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Sumari

Les glicosidases que hidrolitzen els substrats i@t@ncio de configuracié segueixen un
mecanisme general en qué després d'una primera efagsociacio enzim-lligand
s’encadenen dues etapes catalitiques que portehidrblisi del substrat conservant la
configuracié del carboni anomeric en el nou extgemerat.
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En el present treball es comprova a través d’estondicanistics, principalment estudis
en estat preestacionari i analisis de Hammettague aquest mecanisme tan senzill no
es pot descriure correctament I'activitat catditite la 1,3-1,4-glucanasa d&acillus
licheniformis, i es proposa el mecanisme que es mostra a caotinu
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on eils complexos enzim-substrat adopten dues comfions productives (SES
SES’) i on el balang entre aquestes dues conformaeinrfsincié del substrat explica
els diferents comportaments cinetics en estatiesi&t i preestacionari.

Un estudi en profunditat sobre la importancia guereeix la interaccié entre I'enzim i
I’hidroxil a C2 de la unitat de glucopiranosa quelma el subseti —1 demostra que en el
cas de la 1,3-1,8-glucanasa déacillus licheniformis aquesta interaccié no juga el
paper rellevant que s’ha observat en alftggicosidases que actuen amb retencié de
configuracio.

L'estudi de la reaccio d’hidratacié del glical G4&3catalitzada per la 1,3-14-
glucanasa d8acillus licheniformis permet proposar que hi ha un canvi en el resiéu qu
fa el paper d’acid general. De manera que es peogas I'Aspl36 que en la reaccio
d’hidrolisi de substrats ajuda al posicionamens dekidus catalitics i juga un paper en
la regulacio dels seuKp és el residu que fa d’acid general en la readti@ratacio

de glicals.



Abreviatures i acronims

4 AMS
Abs
AcOEt
Ac,O
AMP
ADN (DNA)
ADNasa
A.E.

Amp’

ag.

ag., sat.
Ar

ARN
ARNasa
ArOH
atm.

ATP

b

B. licheniformis
BF;-EtOEt
Bn

BrP

BSA
BTEBA
But
Buty,NOT;
()

CBD

CBM

c.c.f.
CM-Sepharose
COSY
Cp.TiCl
Cy

d
DABCO
dd

ddd
ddNTP
DEAD
DEAE
DEPT
dG
DMAP
DMF
DMSO
DNP

tamisos moleculars de 4 A
absorbancia
acetat d’etil
anhidrid acetic
adenosin monofosfat
acid desoxirribonucleic
desoxirribonucleasa
analisi elemental quantitativa
gen de resistencia a ampicil-lina
aquos
aquos saturat
grup aril
acid ribonucleéic
ribonucleasa
compost fenolic generic
atmosfera
adenosin trifosfat
bases
Bacillus licheniformis
trifluorur de bor eterat
benzil
bromofenol
albumina seérica bovina
bromur de trietilbenzilamoni
butil
triflat de tetrabutilamoni
concentrat
Cedlulose Binding Domain. Centre d’unio de cel-lulosa
Carbohydrate Binding Module. Modul no-catalitic d'unié de
sacarids associat a glicosil hidrolases
cromatografia de capa fina
carboximetil sefarosa
COrrelated SpectroscopY
clorur debis(ciclopentadienil) titani(lll)
ciclohexa
doblet
1,4-diazabiciclo[2.2.2]octa
doblet de doblets
doblet de doblet de doblets
5'-trifosfat de 2’,3’-didesoxiribonucleosid
azodicarboxilat de dietil
dietilaminoetil
Distorsionless Enhancement by Polarization Transfer
desoxiglucopiranosa
4-dimetilaminopiridina
N,N-dimetilformamida
dimetilsulfoxid
dinitrofenil



DNS
dNTP
DTT
E.C.
EDTA
ELISA
em.
Epo
EtOEt
EtOH
exc.

F
FDNB
FUP

G, Glp
G

(9)

Gal
GIcNAc
gem
HAcO
HETCOR
HPLC

|

IQS

IPTG

IR
IUBMB
KAcO

lac

LacZ
LA-PCR
LB

LBHB
LFER

m

M9
MeCOMe
MeOH
MOPS
MU
NaAcO
NaHMDS
NaOMe
NH>NH>-HAcO
NOESY
NP

Nu

acid 3,5-dinitrosalicilic

5'-trifosat de 2’-desoxiribonucleosid

ditiotreitol

Enzyme Comission (International Union of Biochemistry)
acid etilendiaminotetraacetic

Enzyme-Linked InmunoSorbent Assay

emissio

epoxid

eter dietilic

etanol

excitacio

fluorescencia

1-fluoro-2,4-dinitrobenze

Forward Universal Primer. Encebador universal que hibrida
amb la cadena codificant

glucopiranosa
1,5-anhidro-2-desoxb-arabino-hex-1-enitol (glucal)
gasos

galactosa

glucosamina

geminal

acid acetic

HETeronuclear CORrelation

cromatografia liquida d’alta pressio

forca ionica

Institut Quimic de Sarria
isopropilg-D-tiogalactopiranosid

infraroig

Unié Internacional de Bioquimica i Biologiad¥ecular
acetat potasic

operd induible implicat en el metabolisme de ladsa en
Escherichia cali

gen de lg8-galactosidasd d’Escherichia coli

PCR llarga i precisa

medi de cultiu de Luria-Bertani

Low Barrier Hidrogen Bond

Linear Free Energy Relationship. Relacio lineal d’energia lliure
multiplet

medi de cultiu minim sense aminoacids

acetona

metanol

acid 34-morfolino)-propanosulfonic
4’-metilumbel-liferil

acetat sodic

hexametildisilazanat sodic

metoxid sodic

acetat d’hidrazina

Nuclear Overhauser Effect SpectroscopY

nitrofenil

nucleofil



sa

sat.

SB

SDM

SDS
SDS-PAGE

t

t.a.
TAPS
TBABF,4
TBDPS
TE

Teb
TEMED
TfOH
Th

THF
TMS
TMSI
TMSOTf
tr

Tris
TSPNa
u

uAbs
uv

VIS (vis)
wit

Overnight. 12 hores

origen de replicacio

fenil

pressio d'Q

parells de bases

Polimerase Chain Reaction. Reacci6 en cadena de la polimerasa
punt de fusié

fenil

punt isoeléctric

fluorur de fenilmetilsulfonil

parts per milio

Phase Transfer Catalysis. Catalisi per transferéncia de fase
piridina

quadruplet

Ribosome Binding Ste. Punt d’ancoratge del ribosoma.
Ressonancia Magnética Nuclear

Reverse Phase. Fase reversa

Reverse Universal Primer. Encebador universal que hibrida amb
la cadena no-codificant

singlet

senyal ample

saturat

medi de cultiu d’Okitat al.

Ste Directed Mutagenesis. Mutagenesi dirigida.

dodecil sulfat sodic

Sodium Dodecyl Sulfate-PoliAcrylamide Gel Electrophoresis.
Electroforesi desnaturalitzant en gel de poliaoritta amb
dodecil sulfat sodic

triplet

temperatura ambient
acidN-[Tris(hidroximetil)metil]-3-aminopropanosulfonic
tetrafluoroborat de tetrabutilamoni
tert-butildifenilsilil

tampd tris(hidroximetil)-aminometa
temperatura d’ebullicio

N,N,N’, N'-tetrametilendiamina

acid trifluorometonosulfonic (acid triflic)
temperatura d’hibridacio

tetrahidrofura

tetrametilsila

iodotrimetilsila

triflat de trimetilsilil
temps de retencio

tris(hidroximetil)-aminometa
3-(trimetilsilil)-2,2,3,3-tetradeuteropropadrsodic

unitats d’activitat enzimatica

unitats d’absorbancia

ultraviolat

visible
wild type. Enzim salvatge



X-Gal

5-bromo-4-cloro-3-indoli-D-galactopiranosid

Abreviatures per als aminoacids codificats geneticaent

Ala (A) Alanina Leu (L) Leucina

Arg (R) Arginina Lis (K) Lisina

Asn (N) Asparagina Met (M) Metionina

Asp (D) Aspartat Phe (F) Fenilalanina

Cys (C) Cisteina Pro (P) Prolina

GIn (Q) Glutamina Ser (S) Serina

Glu (E) Glutamat Thr (T) Treonina

Gly (G) Glicina Trp (W) Triptofan

His (H) Histidina Tyr (Y) Tirosina

lle (1) Isoleucina Val (V) Valina
Abreviatures per a les bases d’ADN

A Adenina G Guanina

C Citosina T Timina




Abreviatures per a glicosids

G-Ar
G-aOMe
G3G-MU
G4G4G

G4GAG’
G4G3G
G4G3G’
(GAG3G e

G4G3G-Ar
G4G3(2dG)-4NP
GaldG3Gea-F
G4GAG3G
(GAGAG3G')

G4G4G3G-Ar

(G4AGAG3(2dG))-|

GA4GAG3(2dG)-4NP
G4GAG3(2dG)-MU
G4G3G4®Me

G4G4G4AG3G-MU

G4G4AG3G4G4G

G4G4G3G4G4GMe

Gal4G4G3G4G40GMe

Aril S-D-glucopiranosid

Metil a-D-glucopiranosid

4’-metilumbel-liferil O-B-D-glucopiranosil-(3-3)-4-D-glucopiranosid
O--D-glucopiranosil-(3-4)-O-p-D-glucopiranosil-(+-4)-5-D-
glucopiranosa (Cel-lotriosa)
O-f-D-glucopiranosil-(34)-O-p-D-glucopiranosil-(34)-1,5-anhidro-2-
desoxib-arabino-hex-1-enitol
O-f-D-glucopiranosil-(3->4)-O-p-D-glucopiranosil-(1>3)-4-D-
glucopiranosa
O-f-D-glucopiranosil-(3-4)-O-p-D-glucopiranosil-(3-3)-1,5-anhidro-2-
desoxib-arabino-hex-1-enitol
0-(2,3,4,6-tetrad-acetil5-D-glucopiranosil)-(L 4)-0-(2,3,6-tri-O-
acetils-D-glucopiranosil)-(1 3)-4,6-di-O-acetil-1,5-anhidro-2-desoxi-
arabino-hex-1-enitol

Aril O-f-D-glucopiranosil-(34)-O-p-b-glucopiranosil-(13)-4-D-
glucopiranosid

4’-nitrofenil O-4-D-glucopiranosil-(3-4)-O--D-glucopiranosil-(1-3)-
2-desoxig-D-glucopiranosid

Fluorur dO-4-D-galactopiranosil-(3>4)-O-f-D-glucopiranosil-(33)-a-
D-glucopiranosil
O-f-D-glucopiranosil-(3-4)-O-p-D-glucopiranosil-(1-4)-O-4-D-
glucopiranosil-(+3)-4-D-glucopiranosa

0-(2,3,4,6-tetra@-acetil #-D-glucopiranosil)-(L 4)-0-(2,3,6-tri-O-
acetil$-D-glucopiranosil)-(L 4)-0-(2,3,6-tri-O-acetil$-D-
glucopiranosil)-(1- 3)-4,6-di-O-acetil-1,5-anhidro-2-desoxi-arabino-
hex-1-enitol

Aril O-p-D-glucopiranosil-(3-4)-O-4-D-glucopiranosil-(34)-O-f-D-
glucopiranosil-(+>3)-4-D-glucopiranosid

lodur d'O-(2,3,4,6-tetra@-acetil#-D-glucopiranosil)-(+4)-0-(2,3,6-tri-
O-acetil5-D-glucopiranosil)-(14)-O-(2,3,6-tri-O-acetil $-D-
glucopiranosil)-(3-3)-4,6-di-O-acetil-2-desoxi-D-glucopiranosil
4’-nitrofenil O-4-D-glucopiranosil-(3-4)-O--D-glucopiranosil-(1-4)-
O-p-D-glucopiranosil-(3>3)-2-desoxig-D-glucopiranosid
4’-metilumbel-liferil O--D-glucopiranosil-(3-4)-O-4-D-glucopiranosil-
(1—4)-O-p-D-glucopiranosil-(33)-2-desoxis-D-glucopiranosid

Metil O-4-D-glucopiranosil-(34)-O-p-D-glucopiranosil-(13)-O-4-D-
glucopiranosil-(3»4)-4-D-glucopiranosid

4’-metilumbel-liferil O-#-D-glucopiranosil-(3-4)-O-4-D-glucopiranosil-
(1—4)-O-p-D-glucopiranosil-(3»4)-0O-4-D-glucopiranosil-(3-3)--D-
glucopiranosid
O-f-D-glucopiranosil-(3-4)-O-p-D-glucopiranosil-(1-4)-O-4-D-
glucopiranosil-(+3)-O-4-D-glucopiranosil-(3-4)-O-p-D-
glucopiranosil-(+4)-4-D-glucopiranosa

Metil O-4-D-glucopiranosil-(34)-O-p-D-glucopiranosil-(3-4)-O-$-D-
glucopiranosil-(+3)-O-4-D-glucopiranosil-(3-4)-O-p-D-
glucopiranosil-(3»4)-4-D-glucopiranosid

Metil O-4-D-galactopiranosil-(3>4)-O-4-D-glucopiranosil-(34)-O-4-D-
glucopiranosil-(33)-O-4-D-glucopiranosil-(3-4)-O-p-D-
glucopiranosil-(1>4)-4-D-glucopiranosid

Ar: P: fenil; 4BrP: 4’-bromofenil; 3NP: 3'-nitrofenil; MU : 4’-metilumbel-liferil; 2NP: 2’-nitrofenil;
ANP: 4'-nitrofenil; 3,5DNP. 3',5’-dinitrofenil; 3,4ADNP. 3',4’-dinitrofenil; 2,3DNP. 2’,3'-dinitrofenil;

2,4-DNP. 2',4’-dinitrofenil
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I.1. Mecanismes basics d'hidrolisi enzimatica per gt de les
glicosidases

La gran varietat estereoquimica dels carbohidratdauals diferents possibles tipus
d’unié que poden donar-se entre ells, fa dels eligmlisacarids un grup d’'una elevada
biodiversitat [1], amb gran varietat de funciorebt Mentre que els polisacarids poden
actuar com a components d’emmagatzemament, elenmesirscturals (sén la part
integrant de la majoria d’estructures vegetals)eor&coneixement; els oligosacarids,
solen esdevenir reservoris energetics i elementeedeneixement. A meés, també es
troben formant part de gran nombre de glicocongigaam son els glicolipids,
glicoproteines o saponines. Com a consequeéencia,natlra s’han desenvolupat una
gran varietat d’enzims capacos d’hidrolitzar erdkggglicosidics, les glicosidases.
Aquests enzims sén especialment eficients ja gqudldic glicosidic, i en concret, el que
es dona entre dues unitats de glucosa, és I'enliég estable entre els biopolimers
naturals [2], i les glicosidases aconsegueixen angsnde velocitat fins a 10vegades
en relacio als de les respectives reaccions nétzaties [3].

La hidrolisi enzimatica d’enllagos glicosidics rendun hemiacetal sacaridic ja sigui
amb la mateixa configuracié anomerica del sucrpattda (retencié de configuracid) o
amb la configuracié oposada (inversié de configd)a@dl 1953 Koshland va proposar
els mecanismes basics per a aquests dos tipuaaad¢4], que al llarg del temps han
demostrat ser els mecanismes basics emprats gesrlamajoria de glicosidases, amb
comptades excepcions [5, 6]. Les glicosidases quea amb inversié de configuracio
fan servir un mecanisme de desplagament senz#,tguloc a través d’'un estat de
transicio de tipus oxocarbocationic, on es dérad'aucleofilic d’'una molécula d’aigua
al carboni anoméric. En aquesta etapa un dels xifatsoaugmenta la nucleofilia de
I'aigua, mentre que I'altre assisteix en la sortigd’aglicona amb catalisi acida general

(figura 1.1).
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Figura 1.1. Mecanisme general de reaccié per a glicosidasesaguuieen amb inversio de
configuracié de I'estereoquimica del carboni anaemer
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Per a les glicosidases que actuen amb retenciordgygracio Koshland va proposar un
mecanisme de doble desplagament en qué l'atacaiilicleés dut a terme per un dels
residus enzimatics essencials (figura [.2). En uyanera etapa, anomenada
glicosidacio, un dels residus carboxilics proparaid’assisténcia acida, mentre que
I'altre realitza I'atac nucleofilic sobre el carbhoanomeric. En una segona etapa,
anomenada desglicosidacio, la base conjugadaad taneral augmenta la nucleofilia
d’'una molécula d’aigua que ataca l'intermedi gliceazim, rendint el producte de

reaccié amb retencié neta de configuracié. En dquaes la reaccié té lloc a través de
dos estats de transicié oxocarbocationics (figpa |
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Figura 1.2. Mecanisme general per a glicosidases que actuerretenicio de configuracio de
I'estereoquimica del carboni anomeéric.

En els dos mecanismes es tracta d’'una substitwci@afila sobre el carboni anomeéric,

on els dos residus que actuen directament en satgéneralment dos residus

carboxilics, estan adequadament posicionats peletatalitzar la seva tasca [7]. En el
cas de les glicosidases que actuen amb inversiérdf@uracio, els dos carboxilats, que

fan el paper d’acid i base general respectivamestan separats en mitjana uns 10.5 A
per tal de permetre que tant el substrat com uracwia d’aigua se situin entre ells. A

les glicosidases que actuen amb retencio de coafifyy amb un mecanisme de doble
desplacament, aquesta separacié és de només & nfjana.

|.2. Classificacio de les glicosidases i estructuckel centre actiu
Classificacié de les glicosidases

Al llarg del temps s’han adoptat diferents estrigte@ fi de catalogar les glicosidases
que conformen un grup molt ampli d’enzims. Les duess senzilles es basen en
I'estereoquimica del mecanisme, i en el seu modec® (atac del substrako enfront
de I'ende). La primera estratégia permet organitzar lesogidases en quatre grups
diferents en funcié dels dos mecanismes basicesgj@®nen en la hidrolisi de glicosids
(inversio o retencido de configuracio del carbonpragric) i I'estereoquimica dels
substrats de partida [8]. Aquesta catalogaci6 dsutibdes del punt de vista mecanistic
perd no deixa de ser molt simple per a la granrsiitz de glicosidases existents. La
segona estrategia nomeés és aplicable a glicosidpsesactuen sobre polisacarids, |
marca la diferencia en funcié de si I'enzim hidmdi el substrat des de I'extrem
(glicosidasaexa), o realitza talls enmig de la cadena del poésddglicosidas&nda).

El fet que el mode d’accié d’aguests enzims estigistant relacionat amb I'estructura
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del centre actiu [7], fa que aquesta classificaambé reflecteixi similituds de centres
actius (figura 1.3). Aixi, els enzimexo tendeixen a tenir centres actius en forma de
butxaca, mentre que els enziergloe solen tenir centres actius en forma d’esclet@& qu
permeten un atac indiscriminat en qualsevol puntadeadena. Apart d’aguests dos
grans grups estan els enzims que degraden poldsddirosos amb pocs extrems, i
que solen actuar de forma processiva, és a dircam s'uneixen a la cadena
polisacaridica realitzen diversos cicles catalitmns d’alliberar el substrat. Per a
aguests enzims el centre actiu presenta una esautiés tancada, en forma de tunel,
per la qual el substrat va lliscant després de cadia catalitic. EI problema d’aquesta
classificacio es troba en la catalogacié d’enzime gresenten activitats intermedies
entre el mode d’acciéndc i exc, per exemple la cel-lulasa CenCQlulomonas fimi
[9], que després de realitzar un determinat nonuarecicles catalitics alliberen el
substrat, per tal d’unir un altre fragment de caden
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Figura 1.3. Diferents representacions de les estructuresrteidsionals de tres glicosidases
diferents en les que els dos residus cataliticgad®n colorits en groc. A dalt es mostra la
representacié de la superficie exclosa de dissplverentre que a baix es mostra la
representacio de les mateixes proteines en fuedi@structura secundaria. La representacio de
I'esquerra correspon a faglucosidasa d&hermus thermophiludB8, que té un centre actiu en
forma de butxaca; la central és de la 1,3Atgldcanasa d8acillus licheniformig10], que té

un centre actiu en forma d'escletxa; i la de latalrés la de I'endoglucanasa Cel6 de
Mycobacterim tuberculosid 1], que té un centre actiu en forma de tanel.

Les dues classificacions més elaborades es baseremespecificitat per substrat de
les glicosidases, i 'altra, en la sequéncia d’'aagids de I'enzim. La classificacié en
base a l'especificitat per substrat se sustentalesnrecomanacions de la Unio
Internacional de Bioquimica i Biologia MoleculadBMB) i s’expressa com a numero
E.C. per a un enzim determinat [12]. Aquest métglespecialment problematic en el
cas d'enzims que presenten més d'una especifipgat substrat, i no aporta cap
informacio estructural o mecanistica de I'enzim.classificacié basada en la similitud
d’estructures primaries de les diferents glicosdas’introdueix al 1991 [13].
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Aprofitant que la sequencia aminoacidica d'unaginat esta relacionada amb la seva
estructura tridimensional, i aquesta amb el meoamisnzimatic, aquesta classificacio
té capacitat predictiva, de manera que coneixestrlictura primaria d’'una proteina es
pot derivar informacio estructural i mecanisticdaleateixa [14]. D’aquesta forma, els
membres d'una mateixa familia tenen estructureslintansionals similars i
comparteixen mecanisme, si bé poden tenir espigaifiqer substrat diferents. Aquesta
classificacio, que resulta ser més practica quedisor, ha anat imposant-se en el mon
de les glicosidases. Actualment consta de 107ligmsniorganitzades en 14 clans en
base a la similitud de sequencia tridimensionau(a 1.5), i ha estés el seu camp
d’'aplicacié per tal d’incloure glicosil transferasdiases de polisacarids i esterases de
carbohidrats, i més enlla de proteines amb adtiemaimatica, també s’ha creat una
classificacio per a moduls d'unié de carbohidrasinternet es troba un servidor
continuament actualitzat en que es facilita larmfcio referent a aquestes families
(http://www.cazy.org/).

Estructura del centre actiu en subsetis

Dins del centre actiu de I'enzim els diferents graje residus que interaccionen amb
cada unitat de sucre es diu que conformen elsedifersubsetis d’'unié de carbohidrat.
En funcio de I'especificitat per substrat i el matlaccié de cada glicosidasa els centres
actius comprenen un nombre diferent de subsetimadmenclatura dels mateixos se
centra en el punt on se situen els dos residuditzaaque correspon amb el punt
d’hidrolisi de I'enllag glicosidic [15, 16]. Els baetis que uneixen unitats de carbohidrat
cap a I'extrem reductor de l'oligosacarid s’anomreaab numeracio creixent a mesura
gue s’allunyen del punt de tall, i precedits dghsi positiu. Per contra, els subsetis que
uneixen unitats de carbohidrat cap a I'extrem mucéor de I'oligosacarid s'Tanomenen
igualment amb numeracié creixent a partir del pdthidrolisi, perd en aquest cas,
precedits d’'un signe negatiu (figura 1.4).
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Figura |.4. Estructura en subsetis del centre actiu d’'unasjitasa.
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Figura 1.5. Estructures tridimensionals d’un representantadiascun dels 14 clans en que estan
agrupades les diferents glicosidases descritesnsdg classificacidé de Henrissat.
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|.3. Métodes tradicionals per a I'estudi de mecanises enzimatics

Per tal d’'anar perfilant i demostrant els difereaspectes del mecanisme enzimatic,
s’han fet servir diferents experiments, que en gnasura s’han basat en I'obtencié de
dades cinétigues d’hidrolisi de substrats. Lestitjnés en estat preestacionari, les
analisis de Hammett i la valoracié dels efectetos en la velocitat de reaccio, han
estat les tres eines tradicionalment més empr&8aest que els substrats naturals de les
glicosidases son oligo i polisacarids que no pegman seguiment senzill de la cinetica
de reaccio, generalment es treballa amb subsirgttiss en que s’introdueix com a
aglicona un cromofor. L’avantatge d’aquests subseafront dels substrats naturals és
que en cada cicle catalitic es produeix la hidra@lian Unic enllag per moléecula de
substrat, que dona lloc a un augment d’absorbaidcigment caracteritzable. S’ha
postulat que aquests substrats s'uneixen a I'erdg@nmanera analoga als substrats
naturals, i que l'aglicona s’uneix establint intai@ns d’apilament hidrofobic amb
I'enzim, com ho faria una unitat sacaridica [17ksDdels inicis de la seva utilitzacio
amb el lisozim [18], i Ig8-galactosidasa &scherichia coli[19], els aril glicosids han
demostrat ser molt Gtils en l'estudi mecanisticglieosidases; a més, ofereixen la
possibilitat de triar amb quin substrat es dedit@ballar en funcié de l'etapa del
mecanisme a estudiar, ja que es pot escollir afifezents aglicones amb un gran
ventall de reactivitats.

La utilitzacio d’aquests substrats cromoforics es ¢inétiques en estat preestacionari
amb glicosidases que actuen amb retencio de coaéigy ha permes la deteccio de
I'etapa determinant de la velocitat de reaccions 1 tot en algun cas, la determinacio
del valor de la constant de velocitat individuallee diferents etapes. En aquest tipus
d’experiment s’han desenvolupat diferents metodesagonsegueixen una barreja molt
rapida d’enzim i substrat, de manera que es patirsigcinética de reaccié des dels
primers mil-lisegons. D’aquesta manera, i sempeergus’assoleixi I'estat estacionari
abans del temps mort de mesura, s'observa I'estahti del primer cicle de reaccid. Si
I'etapa lenta del mecanisme resulta ser I'etapgldesidacid, s’observa una cinetica
lineal, ja que no hi ha acumulacié de I'intermedirdaccio. Si, per contra, I'etapa lenta
és la desglicosidacio, s’observa com es va acumlilaiermedi de reaccié fins assolir
la velocitat d’estat estacionari. A més, si la céht de I'etapa de desglicosidacio és
suficientment lenta en comparacio amb la velodtat’etapa de glicosidacio, la fase
d’acumulacié de producte generat té una amplituélig la concentracié de centres
actius de I'enzim.

L’altre tipus d’experiment que permet distingirtépa limitant de la velocitat de reaccio
en les glicosidases que actuen amb retencié degooatié és I'analisi de Hammett,
que és una relacio lineal d’energia lliure. Al 19%mmett va postular una equacio per
tal de quantificar els canvis de reactivitat d'damilia de compostos en relaciéo amb la
seva estructura [20]. L'aplicacio d'aquesta equaerd el cas de les glicosidases
generalment té I'objectiu d’analitzar les variagam la velocitat de reaccio en funcio
de canvis en l'estructura d’una familia de substrAmb aquest proposit se solen fer
servir una serie de substrats amb la mateixa dambnica, que ve marcada per
I'especificitat enzimatica, i diferent aglicona groforica. Fent una ullada al mecanisme
(figura 1.2) resulta senzill veure que la primetapa, la de glicosidacié, és dependent de
la naturalesa de l'aglicona, perd la segona etapdesglicosidacio, n’és totalment
independent, ja que parteix de I'intermedi glicesikim, que és comu en tota la série de
substrats. Per tant, generalment se sol assumilaqiesglicosidacio, o una altra etapa
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no-quimica (un canvi conformacional, o la unié ssdciacié d’'un lligand), és I'etapa
determinant de la velocitat de reaccié quan nos€ola un canvi en la velocitat de
reaccié en variar I'estructura del substrat; enasl de donar-se una relacié lineal entre
aguests dos parametres, es postula que la glicosida I'etapa determinant de la
velocitat de reaccio. Si aquest és el cas, el pgrdlaquesta relacié informa sobre el
grau de desenvolupament de carrega a l'estat & dié.

Finalment, a través de la determinacio dels efeis@®pics secundaris, generalment
d’a-deuteri, en la velocitat de les diferents etapesehccidé s'obté informacié sobre
I'estructura de I'estat de transicio, i de retriec'thtermedi de reaccid. L’efecte isotopic
secundari es genera com a consequéncia de laisidfah enlla¢ adjacent a I'atom que
s’ha substituit pel seu isotop. Es considera queestg efectes tenen el seu origen en
gran mesura per l'afebliment de la vibracié de itenke I'enllac C-H a mesura que el
centre de reaccié passa d’hibridasig a sp’. La diferéncia de massa atdmica entre
I'atom d’hidrogen i els seus isotops (habitualmehdeuteri, D) es tradueix en una
diferéncia en la velocitat relativa de reacciontenera que quan es produeix un canvi
d’hibridacié desp’ asp?, la relacié de constants de velockatko és entre un 10 i un
20% superior a la unitat [21]; si el canvi d’hita@é va en el sentitp® — sp’ I'efecte
isotopic és invers; mentre que quan no es prodcaiwi d’hibridacio, la relacio de
velocitats és propera a la unitat [22]. En aplieguests estudis a les reaccions
enzimatiques cal tenir present que normalment lacitat de reaccié no ve limitada
totalment per una etapa de reaccié en concretgsia@s una combinacié de totes elles,
de manera que, per tal d’estudiar una etapa erretocal fer-la limitant, ja sigui triant
el substrat adequat, modificant el pH o mutantzien

|.4. Estructura de l'intermedi de reacci6 i els esits de transicio en la
hidrolisi de glicosids

El caracter oxocarbocationic de l'estat de trapnside la hidrolisi enzimatica de
glicosids s’ha establert en base a dos tipus diexpat diferents. D’una banda es
comprova que, a l'igual que passa amb la hidr@spontania de glicosids [23, 24],
s’obtenen valors d’efectes isotopics cinética-déuteri molt elevats en el cas de la
hidrolisi de glicosids per part de diferents glidases [19, 24-26], que sOn consistents
amb un estat de transici6 amb un marcat caractecaoBocationic. D’altra banda, i
aprofitant que en la hidrolisi espontania de gid®sel caracter oxocarbocationic de
'estat de transicid esta molt ben establert [2]/-2% el cas de lg@-glucosidasa
d’Agrobacterium faecali$30] i la f-galactosidasaldcZ) d’Escherichia coli[31], s’ha
arribat a la mateixa conclusid, a través d’'unaetacio entre el logk{,) de la reaccid
enzimatica i el logkespontani} Per a la reaccioé no catalitzada, per a una sergubstrats.
Una bona correlacio entre aquests dos parametneepassimilar I'estructura de I'estat
de transicié de la reacci6é catalitzada al de l@aiéaespontania. A I'hora d’avaluar
aquest tipus d’experiments s’ha de tenir presemt €u la reaccié enzimatica poden
donar-se una seérie d’interaccions enzim-substra o es donen en la hidrolisi
espontania, i que poden emmascarar el resultavogaot un empitjorament de la
correlacio.

En I'i6 oxocarbocationic, la cessio electronica part de I'oxigen endociclic a través de
I'enllac O5-C1 proporciona gran part de I'estabditio, i comporta que aquest enllac
posseeixi un cert caracter de doble enllag. Peyualaixd es doni a I'estat de transicio
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els atoms C5, O5, C1 i C2 han de ser coplanarstan @ prop de la coplanaritat [8], de
manera que lI'anell de piranosa ha d’adoptar unieslguatre possibles conformacions
que ho fan possible [32]: dues d’elles sén mitgehres,*Hs i *Ha, i dues sén naué’B

I By s (figura 1.6).
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Figura 1.6. A dalt: conformaci6 de cadira relaxada, que éotdormacio més estable adoptada
per un anell de piranosa en solucid. A baix: lestrgupossibles conformacions que pot adoptar
un anell de piranosa a l'estat de transicio, i gaanteixen la coplanaritat dels atoms C5, O5,
Clicaz.

La distorsio de I'anell de piranosa que ocupa bksti -1 de la conformacié de cadira
relaxada,*C; (que és la que presenta el glicosid en solumif) a alguna d’aquestes
conformacions ajuda a satisfer els requerimentka deoria estereoelectronica, ja que
orienta el parell d’electrons lliure de l'oxigendemiclic antiperiplanar respecte de
I'enllag a escindir i del grup sortint; de manerge g més de maximitzar la donacio
electronica de l'oxigen endociclic a [l'orbital artllacant del centre anomeric,
acomodant molta de la carrega positiva que es delgra al centre anomeric durant
els estats de transicio, accelera I'expulsio depgsortint [33, 34]. En conjunt s’ha
proposat que hi ha cinc factors principals que @onén les caracteristiques de I'estat
de transicio de les reaccions d’hidrolisi de glidé435]. Aquestes son la distribucio de
carrega positiva, un centre anomeric trigonal, eovdformacié de mitja cadira o similar
(nau), una disposici6 adequada dels grups hidraxila capacitat de I'oxigen
interglicosidic de ser protonat direccionalment.

La naturalesa quimica de l'intermedi de reaccidlemnglicosidases que actuen amb
retencid de configuracié va ser durant molts angturde controversia. Tot i que en un
principi es va proposar que lintermedi glicosizen es tractava d’'un intermedi
cationic estabilitzat per interaccio electrostateab el nucleofil, basant-se en la
interpretacié dels resultats obtinguts amb el lisode clara d’ou [24], actualment se
sap que no és aixi. La confirmacio que l'intermgldiosil-enzim és covalent procedeix
de dos tipus d’experiments diferents, d’'una ban@xperiments d’efectes isotopics
secundaris d-deuteri mesurats sobre la cinetica de reacciGapsubstrats en que la
desglicosidacio és I'etapa determinant de la vedode reaccio [19, 36-39], i de l'altra
per l'evidéencia directa de I'atrapament d’aquesterimedis de reaccié en diverses
glicosidases [40-44]. La metodologia més empraddgbel’atrapar I'intermedi ha estat
I'is dels 2-desoxi-2-fluoroderivats proposada peithéfs [45], en que substituint
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I'hidroxil a C2 del sucre que ocupa el subseti et pn atom de fllor s’aconsegueix
alentir tant la glicosidacidé com la desglicosidapir la combinacié de dos efectes:
d’'una banda, la desestabilitzacié inductiva defatesle transicio oxocarbocationics, en
ser el fluorur un acceptor de carrega inductie l'altra, la pérdua del pont d’hidrogen
de 'hidroxil a C2 amb la proteina, que en el casfgjlicosidases que actuen amb
retencié de configuracié es postula que és molomapt. Aquests compostos tenen a
meés un bon grup sortint com a aglicona, de manged’gtapa de glicosidacio passa a
ser més rapida que la de desglicosidacio i aixéapmi’acumulacié de l'intermedi de
reaccié (figura 1.7). D’altra banda, els efectestdpics mesurats per a l'etapa de
desglicosidacié de diferents glicosidases han @statiablement més grans que 1, en
un rang que van des de 1.25 per #-falactosidasa &scherichia coli[46], fins 1.11
per a ung-glucosidasa digrobacteriumsp. [37] i per a la Cex d€ellulomonas fimi
[38], cosa que déna suport a un intermedi covalptflanquejat per estats de transici6

amb hibridaciésp’.
(o] (o] o o

OH |, )

HO Q NO2 on

HO O\©\N _ H (0]

= HO.

) o F (L
(o] (@) 2 e}

Figura 1.7. Utilitzaci6 de 2-desoxi-2-fluoroglicosids activasmb la finalitat d’atrapar
l'intermedi covalent glicosil-enzim eftglicosidases.

|.5. Estudi del mecanisme de glicosidases a travéle les estructures
cristal-lografiques de diferents complexos enzimijand

En la darrera decada i mitja, el gran aven¢ en daolucié d'estructures
cristal-lografiques de complexos glicosidasa-lldydua permés anar un pas més enlla, i
fent servir inhibidors especifics, tecniques degetercio rapida, o amb la utilitzacié de
mutagenesi dirigida, s’ha pogut obtenir I'estruatd’un bon nombre d’estructures
representatives del complex de Michaelis (complexzine-substrat productiu), de
I'intermedi covalent glicosil-enzim, del complex bnel producte de reaccid i de
complexos amb inhibidors analegs a l'estat de itghsA través d’aquests complexos
s’ha plantejat el desenvolupament de la reaccidvall restructural, proposant alhora
una conformacio per a I'estat de transicio, peferehts glicosidases.

El que s’ha comprovat com un tret comu a les glilases estudiades fins al moment,
és el fet que durant la catalisi I'estructura tridnsional de I'enzim no experimenta
canvis conformacionals importants. Amb tot, s’hdseyvat dos tipus de moviment
induits per la unié del substrat, d’'una banda reestracions en parts mobils de la
proteina [47], com llagos externs [48-56], 0 mowitserelatius de diferents moduls de
la proteina [57, 58], i d’una altra, la reorientadels residus del centre actiu implicats
en catalisi o en la unio del substrat [59-61]. Berfa totalment diferent, la conformacié
del sucre experimenta una série de canvis peradaptar-se a les diferents etapes de la
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reaccio [62-64]. Els canvis principals en la confacié del glicosid es donen a la unitat
que ocupa el subseti —1, que és la unitat quergadtenllac glicosidic que s’hidrolitza
durant la reaccid. Generalment les unitats de psanque s’uneixen en els altres
subsetis totes presenten la conformacié de caelisaada’C,, mentre que la piranosa
del subseti —1 va experimentant diferents conforomacal llarg del cicle catalitic.

Taula 1.1. Conformacions observades en les estructures ldogtafiques dels complexos de
Michaelis, de l'intermedi covalent i en el complamb el producte de reaccié en diferents
glicosidases. Per tal de representar les diferemtformacions s’ha fet servir un anell de
glucopiranosa com a referéncia, tret de la conforndS; que només s’ha observat en
mannosids.

Conformacions observades en el complex de Michaelis

's; ’s ’So 258
[65-73] [74] [75] [54,60,76-79]  [140]
HO OR OH RO on o
HO Q
HO: OH HO OH HO
198 c, B2s ‘c,
68, 81] (82, 83] [84] [51, 58,785-96]

Conformacions observades en I'intermedi covalent

HO HO /——OH OR
Hmﬁ OOH /~0H
O OR (@)
HO Hod p

HO) oH
RO

“c, 255 °s,
[39, 51, 66, 70, 84-87, 92, 97-114] [1154118 [74]
OR OR oH
WOH OH H on
H HOHO O/\OH
OR OH

1 1

Ss Ss 3,

[119] [120] [121]

Conformacions observades en el complex amb el proche de reaccio
HO

HO OH
o OR

HO
4c,
[60, 66, 69, 72, 85, 86, 90, 92, 94, 95, 102, 106, 118, 122-139]
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El nombre de conformacions observades per alsedifercomplexos és reduit (taula
1.1), i permeten definir un patr6 de comportaméniéentrada, sembla que en el complex
de Michaelis el glicosid que ocupa el subseti -els@nta generalment una conformacio
distorsionada d’alta energia. Per tal de compeer$artost energétic que suposa la
distorsié en alguns casos es proposa que I'enasgiassaria ve donada per una serie
d’interaccions no covalents addicionals a travépalgs d’hidrogen que s’estableixen
en l'estat de transicio distorsionat [30, 140, 141én d'altres casos, en que I'enzim
presenta un centre actiu estés, es proposa quiesdie xarxes de ponts d’hidrogen i
interaccions d’apilament hidrofobic favorables és atres subsetis, les que forcen la
distorsio del substrat en el subseti -1 [35, 54, B®-144]. En qualsevol cas, la
distorsié del substrat cap a una conformacié teasia sembla un tret tan generalitzat,
que inclis en els casos en que no s'observa egaogue possiblement s’hagi
cristal-litzat una forma d'unié del substrat no ductiva [51, 89, 93, 94], o que la
mutacio introduida és la responsable que no s'ebd@&torsio [78, 86, 96]. De forma
contraria, en el complex amb el producte de reaamdque les interaccions enzim-
glicosid son més aviat escasses, fins al punt gueedades no es pot ni arribar a
determinar la conformacio del glicosid per trobares forma desordenada [51, 66, 80,
106, 128], basicament s’observa la conformaciéatbra relaxaddC;, tret del cas de
dues fucosidases en qué es comprova que la cortfidrrés’C, [82, 121], que és la
conformacié de cadira relaxada per aLkucosa. La conformacié adoptada en el
complex que descriu l'intermedi de reacci6 és masable, i s’han observat tant
estructures amb conformacio relaxada com estrictyue responen a conformacions
meés tensionades.

Al 1971 Stoddart va definir un mapa amb les difss@onformacions que pot adoptar
un anell de glucopiranosa, centrat en la confortnat® cadira relaxada (que és
I'adoptada en solucid), i va relacionar-les a tsadlénteraccions directes en el que s’ha
anomenat el diagrama de Stoddart [145]. Basantrseqeliest diagrama i en les
estructures dels diferents complexos enzim-lligahtingudes s’han proposat, fins al
moment, quatre itineraris conformacionals que segudiferents grups de glicosidases
en funcié del substrat sobre el que actuen (fig@)a[32, 66, 68, 70, 74, 77, 104, 115,
119, 146-148]. Aquestes propostes s’han realitatdt & premissa de definir el cami
més curt entre dues conformacions que comprenguidenles quatre conformacions
possibles que pot adoptar I'estat de transiciéa figura 1.8 es mostra una visio parcial
del diagrama de Stoddart, en el que s’han enqualirgjuatre camins conformacionals
proposats fins al moment per a diferents glicogisdason a les quatre conformacions
que es proposa que pot adoptar I'estat de transxmoarbocationic es mostra ombrejat
el pla definit pels atoms C5, O5, C1i C2.
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mannosidases i mannanases de families 526 a-mannosidases de familia 47
a-mannosidases de familia 38 (sentit invers)

cel-lulases de families5i7
xilanases de familia 10
hexosaminidases de families 18120
B-glicosidases de familia 26

B-glucosidases de familia 6
xilanases de familia 11

Figura 1.8. Mapa parcial de les interconversions entre difisr@gmeraris conformacionals de
piranoses, en qué es mostren remarcades les df@@rdenades de reaccid proposades en el
cas de diferents glicosidases. A les quatre cordolons que pot adoptar I'estat de transicié
oxocarbocationic esta ombrejat el pla definit pétsns C5, 05, C1i C2.

Sembla que aquests itineraris conformacionals s@gecom un compendi entre els
requeriments estérics i estereoelectronics impogatsglicosid, i els requeriments
geometrics imposats pel centre actiu de 'enzimnia@era que ni tots els enzims d’'una
mateixa familia fan servir el mateix itinerari, tots els enzims que actuen sobre una
mateixa familia de substrats segueixen el matemi.cAlomés segueixen itineraris
conformacionals iguals les glicosidases que est&ationades estructuralment, actuen
sobre substrats similars [32]. Aixi doncs, es cawarcom a través de l'estructura
tridimensional de diferents complexos amb glicosédaes pot anar definint el cami
seguit pel sucre durant un cicle catalitic, congpletd’aquesta manera la informacio
mecanistica aportada per les altres tecniques émeades cinétiques de reaccio.

1.6. 1,3-1,4p-glucanasa deBacillus licheniformis

La present tesi es basa en I'estudi del mecanisizienatic de la 1,3-1,4-glucanasa de
Bacillus licheniformis Amb aquesta finalitat s’han aplicat metodologssm la
determinacio de cinétiques en estat preestacidaagalitzacié d’analisis de Hammett,

i la determinacio de la importancia de la inter@ainb I'hidroxil a C2 sobre I'activitat
hidrolitica de I'enzim salvatge i alguns mutant$ centre actiu. Malgrat que en el cas
de les 1,3-1,4-glucanases d8acillus apart de les estructures cristal-lografiques de
diferents enzims lliures, fins al moment només dspaba de [I'estructura
cristal-lografica d’'un complex enzim-producte [14Pgr a la reaccio de la 1,3-144-
glucanasa deBacillus licheniformis s’ha proposat un cami conformacional que
procediria a través d'un estat de transicié deantigdira’Hs, basant-se en els resultats
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obtinguts a través d’experiments de dinamica mddeadiun complex enzim-substrat
[150].

[.6.1. Especificitat per substrat i estructura tridimensional de les 1,3-1,8-
glucanases

Les 1,3-1,45-glucanases son endopolisacaridases amb una marspeeificitat per la
hidrolisi d’enllacosf-1,4 en unitats de glucopiranosaD3substituides [151-154]. Els
substrats naturals d’aquests enzims son els 1;8-ldcans, que son polisacarids
components de la paret cel-lular d’algunes plasuggriors, i especialment abundants a
les parets cel-lulars de I'endosperma de cereafslodi, I'arros i el blat [155], i el
liquena de molsa d’Islandia. Es tracta de polinterglucosa basicament lineals amb
enllagos mixtog-1,3 i 5-1,4, amb proporcions variables d’aquests dos tipesllac, i
una abundancia relativa d’enllagfsl,3 entre el 25 i el 30%. El 90% de l'estructura
dels 1,3-1,45-glucans solubles esta composada per unitats detdeka i cel-lotetraosa
unides per enllacog-1,3 [151, 153, 155], i d’aqui que els productegomiizris de la
hidrolisi d’aquests substrats siguin el trisacaBeD-S-cel-lobiosilb-glucopiranosa
(G4G3G) i el tetrasacarid @-p-cel-lotriosil-D-glucopiranosa (G4G4G3G) [156, 157]
(figura 1.9). Donat que cada cop es comprova amb ex@€mples que la conformacio
adoptada pels substrats polisacarids en soludigsidtl centre actiu generalment és la
mateixa (independentment de la distorsié de subptees déna en el subseti —1) [158,
159], s’ha plantejat en diversos casos que és faplementaritat de forma entre el
centre actiu i el substrat la que dicta I'espeitdtcper substrat dels enzims [123, 159-
162].

OH l OHo OH OHO l OHo OH OHO OHo l
R-0 (6] HO (e} HO HO (0] HO
OH OH OH OH OH OH OH OH
| I 1 11

cel-lotetraosa cel-lotriosa

1,3-1,4-Bglucanasa

OH OH OH OH OH
HO Om HO OH HO\%\ HO OH
OH OH OH OH OH OH OH
G4G4G3G G4G3G

Figura 1.9. Productes majoritaris obtinguts emprant la 1,3gtglucanasa, en la hidrolisi del
seu substrat natural. Sobre I'estructura del palgiiediquen els possibles punts d’hidrolisi.
Les 1,3-1,45-glucanases son una de les families d'enzims eagmdes de la
despolimeritzacié d’aquesig-glucans, i s’ha observat la seva expressiéo entgdan

superiors [163, 164], aixi com a diferents espediesbacteris Bacillus [165-174],
Fibrobacter succinogeneq175], Ruminococcus flavefaciengl76], Clostridium
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thermocellun{177, 178],Rhodothermus mariny479]), fongs [180, 181] i virus [182].
Els enzims microbians i els vegetals son molt difts tant a nivell de sequéncia
primaria com a nivell d’estructura terciaria [1834], i tot i presentar la mateixa
especificitat per substrat, els seus centres acteren estructures clarament
diferenciades [185] (figura 1.10). Per aquest modstan classificats en dues families
diferents de glicosil hidrolases, de manera qug-gisicanases expressades per plantes
superiors estan incloses a la familia 17, menteelgs microbianes formen part de la
familia 16.

Figura 1.10. Estructura tridimensional de la 1,3-B4fucanasa deBacillus licheniformis
(esquerra) i la 1,3-1 A-glucanasa d’'ordi (dreta). S’'indiquen els dos nesidatalitics i I'atom
de C&" en groc.

S’han resolt diverses estructures tridimensionalsl @-1,45-glucanases microbianes,
la de Bacillus licheniformis[10], la deBacillus macerangd186], la d’'un hibrid, el
H(A16-M), que conté els 16 primers aminoacids dg-tducanasa madura dacillus
amyloliquefaciens els residus del 17 al 214 de la proteinddeillus maceran$183,
187], les d’'una serie de glucanases basades emtkina hibrida i en la dBacillus
maceransgque s’havien permutat circularment [157], i laFlbrobacter succinogenes
[188]. El nucli de la proteina esta format per dtwdkes S, formades per 7 cadenes
antiparal-lels cadascuna, que es corben una saltra donant lloc a I'escletxa que
travessa I'enzim d’'una banda a una altra, i qudotora el centre actiu. El llag més
important, que esta unit al nucli de la proteinaaaés d’'un pont disulfur, se situa
cobrint parcialment el centre actiu. A la part cexev de la molécula, s’'uneix un atom
de C&" que estabilitza I'estructura de la proteina [1B30]. El fet que en totes lgs
glucanases dBacillusi inclus a la dd-ibrobacter succinogengamb nomeés un 30% de
similitud de sequéncia, s’hagi vist el mateix plegat, indica que aquest és forca rigid.
Per contra, I'estructura tridimensional deslglucanasa d’ordi, que pertany a la familia
17, presenta una estructura de ba#|il[185, 191], que no té res a veure amb I'anterior
(figura 1.10).
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[.6.2. Caracteritzacio de la 1,3-1,4-glucanasa deBacillus licheniformis

Des de l'any 1993 la 1,3-14kglucanasa déacillus licheniformisha estat un dels
enzims objecte d’estudi al Laboratori de Bioquinded'Institut Quimic de Sarria. A la
taula 1.2 es mostren cronologicament els diferavisncos realitzats en I'estudi del
mateix des dels seus inicis, i a continuaci6 esumesxen els resultats amb
transcendencia per a la present tesi doctoral.

Taula 1.2. Resum dels resultats més rellevants obtinguta exadacteritzacio de la 1,3-144-

glucanasa dBacillus

Any Tema Resultats principals Ref.

1992 Expressié en Escherichia coli i  Puresa >95%, enzim secretat [192]
purificacié
Residus catalitics: mutagenesi diric 1Glul34 és un residu essencial en catalis{193]
(per similitud de sequéncia amb lisozin
Estructura secundaria per dicroit =Formada majoritariament per fullgs [194]
circular

1993 Tipus de mecanisme i especific :Retenci6 de configuracio, estrictfl56]
d'hidrolisi especificitat

1994 Metodologia de PCR per a mutagé ;iOptimitzaci6 del metode amb 3195]
dirigida encebadors
Residus catalitics: mutager i Glul34 i Glul38 son residus essencials [196]
d'escombratge (per similitud de seqié a
ambg-glucanases dBacillus)
Conformacié en solucié dels produc sDescripcid6 d'angles interglicosidics dfl97]
d'hidrolisi G4G3G i G4G4G3G

1995 Substrats sintetics: 4’-metilumbel-life  Sintesi de (G453G-MU;n = 0-3 [198]
glicosids
Contribuci6 a catalisi i estabilitat del p : L'enllag S-S contribueix poc a l'estabilitdf199]
disulfur i no afecta l'activitat
Estudis d'inhibici6 amb S-glucan- Contribuci6 en catalisi dels diferent§16]
cel.looligosacarids subsetis
Estructura 3D per cristal-lografia de r¢ sEstructurgellyroll g sandwich [10]
X

1996 Us de la 1,3-1,4-glucanasa en la sint  Millora de la sintesi de G4G3G-MU, [200]
de substrats 4’-metilumbel-liferil determinaci6 de parametres cinétics

d’hidrolisi enzimatica

Sintesi  quimioenzimatica de t Els tiooligosacarids son inhibidor$201]
oligosacarids competitius

1997 Analisi mutacional del llag principi Correlacié d'estabilitat i activitat deld202]
mutagénesi d'escombratge per alanina  mutants en residus del llac
Activitat transglicosidasa per cont  Sintesi de 1,3-1,#-oligosacarids [203-
cinétic (rendiment 5-40%) 205]
Mecanisme: mapatge de subsetis, pert l&Contribucié a l'estabilitzacié de l'estat d@06]
pH, modificacié quimica transicio dels subsetis —1 a —4Kpdels

residus catalitics

1998 Residus catalitics: analisi per re: 1tGlul34 és el nucledfil, Glul38 és l'acid207]
quimic base general
Mecanisme: analisis de Hammett 2Grafics de Hammett: logk.: Vs pK, [208]

I'enzim salvatge

convex descendent i log../Ky vs pK,
lineal (=-0.7)

Termostabilitat de Il'enzim: ana  El mutant N57A és termoresistent [209]

computacional i mutacional

Redisseny de glicosidasa a sintasa El mutant E134A és una glicosintasa  [210,
211]
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1999 Complex proteina-substrat: an:i
mutacional de residus implicats en unic

Mecanisme: mapatge de subsetis
I'extrem reductor

i Interaccions per pont dhidrogen [212]
apilament hidrofobic entre residus dels
subsetis -1 a -4 i el substrat
2Contribucié a l'estabilitzacié de I'estat d213]
transicié dels subsetis +1 i +2

2001 Mecanisme: intermedi glicosil-enzim
Mecanisme: estudis cinetics en €
preestacionari del mutant E134A

Aplicacio glicosintasa: reacciine-pot

Detecci6 de l'intermedi-glicosil formiat  [214]
tProposta del mecanisme d'unié6 enzini215]
substrat

Sintesi per combinaci6 de duegl6]
glicosintases de G4G4G3G4GaEle i
GaldG4G3G4G4GMe

2002 Glicosintasa: especificitat pel subseti -

Gal4dG3Ge-F és donador de la reaccifl7]
glicosintasa

2003 Mecanisme glicosintasa: residu catal
perfil de pH, modificacio quimica. Anal
cinetica de les reaccions en competé
de la reacci6 glicosintasa

Mecanisme: Avaluacio de la interacci¢
'enzim amb [lhidroxil a C2 de

glucopiranosa que ocupa el subseti -1

Mecanisme: estudis cinétics en €
preestacionari de I'enzim salvatge

,El Glu138 és la base general de la reac{#i 8]
glicosintasa amb unky de 5.3
ia

sla tirosina 152 no interacciond219]
directament amb I'hidroxil a C2, pero
ajuda a posicionar el nucleofil, que si que

hi interacciona

itProposta del mecanisme catalitic [220]

2004 Aplicacio6 glicosintasa: polisacarids

Sintesis quantitatives de 1,3-134glucans [221]

2006 Estructura cristal-lografica del complg>  Interaccions del complex enzim-productgd149]
glucanasa-hexasacarid
G4G4G3G4G4GMe
Dinamiques moleculars del comp :Distorsié del substrat en el complex da&50]

enzim-substrat Michaelis

El centre actiu de la 1,3-1#glucanasa dBacillus licheniformisesta format per quatre
subsetis que uneixen I'extrem no-reductor del suiaies subsetis més que uneixen
I'extrem reductor. S’ha arribat a aquesta conclisind a partir de cinétiques de reaccio
amb substrats amb diferent grau de polimeritza@@6 213], com a partir dels
modelatges moleculars d’'un hexasacarid a les éstasc dels enzims salvatges de
Bacillus licheniformis[222] i de Bacillus macerang186]. La utilitzaci6 de substrats
amb diferent estereoquimica ha permes comprovat egpecificitat per substrat de la
f-glucanasa ve marcada per un requeriment estruqueamposa un enllgg-1,3 entre
els subsetis —1 i =2, i un enllgel,4 entre els subsetis —2 | —3. La resta de sishs@
més flexibles i accepten tant enllagid,3 comp-1,4. De fet, tant en les estructures
dels modelatges moleculars com en l'estructuraattiggrafica del complex amb el
producte de reacci6, obtingut en el cas dedtucanasa dBacillus macerang149], es
comprova que la unio en els subsetis més allumatpunt d’hidrolisi és bastant laxa.
El centre actiu de la proteina esta format majaaitdent per residus aromatics a les
seves parets i residus acids a la part inferior.

La 1,3-1,48-glucanasa d8acillus licheniformishidrolitza enllagos glicosidics a través
d’'un mecanisme amb retencié de configuracio [18Gl(a .11). Té un punt isoeléctric
basic i la seva temperatura optima d’activitat @mfidel seu substrat natural a pH 7.2 és
de 55 °C [169]. El perfil d'activitat enfront deHpde I'enzim mostra una corba
gaussiana per al parametre cinétigKy, amb dos K, cinetics de 5.5 i 7.0 assignables
en I'enzim lliure, als residus que actuen com aleufit i com a acid/base general,
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respectivament [206]. ElKy, del residu que actua com acid/base general passade
7.3 en el complex enzim-substrat en unir el subsinéétic 4’-metilumbel-liferilO-4-D-
glucopiranosil-(3>4)-O-p-D-glucopiranosil-(1>3)--D-gluco-piranosid  (G4G3G-MU)
[206], i de 8.5 amb el substrat natural [196]. Elpatge del centre actiu per la banda
que uneix I'extrem no reductor del substrat, aixincla caracteritzacio dels diferents
mutants de I'enzim, s’ha realitzat amb substrattadamilia (G4)G3G-MU [198]. Els
resultats que s’han obtingut permeten concloureedjseibseti —3 és el que aporta una
major estabilitzacio de I'estructura de I'estattdmnsicid. A la figura 1.11 es mostra la
reaccié catalitzada per la 1,3-34flucanasa d@&acillus licheniformissobre aquesta
familia de substrats, i a la taula 1.3 es recudnparametres cinetics obtinguts en la
seva hidrolisi enzimatica.

OH o oHs n=0 G3G-MU
; oH OH OH O\©/\F( n=2 G4G4G3G-MU
n P n=3 G4GAG4G3G-MU

1,3-1,4-3glucanasa
Bacillus licheniformis

OH OH o)
OH o o HO. O
HO H
H 0. 0 H @) OH + ¥4
OH OH OH
n

Figura 1.11. Reaccio catalitzada per la 1,3-B4ducanasa d8acillus licheniformissobre els
4’-metilumbel-liferil glicosids emprats en la caiexitzacio cinética de I'enzim.

Taula 1.3. Parametres cinetics obtinguts en la hidrolisi d'damilia de 4’-metilumbel-liferil
glicosids emprant la 1,3-1gglucanasa dBacillus licheniformisa 30 °C i pH 7.2 [206].

Substrat Keat/ S Ku/mM  Ki/mM  (keafKw) / S©M™
G3G-MU 0.139+0.012 16.8£2.2 57 %12 8.27 £ 1.80
G4G3G-MU 458+0.06 2.69+006 37.8+15 17080+

G4G4G3G-MU 8.86 £+0.010 0.79+0.02 36.4+1.8 a2 500
G4G4G4G3G-MU  8.78 £0.020 0.66+0.03 29.3+4.9 3B+ 900

Per tal d’identificar els dos residus catalitickasi fet servir diverses estratégies. La
identificacié del residu que actua com a nucleédilbasa en dos tipus d’experiments
diferents: d’'una banda, es comprova que els mutdeksresidu glutamat 134 son
inactius [193, 196]; i de l'altra, s’observa quel'@structura cristal-lografica d’un
complex de I'hibrid H(A16-M) amb l'inhibidor 3’,4époxibutil cel-lobidsid (figura
1.12), s’observa modificat covalentment el residwiealent (Glul05) [183]. Aquests
resultats donen suport a la identificacio del Gll® la 1,3-1,4-glucanasa de
Bacillus licheniformiscom a nucleofil.
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0
OH
HO W
OH OH
Figura 1.12. Estructura de l'inhibidor 3',4’-epoxibutil cel-laksid.

La identificacié del residu que fa el paper d’ageheral es va realitzar a través d’'un
estudi en que es van mutar tots els residus aspaglatamat conservats de J&
glucanasa deBacillus licheniformis als seus corresponents residus isostérics no
carregats, glutamina i asparagina [196]. Una acadude les cinétiques de reaccio
d’aquests mutants permet determinar que apart dglnhE134Q, I'Gnic que rendeix un
mutant inactiu és el mutant E138Q, de manera queagsroposar que aquest és el
residu que actua com a acid/base general. Es varogar que hi ha un tercer residu
que també és important per a l'activitat enzimatigssp136, i es va proposar que el
seu paper podria ser el de modular &, mlels residus catalitics. A l'estructura
cristal-lografica tant de I'enzim lliure com delngplex amb I'inhibidor de la 1,3-1 4~
glucosidasa hibrida es veu que aquests dos resisian ben posicionats per tal
d’exercir la seva activitat catalitica, i la dist@nentre els dos residus és I'esperada en
una glicosidasa que actua amb retencié de configufa83]. Més endavant, en el cas
de la 1,3-1,45-glucanasa deBacillus licheniformises va realitzar la comprovacio
inequivoca de la identitat dels dos residus catsl@ través d’experiments de rescat
quimic amb azida [207] i formiat [214].

Com la resta de glicosidases que actuen amb rételeciconfiguracio la 1,3-14-
glucanasa d8acillus licheniformisés capac¢ de formar enllagos glicosidics entreesucr
donadors i acceptors. Si bé no s’ha observat lessin’oligosacarids de grau de
polimeritzacié superior emprant donadors del tipustrofenil g-glicosids, si que s’ha
pogut detectar fent servir donadors del tipus fiuakes-glicosil [203-205]. La reaccio
€s regio- i estereoespecifica amb la formacié dom enllac glicosidig-1,4, de forma
que la reaccié de transglicosidaci6 mostra la mataspecificitat que la reaccio
hidrolitica (figura 1.13). L'extensio de la reaccibe transglicosidacidé en I'enzim
salvatge depén de la major velocitat d’atrapamenitictermedi per part de I'acceptor
glicosil que no pas per l'aigua.
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Figura 1.13. Esquema on es mostren les dues activitats quemeebenzim salvatge de la 1,3-
1,4$-glucanasa dBacillus licheniformis

Apart de les reaccions d’hidrolisi i transglicogsislresmentades, la 1,3-144glucanasa
de Bacillus licheniformispresenta una tercera activitat enfront de gligalks presentin
la configuraci6 adequada [223]. Es a dir, és caphigratar glicals amb estructura
G4G3G’ en queé l'estereoquimica dels enllacos emiitats sacaridiques es correspon
amb la marcada per 'estructura del centre actiuirf@ca una unitat de glucal (1,5-
anhidro-2-desoxb-arabino-hex-1-enitol)) (Figura I. 14).

1,3-1,4-5

OH OH
lucanasa OH
O O HO O g HO (@] HO (@]
S HO OH
oH OH

Figura 1.14. Hidratacié del glical G4AG3G’ per part de la 1,3-f;glucanasa déacillus
licheniformis

Tradicionalment, els glicals son inhibidors comipesi de les glicosidases, i s’ha
plantejat que I'estructura planar de la unitat queodueix el doble enlla¢ podria fer
d’ells bons inhibidors analegs a I'estat de tradsiglalgrat aixo, s’ha comprovat que en
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la majoria dels casos en qué es comporten comidangono solen ser gaire bons, i en
alguns casos, en comptes de ser inhibidors es atenpeom a pseudosubstrats
d’algunes glicosidases, que els hidraten a 2-dgbodsids. La particularitat d’aquesta
reaccid, és l'estereoquimica de la reaccié d’hédiét ja que en algunes glicosidases
sembla que els papers dels residus catalitics eatanats. La 1,3-1,8-glucanasa de
Bacillus licheniformisrealitza unarans-hidratacié del glical, que va portar a suggerir
que el residu que actua com a nucleofil en la réatbidrolisi és el que exerceix la
protonacio inicial del doble enllag [223].
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Com ja s’ha esmentat, I'objectiu principal de l@gent tesi és I'aprofundiment en el
mecanisme catalitic de la 1,3-J4jlucanasa deBacillus licheniformis a través
d’estudis classics de cinétigues enzimatiques. |lRdament s’estudia l'efecte de
determinats residus del centre actiu en la reapeidtal d’elucidar el seu paper en
catalisi. L’elecci6 dels residus a estudiar es lemskestructura del modelatge molecular
de I'hexasacarid G4G4G3G4G4G realitzat sobre liettra de la 1,3-1,8-glucanasa
de Bacillus macerans [187], que pren com a referencia el complex d’atjeezim amb
un inhibidor epoxibutil glicosid [183]. El fet qua similitud de sequencies entre Jes
glucanases deBacillus licheniformis i Bacillus macerans sigui dun 75.5%, i
especialment elevada en el centre actiu, permeapiar les interaccions del centre
actiu amb el substrat per a faglucanasa ddacillus licheniformis a partir de les
interaccions observades per a I'enzimBaeillus macerans. En el modelatge inicial no
es considera la distorsio de la conformacié desisaben el subseti —1, pero s’observa
una tensié notable (4 kcal-rifplen la geometria de I'enllac glicosidic que saasiéntre
els subsetis =1 i +1. A cada capitol s’estudia speete diferent del mecanisme
enzimatic.

Els dos primers capitols es dediguen a explicétdiacié dels materials necessaris per a
la realitzaci6 dels estudis cinétics, tant a nidathzim, com a nivell de substrats.

El tercer capitol es dedica a I'estudi de la cozetie la reaccio d’hidratacié del glical
G4G3G’ per part de la 1,3-1#glucanasa d8acillus licheniformis. S’avalua també el
paper dels tres residus acids situats entre etetigh-1 i +1, el glutamat 134, I'aspartat
136 i el glutamat 138, en la reaccid d’hidratacé glical. Finalment, es realitza un
perfil de pH complet de la reacci6 per tal de campr els canvis del associats, i
s’extreuen les conclusions mecanistiques pertinents

Al quart capitol s’estudia l'efecte de la interd@cale la 1,3-1,4-glucanasa amb
I'hidroxil a C2 de la unitat de glucopiranosa quauga el subseti —1. S’ha observat
extensament que a Iggglicosidases que actuen amb retencid de configyraquesta
€s una interacci6 clau per a I'estabilitzacié @sstht de transicid, que ja s’ha postulat
com un tret caracteristic i important en el megapigl’aquestes glicosidases. En el
modelatge molecular inicial de la 1,3-B4flucanasa es va observar que aquest hidroxil
nomeés interacciona amb la tirosina 152, perd dooat el residu que actua com a
nucleofil s’ha vist sempre implicat en la inter@caimb I'hidroxil a C2 en glicosidases
gue actuen amb retencié de configuracid, en elepteseball s’ha decidit estudiar la
interacci6 amb aquests dos residus. Donat que &nthen el nucleofil rendeix un
enzim inactiu, aquesta interaccio s’estudia depdet de vista de I'enzim amb mutants
en la posicié de la tirosina 152, i des del punvidea del glicosid fent servir un analeg
del substrat en que s’ha substituit aquest grugxildper un atom d’hidrogen.

En el cinque capitol s’estudien les cinetiques ael)3-1,48-glucanasa en estat
preestacionari, per tal de determinar el que sixcahgrant I'establiment del primer

cicle catalitic. D’'una banda, s’estudien les cipgégis amb el mutant inactiu E134A per
tal de descriure el procés d’'unié enzim-lligand. IRéra, s’avaluen les cinetiques de
I'enzim salvatge amb diferents substrats per tadideernir la influéncia de la part

gliconica i agliconica del substrat en el mecanisi@eeaccio.
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En el sisé capitol es realitzen analisis de Hametttal d’ampliar el coneixement
sobre el mecanisme catalitic de la 1,3/gdlucanasa d®acillus licheniformis, amb
I'objectiu de determinar quina és I'etapa determirge la velocitat de reaccid i el grau
de desenvolupament de carrega existent a l'estatadsicio. Se sotmeten al mateix
estudi dos mutants de la 1,3-B4ucanasa en que s’ha substituit el residu Trp221
situat al subseti +1, que estableix interacciompithment hidrofobic amb la unitat de
glucopiranosa que ocupa aquest subseti, per taialdar la contribucié d'aquesta
interaccio en el mecanisme catalitic de I'enzimnBla que les interaccions en aquest
subseti son claus per tal d’assolir la distorsibsdéstrat que té lloc en la formacio del
complex de Michaelis [80, 125, 150, 224, 225]. Ctanpentariament, i amb la mateixa
finalitat, es realitzen analisis de Hammett gglucosidasa d&reptomyces sp. QM-
B814, en el marc d’'una col-laboracié amb I'Institlet Biologia Fonamental “Vicent
Villar Palasi”, de la Universitat Autonoma de Bdote.

Finalment, en el setée capitol es presenten algymepostes d’interpretacié del
mecanisme enzimatic deduit per tal d’explicar eljaot dels resultats cinetics obtinguts
al llarg de la present tesi doctoral.

En resum, els objectius de la present tesi dogtqued es desglossen a partir del capitol
3, son:

1.- Estudi de la cinetica de la reaccio d’hidradatel glical G4G3G’ per part de la 1,3-
1,44-glucanasa dBacillus licheniformisi perfil de pH de la reaccio.

2.- Estudi de la importancia de I'hidroxil a C2 @nrmecanisme enzimatic de la 1,3-1,4-
S-glucanasa dBacillus licheniformis.

3.- Estudi del mecanisme enzimatic de la 1,3gtglacanasa d8acillus licheniformis
mitjangant cinetiques enzimatiques en estat preiesiari.

4.- Estudi del mecanisme enzimatic de la 1,3/ glucanasa d8acillus licheniformis
a través de la informacié obtinguda a partir d’'smlde Hammett.
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