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INTRODUCCION
La enzima histidin amonio liasa (HAL, EC 4.3.1) cataliza la primera reaccion
del catabolismo del aminoacido histidina transformando la L-histidina en acido
trans-urocanico (Figura 1). Aungque la importancia fisioldgica, la regulacion de
su sintesis, la actividad enzimatica y detalle estructural de las HAL de origen
microbiano se conocen muy bien, poco se conoce sobre su estabilidad y los
mecanismos de desplegamiento. La enzima HAL es un homotetramero
(Figura 2) con 509 aminoacidos por monémero con una inusual alta Figura 1. Reaccion catalizada por la histidin amonio liasa.
temperatura de fusion de 83 °C incluso en enzimas de organismos mesofilos?.
En el presente trabajo se ha estudiado la estabilidad estructural frente a Figura 2. Estructura cristalina por rayos X
cambios de pH, temperatura y agentes desnaturalizantes para la enzima HAL de PpHAL. PDB (1B8F).
de Geobacillus kaustophilus (GKHAL) a través de ensayos de actividad

enzimatica, Dicroismo Circular (CD) y Fluorescencia en el estado estacionario. RESULTADOS
A pesar que las desnaturalizaciones térmica y quimica de GKHAL fueron Caracterizacion enzimatica de GKHAL. La maxima actividad de GKHAL se presentd a pH 8 y a 85 °C

irreversibles, impidiendo caracterizar termodindmicamente el proceso, si pudo (I_:igura 3, panel Ay B). Rgspecto a la estabilidad t_érmica cata_ll’tica _de GkHAL (FiguraIB_C), atda _Ia cual
determinarse la energia de activacion (E,) del proceso cinético de la pierde un 50% de su gctlwdad fue de _83,5 °C, poniendo en e_wdenpla el caracter termofilo de la misma.
PAE AR XN AR LA D T Estructura_ y cambios confor_mau_onales _de GkHA_L mduc:ldO_ por pH: Los experlme_ntos d
fluorescencia en el estado estacionario y el dicroismo circular permitieron registrar los cambios en
estructura terciaria y secundaria de GKHAL. El maximo de emision del espectro de fluorescencia c
GkHAL a pH 8 se centro a 340 nm, sugiriendo que la fluorescencia de la proteina esta dominada por
emision de los residuos de Trp (Figura 4A). La dependencia de la energia promedio de la fluorescencia
con el pH define una curva con una transicion a pHs entre 3 y 4 (Figura 4B) con una fase de
estabilizacion de la conformacion entre pH 6,5 y 9. La enzima GKkHAL a los pH de mayor actividad
muestra un espectro de CD con minimos a 208 y 222 nm, los cuales son caracteristicos de una
proteina con alto contenido helicoidal. La elipticidad a 222 nm a pH muy acidos o basicos disminuye
abruptamente (valores mas positivos) mientras que a pH 8 es minima (valor mas negativo) sugiriendo
un mayor contenido helicoidal al pH de maxima actividad (Figura 4D). En resumen se puede indicar que
GKkHAL esta correctamente plegada entre pH 7 y 9.
Desnaturalizacion térmica y quimica de GKHAL. GKHAL a pH 8 se desnaturaliza térmicamente de
60 80 forma irreversible impidiendo el analisis termodinamico de la reaccion de plegamiento. La
TENPERATIRATS) desnaturalizacion térmica fue independiente de la concentracion de la proteina (Figura 5A) pero
dependiente de la velocidad del barrido (Figura 5B). Gracias a esta ultima dependencia se pudo
determinar la energia de activacion (E,) del proceso cinético de desnaturalizacion irreversible siguiendo
el método desarrollado por Sanchez-Ruiz et al’. que asume un proceso irreversible en dos estados que
estan relacionados por una constante de primer orden que cambia con la temperatura de acuerdo con
la ecuacion de Arrhenius. A partir del plot de Arrhenius se obtuvo una E_ de 213 = 12 kJ mol- para la
desnaturalizacion de GKHAL (Figura 5C). Finalmente se intentd calcular la estabilidad de la GKHAL
mediante desnaturalizacion quimica. Como ocurrid con la desnaturalizacion térmica, la guimica también
fue irreversible observandose histeresis en el ciclo de desnaturalizacion.
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(A) Efecto del pH sobre la actividad, (B)
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Toon oo omom oo oowm  oouss ' Figura 4. Cambios conformacionales de GKHAL en funcidon del pH. (A) Espectros de fluorescencia en
1m [CLORURO DE GUANIDNIO] M estado estacionario, (B) Energia promedio en funcion del pH, (C) Espectros de CD a diferentes pH. (D)
Elipticidad molar a 222 nm en funcion del pH.
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Figura 5. (A) Desnaturalizacion termica a distintas concentraciones de GKHAL, (B)
Desnaturalizacion térmica de GKkHAL a diferentes velocidades de barrido, (C) Plot de

Arrhenius, (D) Desnaturalizacion y renaturalizacion quimica de GKHAL. CONCLUSIONES

- GKHAL es una enzima termofila capaz de funcionar a altas temperaturas y en rango
REEERENCIAS amplio de pH (6-9), con una alta termoestabilidad. Esta ultima caracteristica la hace

1 M. Langer, G. Reck, J. Reed, J. Retey, Biochemistry, 1994, 33, 6462—6467. atractiva para aplicaciones industriales.

2J.M. Sanchez-Ruiz, J.L. Lopez-Lacomba, M. Cortijo, P.L. Mateo, Biochemistry. 1988, 27, - La estructura secundaria de GKHAL se ve afectada por el pH con dos conformaciones

1648-1652 diferentes, una a pH acido 2-3 y otra a pH 4-11, estando plegada entre pH 7-9, en
correspondencia con el rango de pH donde muestra su maxima actividad.

- La histéresis debido a la no equivalencia de los mecanismos de despliegue y replegado
evidencia que estos procesos son demasiado lentos para permitir gue se establezca el
equilibrio dentro de los tiempos experimentales de incubacion.
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