 58.

En e caso de los aminoécidos cargados positivamente, Figura 111.10, € glutamico de la
posicién 58 del mutante M58E seria repelido. La Figura 111.10 también proviene de una
sustitucion puntual de la metionina 58 por un glutamico, en amarillo, con posterior minimizacion
de energias en un entorno sin aguas después de sustituir. En la imagen se visualiza que €l
aminoécido a intentar orientarse hacia las cargas negativas se retuercen hacia atras.

El aumento de laK, se deberia, en este caso, principalmente a que la repulsién de cargas
podria mantener el lazo mayor algo més abierto. La k; podria aumentar puesto que esta mutacion
parece no disminuir la luz del surco y, es mas, a mantener €l lazo mayor algo mas abierto
facilita la entrada de sustrato. En contrapartida este lazo abierto facilitaria también la salida de
sustrato, con €l consiguiente incremento de la k.. Asi pues, en € caso de los aminoacidos
cargados el aumento de la K, parece venir por vias muy distintas, ya sea para disminucion de k;
o por el incremento de k5.

La interpretacion de los resultados en los mutantes con aminoaciods hidrofobos
aromaticos como el M58F y el M58W, es también compleja. En estos, se observa una mejora en
laKy que no se observa en el resto de los mutantes. Sobre estos mutantes y, particularmente,
sobre el mutante M58F, que es el que mas interesa por sus parametros enzimaticos, cabe hacer la
hipétesis siguiente. Al describir la serie de mutantes de aminoécidos aiféticos, se hizo
referencia a que la metionina invadia ligeramente e surco del centro activo con su metilo
terminal. En principio, esta metionina no parecia jugar un papel importante en la interaccion con
el sustrato, es més, no seria de extrafiar que esta metionina se viera ligeramente desplazada, de
forma lateral, al interactuar el sustrato. Este desplazamiento facilitaria que el 1azo mayor se
cerrara algo més, facilitando el procesamiento del sustrato. Podriamos estar hablando, en este
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caso, de un “efecto gatillo”. Es decir, de un mecanismo que detecta la entrada del sustrato y
facilitaque el lazo se cierre sobre .

Siguiendo con este razonamiento a continuacion se comentaran los resultados referidos a
la serie de mutantes en los que hemos ido acortamos la longitud cadenas aliféticas. Se han
descrito previamente efectos similares en glucohidrolasas (Pujadas y Palau, 2001). La que la
frecuencia de vibracion del 1azo determinala velocidad de procesamiento del sustrato.

Figuralll.11.: Estructuraobtenida apartir del cristal del mutante silvestre, en el que se ha sustituido la metionina
58 por unafenilalanina, y posteriormente se ha minimizado su energia. Para todas estos estos cal cul os se ha usado €
programa pdbviwer v3.7b2. En naranjalafenilalanina 58 del mutante M58F.

En & mutante M58F, como vemos en esta Figura I11.A.11, la fenilalanina 58, coloreada
en marrén, se sitlia sobre dos residuos aromaticos, coloreados en verde. Si miramos los angulos
gue forma la fenilalanina 58 con estos dos residuos, adoptan una orientacién que concuerda con
una orientacion de repulsion (Hunter C. A., 1991). Es decir, que este aminoacido tenderia a
mantener abierto €l lazo principal del surco del centro activo. Al entrar el sustrato en el centro
activo que esta fenilalanina 58 podria también actuar amodo de “gatillo”, dado que se trata de un
residuo mucho més voluminoso que la metionina, el efecto seria mayor. Tal vez por eso, se
observa una mejora tan evidente en la Ky, de este mutante. Ahora bien, si esta fenilalanina se
encuentra realmente en orientacion de repulsion, al tender a algjarse ligeramente, el lazo estard
algo més abierto, dgjando mas luz en el surco mayor que en el enzima silvestre. La abertura del
lazo podria facilitar, ligeramente, la entrada del sustrato. Ademés a estar en repulsion, tras el
procesamiento podria darse un cierto “efecto expulsor” por parte de la fenilalanina 58. Todos
estos cambios respecto al enzima silvestre, aunque mejorarian su actividad enzimética irian en

contra de su termorresistencia, pues dejarian el lazo més expuesto y aejado del nucleo de la
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proteina. Esta pérdida de termorresistencia, en €l caso de desnaturalizar € enzima en presencia
del sustrato no se veriamuy claro, debido a posible efecto protector del sustrato.

Si esta fenilalanina estuviera en orientacion de atraccion, sucederia todo lo contrario, ya
que rigidizaria €l lazo a inmovilizar la fenilalanina reducciendo la actividad del enzima y

mejorando su termorresistencia.

[11.A.3.- Conclusiones parciales

1. Lareduccién de volumen de la cadena lateral aumenta la actividad, la constante catalitica
Kea, Y 1a K. El mutante M58G presenta la actividad mas alta, hasta 6 veces més que €l
silvestre y el mutante M58A presenta més de 4 veces la actividad del silvestre, ambos, en
términos de Kea/Km.

Los residuos hidréfilos disminuyen la actividad del enzima en términos de Kea/Km.

3. Unicamente en mutantes aromaticos como M58F y M58W, se aprecia una disminucién de
valores de Ky, respecto a enzimasilvestre.

4. Segun la hipotesis estructural propuesta, las diferencias en actividad observada en los
distintos mutantes se deberian a cambios en la movilidad del 1azo mayor, debidas a pérdidas

de lasinteracciones en € extremo del 1azo, donde se localiza la posicién 58.
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II11.B.- PROBLEMAS DE EXPRESION Y OBTENCION DE PROTEINA
RECOMBINANTE EN ALGUNOSMUTANTES

Durante las producciones de enzima en los estudios de actividad se observo que los
rendimientos eran muy desiguales, y que existia una cierta relacion entre la productividad y €l
mutante que se estaba produciendo. A grande rasgos, |os mutantes con més actividad rendian, al
final del proceso de produccién y purificacion, menor cantidad de proteina.

También se habia constatado, como en el caso del mutante M58C, que la produccién final
en los mutantes en los que se afiadia 0 eliminaba alguna cisteina repercutia muy negativamente
en la produccion final del enzima. Dado que uno de los objetivos de la tesis, es estudiar €l efecto
sobre la termorresistencia de la fijacion del algunos lazos de la estructura de la &-glucanasa, y
para ellos se habia previsto unir dichos lazos mediante puente disulfuro, era prioritario conseguir
mejorar la productividad de los mutantes cisteina.

[11.B.1.- Menor productividad de los mutantes hiperactivos

Para descartar la posiblilidad que estos enzimas hiperactivos pudieran tener algun tipo de
actividad sobre el enlace &(1,4) entre la N-acetilglucosaminay la N-Acetilmureina de la mureina
de la pared celular de E.coli y por tanto su expresion ser toxica, se compard su efecto sobre el
crecimiento del cultivo y la produccion de mutantes alo largo del tiempo. Se us6 como mutante
hiperactivo M58G, los mutantes inactivos E138A y E138Q (Juncosa 1994b), en los que se habia
mutado uno de sus residuos cataliticos, y finalmente como control € enzimasilvestre (wt).

Curva de crecimiento Mutantes M58G, wt, E138A y E1380
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FiguraI11.12.: Curvas de crecimiento, respecto al tiempo, del enzimasilvestre y algunos mutantes de interés.
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Se hicieron 4 cultivos con 100 ml de medio 2SB Broth y 175 i g/ml de ampicilina, que se
inocularon con una colonia Unica del mutante correspondiente. A partir de la tercera hora se
tomaron muestras del cultivo y se midio la absorbancia a 550 nm. Con los valores de absorbancia
obtenidos a 550 nm, se calcul6 el factor de dilucion a aplicar alas muestras del cultivo para que

|a concentracion de célul as estimada fuera la misma en todas las muestras.
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Figural11.13.: Geles de SDS-PAGE, que muestran la produccién de proteinaalo largo del tiempo.

Las diferencias que observamos en € crecimiento de los cultivos eran minimas y, en
ningun caso, podrian explicar las diferencias observadas en la produccion de los diferentes
mutantes. Los diferentes niveles de actividad de los enzimas producidos no parecian influir en
absoluto, ni en la tasa de expresion ni en la de crecimiento de los cultivos, tampoco podia
atribuirse a los diferentes niveles de expresion. Lo que si mostraba claramente este experimento
es que para obtener buenos niveles de expresion del enzima hay que esperar a que € cultivo
alcance lafase estacionaria. La expresion es escasa durante lafase exponencia. Si las diferencias
de produccién final no se podian atribuir a nivel de expresion ni la actividad de los mutantes,

esto queria decir que durante la purificacion se perdia parte del enzima.

[11.B.2.- Dobles mutantes de cisteina

Es conocido que E.coli presenta en sus proteinas citoplasméaticas un menor nimero de
residuos cisteinay de puentes disulfuro. E.coli forma los puentes disulfuro principalmente en €l
periplasma donde se encuentra las proteinas DscA, DscB y DscC encargadas de catalizar su
formacion (Rietsch, 1996). Cuando se expresa proteina con un plasmido multicopia, como €l
pUC119, la gran cantidad de proteina que se acumula en e citoplasma puede inducir la
formacién de enlaces intercadena no dirigidos por las proteinas Dsc, dando lugar a agregados.
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Se tomé a modo de control positivo, como doble mutante a que se le habia afiadido dos
cisteinas, € mutante S34C+K242C. Producir este mutante resultaba interesante ya que
posteriormente seria usado para los estudios de termorresistencia. Como control negativo, sin
cisteinas extras, se volveriaaproducir el mutante N57A (Pons 1996).

Como se vié en € apartado anterior I11.B.1, la proteina producida en fase exponencial es
escasa y hemos de esperar a final de la fase exponencial y principio de la estacionaria para
observar un pico de produccién. Por este motivo se cambi6 el protocolo de purificacion con el
mutante S34C+K242C, afin de conseguir alargar e final de lafase exponencia y la estacionaria.
Para ello se preparé un cultivo en fase estacionaria de 400 ml, se centrifugd y se volvié a
inocular el "pellet” completo en otros 400 ml de medio de cultivo nuevo para intentar obtener el
maximo numero de células en la fase estacionaria, fase en que es mayor la concentracion de
glucanasa en €l cultivo. Si como todo parecia indicar, € enzima se perdia durante proceso de
purificacion, habiamos de partir de la mayor cantidad de enzima posible. Solo asi se llegaria al
ultimo paso de purificacion con una cantidad suficiente de enzima que nos permita realizar todas
las pruebas que queremos hacer con el enzima. También parece tener importancia en €l proceso
la presencia de oxigeno. En el caso del plegamiento de la ribonucleasa la formacion de los
puentes disulfuro puede darse espontaneamente en presencia de oxigeno (Anfisen, 1973) . La
enorme cantidad de in6culo hace que la concentracion de oxigeno en el medio de cultivo sea
menor, y minimizalaformacién de enlaces intercadenas.

Una de las precauciones que se ha de tener a la hora de producir la glucanasa es no
dejar esperar a que se agote totalmente la fase estacionaria y a que en ese momento se
expresan otras proteinas que se copurifican con la glucanasa en columnas de intercambio
catiénico. En € caso de la produccién de S34C+K242C en la que € cultivo estaba en fase
estacionaria tardia, para poder obtener més proteina observamos las bandas sefial adas como a
y b enel gel delafiguralll.14.A., que obligaron a hacer otra tanda de purificacion desechando
|as fracciones menos puras.

Una vez obtenida la cantidad necesaria de proteina razonablemente pura del mutante
S34C+K242C, se comprobd por movilidad electroforética, en el gel de lafiguralll.14.B., que
el puente disulfuro realmente se huviera formado entre los extremos N y C-terminal. Usando
como control el mutante N57A con un solo puente disulfuro, se comprob6 que la movilidad
electroforética del mutante S34C+K242C, en condiciones no reductoras, era mayor que la del
N57A, lo cua se correspondia con un enzima cuyas las colas estaban unidas. Estas diferencias
de movilidad desaparecen cuando se emplea tampon reductor. Estos resultados confirman que
el puente se haformado.
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Figura ll1.14.; Geles de SDS mostrados. A) fraccciones tal como salen de la columna después de la segunda
cormatografia. B) una vez recolectadas | as fracciones puras de |os dos mutantes, |os mutanes N57A y S34C+K 242C
en condiciones no reductoras y reductoras.

En la figura Figura 111.14.B. se observa que aunque la mayor parte de la proteina
S34C+K242C estaba formando €  puente disulfuro, aparecia una banda destacable
correspondiente al puente reducido. Dado que el proceso de preparado de muestra con
desnaturalizacion térmica con SDS habia durado mas de lo habitual, se quiso comprobar s la
temperatura podia haber roto alguno de los puentes o se trataba de una poblacién heterogénea
de proteinas. Para tal comprobacion, se cargé en el gel la proteina del mutante S34C+K242C
sometida a diferentes tiempo de calefaccion a 100 ° C, de 0 a 10 minutos.

Minutos en ebullicion
del S34C-K242C
sin tampon reductor

L 0 2 4 6 8 10

Figuralll.15.: Gel de SDS-PAGE con & mutante S34C+K242C sometido a diferentes tiempos de ebullicion.
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Lo maés curioso de la Figura I11.15. es que las proteinas contaminantes ay b entran
perfectamente en el gel sin necesidad de calentar la muestra, en el minuto O, mientras que la
glucanasa se resiste a entrar en el gel. Esto muy probablemente se debe a que la glucanasa no se
ha desplegado totalmente en presencia de SDS y necesita un mayor aporte térmico para
desnaturalizarse, formar el complejos con SDSy entrar en el gel. Esto nos indicaba que el niicleo
gue forman las hojas betas de la glucanasa es muy consistente y que los puentes de hidrégeno
entre ellas consiguen formar una estructura muy compacta.

Los mutantes a los que se afiaden puentes disulfuros suplementarios son dificiles de
producir, si bien, con pequefias variaciones en el protocolo, como el que hemos descrito en €l
mutante S34C+K242C, pueden rendir una cantidad suficientes de enzima. En este se ha
comprobado que el estado de oxidacion-reduccion de las cisteinas afiadidas a enzima se puede
conocer mediante una simple electroforesis SDS-PAGE. Es dedir, se comparan |os resultados
obtenidos para mutaciones con puentes disulfuro afiadidos con respecto a los obtenidos para una
proteina control sometida a condiciones no reductoras.

El nlcleo de la proteina es compacto y no basta con usar SDS para desnaturalizarlo. Aun
en presencia de SDS existe al menos un gran bloque de la proteina que no se despliega. Esto nos
indica gque los puentes de hidrégeno entre cadenas adyacentes antiparalelas, que encontramos en
la glucanasa, son muy estables. Este hecho tiene implicaciones en e modelo de plegamiento de
laproteina.

111.C.- ANALISIS DE LA TERMORRESISTENCIA: EFECTO DE LA POSICION 58 Y
DEL CENTRO DE UNION AL CALCIO.

Obtener enzimas mas estables frente a diversos aspectos tales como temperatura,
oxidacion, desnaturalizacion y degradacion, de gran interés desde el punto de vista de una
aplicacion industrial en biocatalisis. Nuestro grupo viene desarrollando estudios tedricos sobre la
termoestabilidad de proteinas (Querol et al. 1998), y este trabajo es una continuacion en esta
linea de investigacion.

Paralelamente al andlisis de la relacion del lazo mayor de la glucanasa con la actividad
del enzima, se iniciaron los estudios de como podia mejorarse la termorresistencia del enzima
(Pons 1996). No existen todavia criterios o reglas demasiado precisas para predecir mutaciones
gue llevan a termoestabilizar una proteina. Un procedimiento que ha dado lugar a bastantes
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éxitos es la estabilizacion de hélices 4, pero esto no es aplicable a una proteina compuesta
fundamental mente por hojas beta como la &glucanasa.

Se disponia de la estructura tridimensional del cristal, se asumié como regla tratar de
estabilizar |as regiones que inician la desnaturalizacion.

[11.C.1.- Estabilizacion delas colas N y C-terminales

Como se observa en la Figura 111.17 €l extremo N-terminal presenta una cola que queda
bastante libre y ala que segue una hoja beta corta. Se penso que, tal vez, podria ser el lugar por
donde se iniciaba la desnaturalizacion de la proteina. Ademéas comparando la estructura de la
glucanasa de B. licheniformis con de B. macerans el extremo N-terminal erala region que peor

Se superpone.

Figura 111.17.: Superposicion por los carbonos afa de la glucanasa de Bacillus macerans con la de Bacillus
licheniformis. Lacolaeslaregién se haresatado con un circulo negro.

Para estabilizar la cola se decidié unirla por medio de un puente disulfuro entre los
residuros serina 34 y lisina 42, ya que estos aminoéacidos quedaban a una distancia de 5.2 A,
apropiada para la formacion de puentes disulfuro. Se introdujeron las mutaciones en e gel
usando €l protocolo 11.D.7., usando los siguientes oligonucl eétidos:

S34C: 5 CACAAACGGGCGGGTGTTTTTATGAACCGT 3
K242C: 5 TGTGAATTCGTTATCTACATGTGTAACGCACCC 3

El proceso de produccion de este mutante se describe detelladamente en € apartado
[1.B.2.





