Capitol 6. Analisi de Hammett aplicada a I'estudi recanistic
de glicosidases

6.1. Relacions lineals d’energia lliure. Equacié délammett i equacio
de Brgnsted

Una de les eines emprades per a l'estudi del m&oa&nd’'una reaccid es basa en
I'aplicacio de relacions lineals d’energia lliutd=FER) a les cinétiques de reaccid. Hi ha
dos tipus de LFER principals: aquelles en qué esviant |'estructura electronica d’'un

dels reactius i s’obté una relacio lineal d’enettijiae entre el logaritme de la constant
de velocitat i un parametre estructural quantitdBureactiu, per exemple, les analisis
de Hammett; i aquelles en que es varia sistematichel catalitzador de la reaccio i

s’estableix la dependéncia del logaritme de la tamisde velocitat amb I'estructura

electronica del catalitzador, per exemple, lesisisale Brgnsted.

Al comportament observat pot ajustar-se una equagié en el cas de l'analisi de
Hammett pren la forma:
logk =0 - p + constant Equacio 6.1.

on lac, que és la constant de substituent, represemteesaira del canvi de distribucio
electronica del reactiu, i es defineix com:

o = logKx — logKy = pKa v— pPKax Equacio 6.2.

on el Koy i el pKax soOn els K, del reactiu base i el seu derivat substituit,
respectivament. L& és la constant de velocitat de la reaccio, p,la constant de
reaccio, és el valor obtingut en la correlacié nadnformacié sobre el mecanisme de
reaccio. Els valors de la constant de reaccié pemeescriure un mecanisme en base a
dos criteris principals. D’'una banda, el signe @lednstant permet distingir entre una
reaccidé nucleofila o electrofila. Aixi, s’observealors dep positius quan la reaccio
s'accelera en preséncia de grups acceptors degaairalicatiu que es tracta d’'una
reaccié nucleofila; i valors dp negatius, es corresponen amb reaccions elecgofile
D’altra banda, el valor quantitatiu de la constpatmet definir la susceptibilitat del
centre de reacci6 als efectes dels substituents. 1I8és gran és el valor de la constant,
meés gran és el desenvolupament de carrega enteg denreaccio a I'estat de transicio,
i més sensible és aquest als efectes dels sulbssitue

Les analisis de Brgnsted s’'apliquen al cas congeeles reaccions que impliquen
transferencia de protd amb catalisi acid/base géneequacio deduida en aquest cas,
correlaciona el logaritme de la constant de vedbaite la reacci6 amb elKp del
catalitzador:

logkua = - a - logK, + constant = - K5+ constant Equacio 6.3.

El pendent d’aquesta equacio se sol interpretar elognau de transferéncia de protoé o
la quantitat de desenvolupament de carrega eat’dsttransicio.
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En general, a la bibliografia s"anomenen analisisHdmmett a les correlacions que es
realitzen amb l& del substituent (de les quals n’hi ha moltes deltaes), i analisis de
Brognsted quan la correlacio es fa amb &, pencara que les modificacions
s’introdueixin en els reactius o, en el cas deisres, en els substrats. En la present tesi
s’estudia com afecta en les velocitats de reacei@réner i segon ordre I'estructura
electronica del substrat, i per tal de ser fidélsignificat de les equacions, aquests
estudis s’anomenen analisis de Hammett, tot i gumirelacio es faci amb eKpdel
grup sortint. Cal tenir present que els valorsedssldel substituent i els valors d&p
van en sentit contrari (ka decreix a mesura que ékpaugmenta), de manera que quan
es representa una analisi de Hammett enfrontKlediel reactiu, el sentit del pendent és
I'invers a I'obtingut quan I'analisi es realitzafeont de lac del substituent: pendents
negatius indiquen reaccions nucleofiles, i pendgmisitius indiquen reaccions
electrofiles.

6.2. Aplicacio de les relacions lineals d’energididre a la deducci6 del
mecanisme enzimatic

Com ja s’ha esmentat, una reaccio enzimatica cawstaa minim de dues etapes ben
diferenciades. En una primera etapa reversiblelées la unié del substrat al centre
actiu de I'enzim, sense que aix0 comporti cap faithai ruptura d’enllacos covalents,

i en una segona etapa, irreversible, té lloc lalisade la reaccié propiament dita, amb
la consequent redistribucié d’enllagos covalents.

Ks k
E+S ———ES—> E+P

Figura 6.1. Mecanisme minim d'una reaccié enzimatica amb urimgra etapa d'unié
reversible i una segona etapa irreversible deisatal

Aquest mecanisme en dues etapes fa que la intecrat’'una relacié lineal d’energia
lliure en el cas de les reaccions catalitzadegpams pugui resultar més complexa que
en el cas de les reaccions de quimica organic&itvael. D’'una banda, el fet que els
enzims catalitzin les reaccions al seu centre &&tggue no nomes els efectes electronics
afectin les constants de velocitat observades, @igdtambé entren en joc els efectes
esterics. D’altra banda, tant els uns com elssaficelen afectar només I'etapa catalitica,
0 poden afectar tant la unié del substrat comtalisa | en qualsevol dels dos casos, els
diferents efectes provocats en qualsevol de les dtapes no tenen per qué anar en el
mateix sentit, generant de vegades correlaciong puflres. Per tal de minimitzar
I'efecte sobre I'etapa d’unid, un requisit basico@e els diferents substrats s’uneixin a
'enzim al mateix lloc i amb la mateixa orientadi@specte dels grups catalitics, de
manera que les variacions estructurals del sukafeatin basicament I'etapa catalitica.
Tot i aixi, I'elevada especificitat dels enzimsgséus substrats, generalment tan lloada
i desitjada, pot interferir, i molt, en una analdeé Hammett, fins al punt que
modificacions minimes en l'estructura del subspadlen disminuir molt I'afinitat de
I'enzim pel mateix, o inclus induir una unié no guativa que no es veuria amb altres
substrats de la mateixa familia. Per aixo, com meligcrimini 'enzim 'estructura del
substrat, millor tendeix a ser la correlacio dedlsi de Hammett [451, 452].
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En aquelles reaccions enzimatiques en qué hi hadiésm etapa catalitica en un
mecanisme lineal, I'analisi de Hammett permet disicguina és I'etapa determinant de
la velocitat de reaccid. Aquesta caracteristichass en el fet que, per a aquest tipus de
mecanisme, la velocitat de reaccio en estat esiagioeflecteix la velocitat de I'etapa
meés lenta. D’aquesta manera, en funcio de la pceseénmancanca de dependencia de
la velocitat de la reaccié enfront a I'estructulectronica del substrat es pot proposar
quina és l'etapa determinant de la velocitat dediéatal i com succeeix en les analisis
de Hammett que es realitzen amb glicosil hidrolases

6.3. Analisis de Hammett aplicades a glicosil hidtases. Interpretacio
dels resultats obtinguts en una analisi de Hammett

Les interpretacions de les analisis de Hammetteabtzen per comparacié amb els
resultats obtinguts en la hidrolisi no enzimatie@sdsucres en condicions acides i
alcalines. Per exemple, Nath va estudiar tantdaohsi alcalina com la catalisi acida
especifica de diferents aril-D-glucopiranosids [453], mentre que Hat al van
estudiar la dels arj-D-glucopiranosids [454]. Aquests resultats permetgablir una
relacié entre el logaritme de la constant de vebd’hidrolisi espontania enfront del
pKa del grup sortint que defineix un pendent de -1gpker hidrolisi alcalina de glucosids
mentre que la hidrolisi amb catalisi acida espegifiresenta un pendent petit i positiu,
d’entre 0.02 i 0.2 [455]. El mateix s’ha realitzamb alquil- [456] i aril 5-D-
galactopiranosids [457], arilp-D-N-acetilneuraminids [458], arila-D-N-acetil-
neuraminids [459], ionsN-s-D-galactosilpiridini [460] i amb ionsN-(a-D-N-
acetilneuraminil)piridini [461]. En altres casoss gksultats s’han comparat amb la
hidrolisi espontania d’aril acetals [462, 463], ambndents, per a la relacié del
logaritme de lekespontaniz€nfront del |, del grup sortint, menors o iguals a —1.2, i amb
la hidrolisi amb catalisi acida especifica d’'algqu#64] i aril acetals [465], amb
pendents, per al logaritme de la velocitat d’hidioénfront del |, del grup sortint,
propers a zero.

Per tal de realitzar les analisis de Hammett, snder servir families de glicosids en
que la part gliconica del substrat acompleix elfuegiments estructurals minims de
I'enzim, i es va variant la part agliconica dinsith mateixa familia de substituents,
generalment ions piridini o fenols substituits. @ilgersos substrats que es fan servir per
tal de realitzar l'analisi de Hammett poden difet@nt en la natura quimica del
substituent de I'anell de piridina o fenolic (gr&a la figura 6.2), com en la seva
posicié dins de I'anell o en el seu nombre, ambnlalitat de cobrir un marge deKp
suficientment ampli per tal de poder realitzarrieeipretaci6 més general possible del
mecanisme enzimatic.

S’han estudiat nombrosos casos d’analisis de Hansuobte glicosidases que actuen
amb retencié de configuracio. Com ja s’ha comerghtmecanisme catalitic basic
d’aquests enzims consta de dues etapes (figural&.glicosidacié, en que s’escindeix
I'enlla¢c amb I'aglicona, i la desglicosidacio, eneges dona la hidrolisi de l'intermedi
covalent glicosil-enzim.
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Figura 6.2. Mecanisme de reaccid per a glicosidases que aatbrretencio de configuracio.
A l'esquema es mostren les dues etapes catalitiguestructura de l'estat de transicio
corresponent a cada etapa.

Com es pot veure a la figura 6.2, I'estat de t@éscorresponent a l'etapa de
glicosidacié mostra una estructura de caracter arkocationic en que I'enllagc amb
I'aglicona encara no esta del tot escindit. Aixanporta que I'energia d’activacio
d'aquesta etapa depén de la naturalesa quimicaglgedna. Un cop escindit aquest
enllac, I'intermedi covalent és comu per a toteségie de substrats, de manera que
I'estat de transicié de I'etapa de desglicosidaéita mateixa energia d’activacio per a
tots els substrats. Com a resultat, si I'etapardet@nt de la velocitat de reaccid és
I'etapa de desglicosidacio, la velocitat de reacegulta independent de la naturalesa de
'aglicona. Per contra, quan l'etapa determinant lalevelocitat de reaccio és la
glicosidacio el pendent del grafic de Hammett éscatiu del grau de desenvolupament
de carrega que es dbéna sobre I'oxigen fenolic (@tedgen de I'iGON-glicosilpiridini).
Com l'etapa de glicosidacié es basa en un ata®afilit sobre el carboni anomeéric, el
pendent del grafic de Hammett en una representkclog Kea) 0 109 Keaf Km) enfront

del K, és negatiu. D’aquesta manera es comprova que djon @s I'habilitat de
'aglicona com a grup sortint (majorKg, menor és la velocitat de l'etapa de
glicosidacié. A I'nora d’interpretar els resulta$a de tenir present I'estructura de
I'estat de transicid, ja que el grau de desenvohgrd de carrega a I'oxigen fenolic no
és directament indicatiu del grau d'escissio dellég. Per exemple, a I'estat de
transicio per a l'etapa de glicosidacié (figura)g.8'estan produint tres fenomens
diferents: escissié d’enllag C-O, cessio de prottxigen fenolic per part de I'acid
general i atac del nucleofil al carboni anomeéricadascun d’ells es desenvolupa en un
grau diferent a les diferents glicosidases. Pall'ettar mesurant I'efecte sobre I'oxigen
de I'enlla¢ a escindir, una analisi de Hammett porta cap tipus d’informacio sobre la
contribucié per part del nucledfil; per contra, esfutipus d’estudi, i més en concret el
pendent del grafic de Hammett, doéna una informeoigjunta dels fenomens de cessio
de proto (o catalisi acida) i d’escissio d’enllag.
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Figura 6.3. Estat de transicio de I'etapa de glicosidacio.

En el cas de les glicosidases que actuen amb iawdonfiguracio la interpretacio de
'analisi de Hammett és més senzilla, ja que lalsattranscorre en una Unica etapa
irreversible. En aquest cas, el pendent del graéc Hammett és directament
proporcional al grau de desenvolupament de careegiaxigen fenolic a I'estat de
transicio, que a l'igual que en el cas de les glit@ses que actuen amb retencié de
configuracié, és un compendi entre la transferepetonica i el grau d’escissié de
I'enllac¢ glicosidic.
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Figura 6.4. Mecanisme de reacci6 per a glicosidases que aeamérninversio de configuracio,
en que s'inclou I'estructura de I'estat de trarici

Els dos objectius principals de l'analisi de Hantms&in el de determinar l'etapa
determinant de la velocitat de reaccio, i el deegeinar el grau d’escissio d’enllag en
I'estat de transicid. Per tal d’aconseguir-ho aipae les dades cinétiques es poden
obtenir dues representacions de Hammett diferent® aporten resultats
complementaris (figura 6.5). D’'una banda la relad# log k../Km) amb el K, de
I'aglicona (relacié de Hammett dg./Ky) dona informacio de la reaccié fins després de
la primera etapa irreversible. D’altra banda laacil del log k.a) amb el K, de
I'aglicona (relaci6 de Hammett dn,) dona informacié del mecanisme de reaccio a
partir de la primera etapa irreversible.
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INVERSIO DE CONFIG URACIO RETENCIO DE CONFIGURACIO
Informacio obtinguda a partir de kcai/Km Informaci6 obtinguda a partir de kgai/Kwm
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Informacio obtinguda a partir de Keat Informacio obtinguda a partir de k¢at

Figura 6.5. Informacié que aporten les constants cinétiquegritkeer ordre K.o) i segon ordre
(kafKm) en glicosidases que actuen amb inversié i amkencé& de configuracio,

respectivament.

En el cas de les glicosidases que actuen amb iawesconfiguracio si I'etapa d’unio
no es veu afectada pel canvi d’aglicona i no rassét limitant de la velocitat de reaccio
en cap cas, les constants de velocitat de primegon ordre donen informacio sobre la
mateixa i Unica etapa catalitica, i per tant efigrde Hammett ha de ser identic en els
dos casos (figura 6.6). Si el pendent dels doscgrat diferent i la correlacid logcf) i

log (keafKm) enfront del K, és bona, el resultat apunta que hi ha una etapgintica
que és la determinant de la velocitat de reaceiGgigui per una unido enzim-substrat
lenta, possiblement a través de canvis conformatsanduits per la unié del substrat
(grafics amb pendent O o bifasics elk../Ku), 0 per un alliberament lent del producte,
amb implicacié o no d'un canvi conformacional (ggafamb pendent O o bifasics en
Keap); SI NO €s aixi els resultats apunten a un megeEnenzimatic més complex.

cat

log (kcat)
log (k IKM)

pK, pPK,

Figura 6.6. Grafics de Hammett teorics corresponents a ur@gjiasa que actua amb un
mecanisme basic d’inversié de configuracio en diapes (unid i catalisi). Els pendents en els
dos grafics han de ser iguals; qualsevol resuifateht implica un mecanisme més complex.

Per a les glicosidases que actuen amb el mecahgsiede retencid de configuracio el
grafic de Hammett erk., /Ky dbéna informacid de l'etapa d'unié i l'etapa de
glicosidacio, mentre que el grafic émy ho fa sobre I'etapa de glicosidacio i la de
desglicosidaci6 (figura 6.7). En aquest cas, $otmacio del complex de Michaelis és
suficientment rapida, els dos grafics tenen el matendent si la glicosidacio és I'etapa
determinant de la velocitat de reaccio. Si, pertreprho és total o parcialment la
desglicosidacio, el grafic de Hammett kn/Ky continua reflectint la glicosidacio,
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mentre que el grafic ek passa a tenir un pendent inferior per influéneidetapa de
desglicosidaci6 (la velocitat de la qual és indeleen del K, de I'aglicona). Pot donar-
se el cas que, dins del grup de substrats estudidishagi alguns per als que la
glicosidacio sigui determinant de la velocitat éaacio i d’altres per als que ho sigui
I'etapa de desglicosidacio. En aquests casosaét@nk../Ky €s un grafic lineal, que
reflecteix I'etapa de glicosidacié, mentre que i lfig enk.y; €s un grafic bifasic amb
dos pendents clarament diferenciats. A I'apendes 3resenta un recull d’analisis de
Hammett de diferents glicosidases, que dona idedaddiversitat de resultats i
mecanismes descrits.

a)
5E
&
P
S
PK,
b) c) d)
g 2 2
pK, PK, pK,

Figura 6.7. Grafics de Hammett teorics corresponents a uregjiasa que actua amb un
mecanisme basic de retencid de configuraci6 en wtpes (unid, glicosidacio i
desglicosidaci6). Mentre que el graficlgg/Ky és Unic (a), hi ha tres possibles grafickgren
funcio de les velocitats relatives de les duesestagatalitiques: (b) glicosidacié limitant per a
tot el conjunt de substrats, (c) desglicosidacibitint per als substrats més reactius i
glicosidacio limitant per als menys reactius, i ddsglicosidacié limitant per a tot el conjunt de
substrats.

A mode d’exemple es presenten les analisis de Haimenek. i koo Kv de lag-
glucosidasa deFlavobacterium meningosepticu@66] (figura 6.8). L'analisi de
Hammett enk.y indica que es tracta d’'una glicosidasa que actob eetencié de
configuracié per a la que I'etapa de glicosidacsdla determinant de la velocitat de
reaccio per als substrats menys reactis §7), mentre que per als quatre substrats de
menor X, I'etapa de desglicosidacio passa a prendre urr gepdominant en el valor
de la velocitat de reaccio (equacié 6k4; velocitat de glicosidacio ks: velocitat de
desglicosidacio).
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k = K, ks

cat k2 + k3
El pendent obtingut en aquesta analisi (-0.76)idslas a I'obtingut en I'analisi de
Hammett enk./Kv (-0.85) si s’ajusta una recta obviant els quatrtbssats més
reactius. Aquesta similitud confirma que quedaeritla la mateixa etapa catalitica (la
glicosidacio), i el seu valor correspon a un eleyrau de desenvolupament de carrega
sobre l'oxigen fendlic, indicatiu d’'una escissiéedllac avancada amb poca cessi6
protonica. La diferéncia entre els pendents detsgilafics de Hammett s’atribueix a la
contribucié de la velocitat de I'etapa de desgidasio en el termé.,, (equacié 6.4)
gue comporta una disminucié del pendent d’aquesiisade Hammett. S’observa que
el grafic de Hammett ek.o/Ky no és lineal per a tots els substrats, indicatia q
possiblement hi ha alguna etapa previa a la gtleasd que fa alentir la velocitat dels
substrats més reactius, perd en l'article en qu@resenten aquests resultats no es
comenta res al respecte.

Equaci6 6.4.

1.5 4.0-
3.5

1.0 3.0
"= 2.5

% 0.5 X 20
x Xx° 1.5
2 0.0 o 1.0-
2 3 0.5-
-0.5 0.0
0.5-

-1.0- 1.0-

Figura 6.8. Andlisis de Hammett ek, (esquerra) i eR.,/Ky (dreta) per a Ig-glucosidasa de
deFlavobacterium meningosepticyd66].

Les analisis de Hammett ja sigui lkeg/Ky com enkq,: poden presentar correlacions no
gaire bones amb eKp de I'aglicona. En les grafiques en qué es reptassrogaritme

de ke.afKyv la dispersido es déna quan hi ha altres factorst ape I'electronic que
influeixen en aquest parametre. Aquests altresofaceneralment son els efectes
esterics dels diferents substrats, que poden paovdderencies d’afinitat enzim-
substrat significatives. En els casos d’algunesogidases s’ha comprovat que la
introduccié dels efectes esterics en les corratecide Hammett comporta una
disminucié important de la dispersio de resultd&¥]. Pel que fa als efectes que causen
una correlacié pobra entre el logaritme délai el pK, de l'aglicona les causes son
basicament tres, que es poden donar per si sa@nbinades entre elles. Primerament,
una determinacio incorrecta del paramétgecom a consequéncia de valors elevats de
Kwm, que no permeten arribar a treballar amb conagotra de substrat suficientment
elevades com per a determinar el parametf@mb confianca. Segonament, la unié no
productiva del substrat o producte de reaccié egeelre actiu per a alguns dels
substrats, donant lloc a una inhibicid que pot estai@r els resultats. Finalment, que
hi hagi una segona etapa parcialment determinalat delocitat de reaccio per a alguns
dels substrats, que els aparti de la tendéncialline

Apart dels resultats descrits, qualsevol altreltasper a una analisi de Hammett que
tingui una bona correlacié entre els parametrasdegs €s indicativa d’'una etapa de
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formacio del complex de Michaelis o d’alliberamel® producte de reaccio lenta, o
d’'un mecanisme més complex.

6.4. Estudi del mecanisme enzimatic de la 1,3-1f4glucanasa de
Bacilluslicheniformis

Com a part de I'estudi mecanistic de la 1,3/glucanasa d®acillus licheniformis
s’ha realitzat una analisi de Hammett de I'enzinbama familia d’arilO--D-glicosids
amb l'estructura basica G4G3G-X, a 30 °C.

6.4.1. Antecedents

De cara a I'analisi de Hammett, és recomanabld’goeim sigui prou especific per tal
de poder utilitzar substrats que mantinguin unatlgrau d’afinitat, pero alhora prou
lax com perqué petites variacions en l'estructuel dubstrat no interfereixin
significativament en la formacié del complex de Mielis. En el cas de la 1,3-134-
glucanasa d#acillus licheniformisja s’havia observat amb anterioritat que substrats
amb la mateixa part gliconica (G4G3G) i agliconaa tliferents com una unitat
sacaridica o una 4-metilumbel-liferona tenen constde Michaelis similars tot i tenir
velocitats d’hidrolisi molt diferents [223, 468]dtira 6.9). Aquests resultats fan pensar
a priori que la 1,3-1,#-glucanasa és un bon candidat per tal d’efectuaramalisi de
Hammett, i que petites variacions estructuralsaepart agliconica no repercutiran de
manera significativa en la unié enzim-substrat. [ttAabanda, per tal de realitzar
'analisi de Hammett es fan servir trisacarids abelstructura basica G4G3G, que
garanteixen una elevada afinitat enzim-substrat.

OH OH oH !
H Q Ho Qo Km = 2.7 mM
H o H o 0! 0 ©
OH OH OH i OH
LT oA S A S g move u=2emu
H o) H o o o)
OH OH OH i OH Keat = 78 5'1

\]

Figura 6.9. Estructura dels trisacarids G4G3G-MU i G4AG3@&N&, on s’indica I'enlla¢ que
s’hidrolitza en la catalisi enzimatica per la 1,3-8-glucanasa d@acillus licheniformis Al
costat de cada substrat s’indica el valor delsrpana&sk.,; i Ky obtinguts en la seva hidrolisi
enzimatica per part de I'esmentat enzim en tampar citrat, 87 mM fosfat, pH 7.2, CaCl
0.1 mM, 55 °C [223].

Abans d'aquest treball ja s’havien realitzat uneslisis de Hammett de I'enzim
salvatge de la 1,3-14glucanasa a 55 °C, que és la temperatura optiniiardem per

a la hidrolisi dels seus substrats naturals poloedi93]. Les cinétiques es van seguir
per mesura de I'alliberament de I'aglicona cromia@per espectrofotometria d’UV-vis
a la longitud d’ona corresponent en cada cas. tHlddreballar a temperatura elevada,
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junt amb el fet que alguns dels substrats presemib bons grups sortints, va obligar a
treballar amb concentracions d’enzim molt elevgoestal de poder obtenir velocitats
d’hidrolisi enzimatica com a minim un ordre de magh superior a les velocitats

d’hidrolisi espontania, posant en compromis lardeteacio de les velocitats inicials en
la hidrolisi enzimatica.

Els resultats obtinguts en aquestes analisis dentéditres mostren a la figura 6.10, en
gue s’observa que tant el grafic de Hammettkghcom enk./Ky presenten una
dependencia bifasica concava cap amunt amtKgldp 'aglicona. En aquesta figura
s'ajusta una recta al grafic de Hammettkgpnper als dos valors de mendfgnomés
per tal de recalcar el canvi de pendent amb la mstsubstrats, perd no es pretén que
aguest ajust reflecteixi la densitat de carregamasupada a I'estat de transicio.

3.5
3.04{
2.5
2.0- _
1.5 .
1.0 .

. "
0.5- T %o

log (kcat)
log (k_/K,,)
[¢,]

PK,

Figura 6.10. Analisis de Hammett etk i ko/Ky de la 1,3-1,4-glucanasa deBacillus
licheniformisamb una familia d’ariD-s-D-trisacarids amb I'estructura basica G4G3G, a 56 °C
pH 7.2. En els grafics es representa el logariteigdrametrds.,; enfront del K, de I'aglicona
(esquerra) i el logaritme del paramdigg Ky enfront del K, de I'aglicona (dreta).

En vista que els resultats no es poden interpfatiiment en el present treball es
decideix realitzar una nova analisi de Hammett a°G0 A aquesta temperatura la
hidrolisi espontania dels substrats es veu moluidad i permet treballar a una
concentracié d’enzim en que es pot determinar spnskelemes la velocitat inicial
d’hidrolisi enzimatica. A més s’afegeixen dos stdist més amb aglicones d&p
inferior a 7, el G4G3G-2,3DNR2D) i el G4G3G-3,5DNPZ0), per tal de poder definir
amb més exactitud el grau de desenvolupament degeague es dbéna a l'estat de
transicio.

6.4.2. Analisis de Hammett de I'enzim salvatge da IL,3-1,48-glucanasa a 30 °C

Per tal de realitzar aguesta segona analisi de Hdinmen fa necessari obtenir enzim
salvatge pur a nivell de mil-ligrams (veure capitekpressio i purificacio enzimatica),
sintetitzar els diferents substrats emprats (veamtol de sintesi) i caracteritzar-los
espectroscopicament, juntament amb les agliconesatjiberen en la seva hidrolisi
(veure part experimental).

A les cinetiques enzimatiques, un cop restat edrvadé la hidrolisi espontania a cada
concentracié de substrat, s’han ajustat les equai@de Michaelis-Menten amb o sense
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inhibicié acompetitiva per substrat, fent servir@ua cas aquella que aporta un ajust
millor. Els parametres obtinguts, junt amb K, ple I'aglicona alliberada en cada cas, es
presenten a la taula 6.2.

Taula 6.2. Parametres cinetics de la 1,3-g:¢tucanasa d8acillus licheniformisobtinguts en
I'ajust de I'equacié de Michaelis-Menten, amb ossemhibicié acompetitiva per substrat, a les
cinetiques realitzades amb una familia d’A+il-trisacarids. Les reaccions s’han dut a terme en
tampo 6.5 mM citrat, 87 mM fosfat, pH 7.2 i a 30 °C

subsrat  PKs kst kwimmo kgmm ()

G4G3GP 999 049002 76204 557  0.065%0.005
G4G3G-P 999 043:001 62+03 -~  0.069 +0.005
G4G3G-3NP 839 085:0011.28£004 - 0.66 + 0.03
G4G3G-MU 750 0.75£002093+0.04 15%1  0.80%0.05
G4G3G-ANP 718 081£0020.73£004 - 11£01
G4G3G-35DNP 669 44:02 046+003 - 1041
G4G3G-35DNP  6.69 546+004057£002 - 9.6+0.4
G4G3G-34DNP 536 14202 044%002 - 322
G4G3G-34DNP 536 18702 037:001 - 5142
G4G3G-23DNP 496  272+6 128007 - 211115
G4G3G-24DNP 396  590%14 0.18%001 - 33408 3

La representaci6é grafica del logaritme de la constmeéticaksq; 0 keaf Km €nfront del
pK, de I'aglicona de cada substrat rendeix els coomspts grafics de Hammett (figura
6.11).

3.5 7
3.0 6
2.5 .
'jEZ.O- gs 5
f; 1.5- . 58 4
o 1.0 > 3
0.5/ s 2
0.0 2
0.5. 1
4 5 6 7 8 9 10 4 5 6 7 8 9 10

PK, pK,

Figura 6.11. Analisis de Hammett el i ko/Ky de la 1,3-1,4-glucanasa deBacillus
licheniformis amb una familia d’arils-D-trisacarids amb I'estructura basica G4G3G-X, en
tampd 6.5 mM citrat, 87 mM fosfat, pH 7.2, a 30 Eb. els grafics es representa el logaritme
del parametrd.,; enfront del K, de I'aglicona (esquerra) i el logaritme del parfamk../Ky
enfront del K, de I'aglicona (dreta).

El grafic de Hammett ek, mostra un comportament bifasic, similar al queagia
obtingut a 55 °C, en que els substrats que tenbBooags amb K, inferiors a 7
defineixen una recta amb un pendent de —0.87eisla de substrats descriuen una recta
amb un pendent molt inferior, -0.09. Per contragrafic de Hammett ek.o/Ky mostra
una relacio lineal entre el logaritme del parametirgetic keo/Ky 1 el pK, de les
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aglicones amb un pendent de -0.77, indicatiu dumnsiderable grau de
desenvolupament de carrega en l'estat de trandeibetapa de glicosidacio. Aquest
pendent és forca similar al que s’ha obtingut fersabstrats meés activats en el grafic
de Hammett erk.y, | donaria la idea que la glicosidacio és I'etalgderminant de la
velocitat de reaccio per als substrats Hgipferior a 7. Ara bé, és interessant plantejar-
se queé succeeix per als substrats en quialgl’'aglicona és superior a aquekt.p

a)
1.0 -2.0
0.51 2.5
~ 0.0 gs -3.01
x -0.5- s -3.5- >
o] ~ [ ]
2 -1.0- 9 -4.0
1.5 Iy N
-2.0- 5.0
2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0 5.5 6.0 6.5
PK,
b) 4. -
3.8 )
3.6 6.5-
3.4
T3 < 6.0
< 32 X
> 3.0 3
5.5.
2 28! pe
2.6 2 504
2.4
2.2 451
70 7.5 8.0 85 9.0 9.5 10.0 70 7.5 8.0 85 9.0 9.5 10.0
PK, PK,
) osl 3.8/
o 36] o
0.0+ 3.4
_ 321
5 -0.5- . SE 3.0] °
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Figura 6.12. Analisis de Hammett erk i en k/Ky de: a) la ﬁ-galactosidasaebgf
d’Escherichia coliamb una familia d’ionbl-(#-D-galactopiranosil)piridinip) la neuraminidasa
de Salmonella typhimuriunamb una familia d’ariN-acetilw-D-neuraminids ic) sialidasa de
Vibrio choleraeamb una familia d’ionBl-(a-D-N-acetilneuraminil)piridini. En els casos en qué
hi ha dos ajusts, I'ajust amb una linia continuaespon a l'ajust efectuat pels autors, mentre
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gue l'ajust amb una linia puntejada mostra un pisscomportament bifasic similar a
I'observat amb la 1,3-1,4-glucanasa dBacillus licheniformis

Tot i que de vegades no s’hagin presentat amb tdetadat com I'analisi de Hammett
de la 1,3-1,4-glucanasa d@acillus licheniformisaqui descrita, a la bibliografia es
poden trobar analisis de Hammett de glicosidasds grafics erk.o; Similars als de la
1,3-1,4#-glucanasa dBacillus licheniformisAlguns d’ells es mostren a la figura 6.12.
Els casosa i b, corresponen a les analisis de Hammett dg-gmlactosidasabd
d’Escherichia coli[469] i a la neuraminidasa d8almonella typhimurium{470],
respectivament. En cap dels dos casos els autdiartiide esmenten el comportament
bifasic i senzillament ajusten un comportamentdirtant al grafic de Hammett
com enk./Ky. Per a la neuraminidasa arriben a la conclusio ljuea una etapa
posterior a la catalisi, possiblement una etapdilmBaament d’aglicona, que influeix
parcialment en la velocitat de reaccio ja que abpat dels grafics de Hammettleg i
enk.a/Kyu és diferent. Per a la sialidasa\dbrio cholerae[471], cas de la figura 6.12,
els autors presenten amb claredat el comportani@sidode les analisis de Hammett i
primerament plantegen I'opcié més evident, que icaplin canvi de mecanisme dglS

a Sy2, pero posteriorment la descarten com a conseigidecla manca de correlacio
entre aquest canvi de mecanisme i la variacidivalate les velocitats de reaccio entre
els diferents substrats. Els autors realitzen udist’'aquest enzim sota el prisma que
tingui el mateix mecanisme enzimatic que la siakddel virus de la grip A, per a la que
es proposa que en el mecanisme de reaccid hi hacalmgs conformacionals
cinéticament significatius, un que acompanya lanfmié del complex de Michaelis i
I'altre concomitant amb el posterior alliberameet groducte de reacci®iuen que
probablement la curvatura té a veure amb probles&sics al centre actiu, de forma
que per als substrats més inactius deu donar-s¢eatiment del canvi conformacional
que esta concertat amb la hidrolisi i passa aigeifisatiu a nivell cinétic provocant la
curvatura observada en els grafics de Hammett.delmisme proposat suposa un canvi
en la velocitat del canvi conformacional en funcié® la naturalesa electronica del
substrat que, encara que els autors no ho esmerhenyia de donar tant en el canvi
conformacional previ a les etapes catalitiques, aboanvi conformacional posterior a
les mateixes. D’aquesta forma, els grafics de Hainerek.s: i en k.o/Ky Si estarien
reflectint etapes del mecanisme similars. Tot ii,abexplicacié continua sense ser
encertada, ja que es parla d’'un alentiment de lleckat de reaccio per als substrats
menys reactius, i el que s’observa és que per estgjgubstrats la velocitat resulta ser
superior al que seria d’esperar seguint la tendémeircada pels substrats mes reactius.

6.4.2.1. Analisi dels grafics de Hammett de la 1,3-#-dlucanasa de Bacillus
licheniformis en base a un mecanisme de retencgodiguracid en dues etapes

MU, X

KS kz? k3

glicosidacié desglicosidacio

Figura 6.13.Mecanisme basic de retencié de configuracio es dtagpes.

Per similitud amb els casos que s’observen desmits bibliografia (veure apendix 3
apartat A3.4.3) el canvi de pendent observat aralisi de Hammett ek, de la 1,3-
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1,4$-glucanasa d8acillus licheniformishauria d’atribuir-se a un canvi de mecanisme
d’'un grup de substrats respecte de I'anterior. B2@b mecanisme basic de retenci6 de
configuracio (figura 6.13) i tal i com s’ha desgér al lisozim de clara d’'ou [472, 473]

i la -glucuronidasa lisosomal del fetge de rata [474gtapa de glicosidacio es podria
produir una competencia entre I'atac del nucledlfitentre anomeric i la catalisi acida
per part del residu que actua com a acid/base @erféki s’explicaria que per als
substrats menys activat(paglicona > 7) guanyés pes la catalisi acida nadesger a
l'alliberament de [laglicona, rendint un estat deansici6 amb molt poc
desenvolupament de carrega, per estar protonagénxglicosidic de I'enllac a escindir;
mentre que per als més activat&{jaglicona < 7) la protonacié no fos tan necessaria
la glicosidacio es regis basicament per I'ataceufdic, amb gran desenvolupament de
carrega a 'estat de transicid, per manca de pagion

Hi ha una altra opcié que també podria considexgoes a I'explicacié del grafic de
Hammett enk.,: Sense renunciar al mecanisme basic de retencaomfeguracié. En
aquest plantejament el canvi de pendent observdtigopser degut a un canvi de
posicionament de l'aglicona en el subseti +1. Ganoent, les aglicones amiKp
inferior a 7 corresponen als fenols disubstituggl{ 2,3-, 3,4- i 3,5-dinitrofenol),
mentre que les aglicones anmiy;superior a 7 sdn monosubstituides a excepcio de la
metilumbel-liferona, que té un anell disubstitwitniant part d’un sistema biciclic. Es
possible que per factors esterics aquests dos geipsbstrats posicionessin I'aglicona
de forma diferent al centre actiu de manera quéntesaccions que s’estableixen entre
el substrat i els residus catalitics siguin difesetNo estariem parlant d’un canvi de
posicionament que afectés significativament la t@orisd’afinitat, siné d’'un canvi més
fi que es posaria de relleu a I'estat de transi&muest canvi de posicionament podria
anar lligat a un canvi de mecanisme, per majoripridat a un o altre residu catalitic, a
I'igual que es proposa per al lisozim de clara d48]. A mes, podria donar-se el cas
que el canvi de posicionament es traduis en undupéde conjugacié de I'oxigen
glicosidic amb l'anell aromatic per als substraesngs reactius, de manera que no es
poguessin transmetre els efectes electronics diedgigients.

Aquestes dues interpretacions del grafic de Hamerelt,; per elles mateixes, serien
possibles, pero la comparacio dels grafics de Hatrend.,: i enke../Ky deixa clar que
la causa del canvi de pendent del grafikgnés posterior a I'etapa de glicosidacio, ja
que si no, el grafic ek./{Ky hauria de reflectir el mateix comportament bifasic
Certament també es podria ajustar un comportani@&siden el grafic dé../Ky, amb
pendents de —1 per als substrats més activats0.dd per a la resta (figura 6.14), pero
d’'una banda, sembla una mesura que no és necegsgaua els resultats s’ajusten al
comportament lineal d’'una manera prou correctag il'dltra, perqué aquest ajust
tampoc resol res a nivell mecanistic, ja que eldpeth que s’obté per als substrats
menys activats esta molt per sobre del que s’'obsamel grafic de Hammett &gy Es

a dir, que tot i ajustant dues rectes en el gaditiammett el./Ky, la conclusié a la
que s'arriba comparant els grafics lea i en k.a/Ky €s que per als substrats menys
activats el grafic eRg4 reflecteix quelcom més que no es fa palés eracggnkca/Ky.

De manera que aquests resultats, en concordancaelsmisultats obtinguts en les
cinetiques en estat preestacionari, fan pensarnemecanisme més complex que el
mecanisme senzill de retencié de configuracio es dtiapes.
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Figura 6.14.Comparaci6 de I'ajust monofasic i bifasic perlfig de Hammett ek../Ky de la
1,3-1,48-glucanasa déacillus licheniformis En el grafic es representa el logaritme de la
constant /Ky enfront del K, de I'aglicona del substrat. Les cinétiques esteeal en tampd
6.5 mM citrat, 87 mM fosfat, pH 7.2 i a 30 °C.

6.4.2.2.Possibles interpretacions de les analisis de Harhdeta 1,3-1,43-glucanasa
de Bacillus licheniformis

Veient la limitacié del mecanisme basic d’hidrolsnb retencio de configuracio s’ha de
trobar un altre possible mecanisme que expliquredsiltats observats prenent com a
referencia les dues conclusions que semblen egidepartir dels grafics de Hammett
obtinguts a 30 °C. La primera és que per als satgsimés activats tant el grafic de
Hammett erk.;: com enkc../Ky reflecteixen I'etapa de glicosidacio. La segonajés
per als substrats menys activats hi ha alguna gtagierior a I'etapa de glicosidacié
que fa augmentar la seva velocitat de reaccio cespiel valor que seria esperable
(figura 6.15). Aquesta segona conclusio per ellateima ja descarta qualsevol
possibilitat de mecanisme lineal, ja que I'etapicheinant de la velocitat de reaccié en
un mecanisme lineal és sempre l'etapa més lentataRe si després de l'etapa de
glicosidacio hi hagués una etapa rapida, no quedaflectida ni en el grafic de
Hammett erk../Ky, ni en el grafic de Hammett ég,, perquée la glicosidacié seguiria
essent I'etapa determinant de la velocitat de réacc

PK,
Figura 6.15. Analisi de Hammett de la 1,3-1#4glucanasa d8acillus licheniformisen la que

es mostra que el paramekg: per als substrats menys activats té un valor supa&rque seria
d’esperar si no hi hagués canvi de mecanisme.
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Els resultats de les analisis de Hammett de ldl 4B-glucanasa apunten doncs a un
mecanisme enzimatic ramificat, coincidint amb laatosié a la que s’ha arribat a partir
de les cinéetiqgues en estat preestacionari. Nomgrta dels resultats de I'analisi de
Hammett no caldria recérrer a un mecanisme tan Exnpanmateix donat que els
resultats en estat preestacionari han permes thlscar gran nombre de mecanismes
ramificats, és logic que I'estudi mecanistic dedlisi de Hammett es realitzi sobre el
model proposat a partir dels resultats de lesigues en estat preestacionari. La figura
6.16 mostra aquest mecanisme deixant de bandadssibjes etapes d’inhibici
acompetitiva per substrat.

Ko K1

E——FE+S=——=ES

J J S
K4 S Ksg
V* §K6

k2 N ks .
SES* SEP—> E +P+S
X

4 A
kz|lk7 S K.g Lks

SN SES™----->

SE ———

Figura 6.16.Mecanisme proposat per a la 1,3-#;glucanasa dBacillus licheniformisa partir
dels resultats obtinguts en les cinetiques en petastacionari.

Si bé amb les dades obtingudes en estat preesdaammnes podia assegurar si I'espécie
SES’, resultant del canvi conformacional, presentavaooactivitat enzimatica, els
resultats de les analisis de Hammett deixen clarapuesta segona branca ha de ser
també reactiva, donant lloc a 'augment de velbatsservat en el grafic de Hammett
en ke per als substrats menys reactius. Es proposa dguese| canvi conformacional
implica un canvi d’entorn al centre actiu que vaoagat a una variacio de I'activitat
hidrolitica del complex SESrespecte de la del complex SE&questa possibilitat es
recull en el mecanisme que es presenta a la fja on I'activitat associada a SES
ve descrita per les constants de velockati kji, corresponents a les etapes de
glicosidacio i desglicosidacié de la segona brarespectivament.

Ko K1
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Figura 6.17.Mecanisme proposat per a la 1,3-#;glucanasa dBacillus licheniformisa partir
dels resultats obtinguts en les cinétiques en pstastacionari i les analisis de Hammett a 30
°C.
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Les equacions 6.5 i 6.6 comporten I'expressio galemetres cinétidga: i Keal Ky €n
funcio de les diferents constants de velocitat glemecanisme de la figura 6.17. Es
comprova que mentre qley €s una combinacio de les velocitats de les qeddnges
catalitiques, que inclou també la constant d’eguildel canvi conformacional entre
complexos ternarisKg), el termek.a/Kyv representa una mitjana ponderada de les
velocitats de les dues etapes de glicosidacié.

ks'kn'(kz + Ks'klo)

kca =
t kll'(ks + k2)+ ks'Ks'(klo + kll)

Equacio 6.5.

kcat - K4'(k2 + Ks'klo)
KM K5'[K4+K1'(1+ K7)]

Equacio 6.6.

A partir dels resultats en estat preestacionara s#malitzat una aproximacio de la
magnitud de les constants de canvi conformaciknalKg per a tres dels substrats amb
qgué s’ha realitzat I'analisi de Hammett, el G4G3GENP, el G4G3G-3,4DNP i el
G4G3G-MU. S’ha arribat a la conclusié que el caroriformacional €s més pronunciat
com menys reactiu és el substrat, de manera qaativitat de la segona branca pren
meés pes per als substrats menys activats. Aixigiger als substrats més activats la
velocitat observada correspondria majoritariamelat 2elocitat de reaccié a partir del
complex ternari SES mentre que per als menys reactius, els graficHammett
reflectirien basicament la velocitat de reacci@sipdel complex SES.

Tornant a avaluar el grafic de Hammett lew/Ky, és possible que I'ajust bifasic
realitzat, tot i que innecessari, aporti pistesrs@ desenvolupament de carrega a les
dues etapes de glicosidacié. L'ajust rendeix undpahde —1 per als substrats amb
aglicones de I§; inferior a 7 i un pendent de —0.44 per als sutssaenb aglicones de
pKa superior a 7, que indicaria que l'estat de tradgie I'etapa de glicosidacio de la
primera branca de reaccié presenta un elevat gralesenvolupament de carrega amb
una protonacié basicament nul-la, mentre que t'e&dransicid corresponent a l'etapa
de glicosidacié de la segona branca comporta uengelipament de carrega forca
discret, ja sigui degut a una protonacid molt nmépartant, 0 a una menor escissio
d’enllag. En el cas d’ajustar una unica linia reelapendent de —0.77, representa una
mitjana ponderada de les dues etapes de glicogidaci

Acceptant que el grafic de Hammett kna/Kv pugui reflectir les dues etapes de
glicosidacio, el fet que els pendents del grafidHd@enmett erk.,; Siguin diferents als
obtinguts per a les corresponents glicosidaciamdicaria un paper diferent per a les
dues etapes de desglicosidacio. Per als substrdtsaglicones de Ky, inferior a 7 és
possible que s’arribin a assolir velocitats deaglidacié per als substrats més activats
que siguin properes a la velocitat de desglicogidgmrovocant d’aquesta manera la
petita disminucié de pendent observada respectpatwlent del grafic de Hammett en
kealKm (pendent de —0.87 en el grafic de Hammet.gmespecte al pendent de —1 en el
grafic de Hammett ek../Ky). Per als substrats amb aglicones g superior a 7 el fet
que el pendent del grafic de Hammett sigui practexa nul, i que s’hagi comprovat
que a I'etapa de glicosidacio la protonacié nooéal {(a partir del grafic de Hammett en
kealKnm, @amb un pendent de —0.44), només deixa I'opciopprea la segona branca la
desglicosidacié sigui I'etapa determinant de laooight de reaccid per a tots els
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substrats. Hi ha una altra prova experimental quiapa pensar en una acumulacio
d’algun intermedi de reaccid, que és la tendénegamostra l&y, a disminuir com més
reactiu és el substrat. Aquest fet reforca la leigpiotd’'una etapa de desglicosidacio
limitant de la velocitat de reaccid. L'equacid 6eflecteix la definicid de &y per al
mecanisme de la figura 6.17:

K. = Ks'ks'kn'[K4 + K1'(1+ K7)]
M K4'[k11'(k2 + k3)+ Ks'ka'(klo + kll)]

Equacio 6.7.

Acceptant que I'etapa de desglicosidacié de la @rnibranca €s meés rapida que I'etapa
de glicosidacio de la mateixa bran&a ¥> k;), aquesta expressié pot simplificar-se en
I'equacié 6.8:

Ks'[K4 + Kl'(1+ K7)]
i o)

11

Ku =

Equaci6 6.8.

En aquesta equacié es comprova que com més gmanlaigonstant de velocitdd
(constant de velocitat de I'etapa de glicosida@dalsegona branca) sobre la constant
de velocitatk;; (constant de velocitat de I'etapa de desglicosidde la segona branca),
inferior tendeix a ser el valor deHay.

Finalment s’ha de considerar el fet que, segongrafc de Hammett ek, I'activitat

de la segona branca passi a ser més rapida quasra gde la primera per als substrats
menys reactius. De fet, el mecanisme ramificat amdbdesglicosidacio determinant de
la velocitat de reaccié per a la segona brancaxolme en absolut aquesta possibilitat.
L’dnic que s’ha d’acomplir és que la constant ddocsitat per a l'etapa de
desglicosidacié de la segona branca sigui supati@iconstant de velocitat per a I'etapa
de glicosidacio de la primera bran&a ¢ ko) per als substrats menys reactius.

Fent servir el mecanisme amb dues branques ad&/@®t explicar tant la diferéncia
entre els grafics de Hammett leg: i enk.o/Ku, com el canvi de mecanisme observat en
el grafic de Hammett ea:

6.4.3. Analisis de Hammett a diferents pH

Una altra curiositat de I'analisi de Hammettleg de la 1,3-1,4-glucanasa és el fet
que el canvi de pendent es doni a U, proper al K, del residu que fa el paper
d’acid/base general Kg 7.3). Per tal d’explorar una mica aquesta caraties es trien
quatre dels substrats amb els que s’han realgsaamalisis de Hammett i es realitzen
cinétiques a quatre pH diferents, dos pH més abifsi 5.5, el mateix pH al que s’ha
realitzat I'analisi de Hammett anterior, 7.2 (p&rde garantir la reproductibilitat de les
dades), i un pH més basic, 8.0. Als dos primers’gbpera que el residu que actua com
a acid general es trobi majoritariament en la deu@a no ionitzada, a pH 7.2 estara
ionitzat aproximadament en un 50% i a pH 8.0 dsait® basicament ionitzat en la seva
totalitat.
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A la taula 6.3 s’han recollit els resultats de dasetiques amb els diferents agfiD-
trisacarids als diferents pH. Algunes de les cipu&s s’han realitzat per duplicat per tal
d’assegurar-ne els resultats, i a la taula es letlés mitjanes dels resultats de les
cinetiques duplicades, que son les que, per clarsti@an representat en els grafics de
Hammett.

Taula 6.3. Parametres cinétics de la 1,3-B:4tlucanasa d8acillus licheniformisobtinguts en
I'ajust de I'equacié de Michaelis-Menten amb o seimhibicié acompetitiva per substrat a les
cinétiques realitzades amb una série d@#fi-D-trisacarids, amb estructura basica G4G3G-X, a
diferents pH. Les reaccions s’han dut a terme mpdall mM fosfat, 0.1 mM Cagll = 0.05
M,a30°CipH5.0,5.5,67.2i8.0.

pH Substrat Keat! S* Km / mM (kea?Kn) / mMt.s?
50 G4G3G-3,4DNP 15.6 +0.3 0.32 £ 0.02 49 + 4
G4G3G-3,5DNP 3.3+0.1 0.40 + 0.03 8.2+0.8
G4G3G-MU 1.7+0.2 1.2+0.2 1.4+0.4
G4G3G-3NP 0.98 + 0.04 1.1+0.1 09+0.1
55 G4G3G-3,4DNP 16.3+0.2  0.212 +0.007 77+4
G4G3G-3,5DNP 3.27+0.03 0.204 + 0.008 16.0+ 0.6
G4G3G-MU 1.20 + 0.07 0.95 + 0.09 1.3+0.2
G4G3G-MU 1.03+0.04 0.70 + 0.05 1.5+0.2
G4G3G-MUnitjana ~ 1.11 +£0.01 0.8+0.1 1.4+0.1
G4G3G-3NP 0.85+0.01 0.92 +0.04 0.92 +0.05
7.2 GA4G3G-3,4DNP 22+3 05+0.1 44 + 15
G4G3G-3,5DNP 2.87 +0.04 0.45 + 0.02 6.4+0.4
G4G3G-MU 0.59 +0.01 0.67 £ 0.03 0.88 +0.05
G4G3G-3NP 0.63+0.02 1.9+0.1 0.33+0.03
G4G3G-3NP 0.57 +0.02 1.4+0.1 0.41 +0.04
G4G3G-3NRjjana  0.60 £ 0.03 1.65 + 0.06 0.36 £ 0.09
8.0 G4G3G-3,4DNP 7.3+0.2 0.72 £0.05 10+1
G4G3G-3,5DNP 1.0+0.2 1.5+0.5 0.7+0.4
G4G3G-MU 0.271+0.003 0.79+0.03 0.34 +0.02
G4G3G-3NP 0.48 + 0.02 35+0.2 0.14 + 0.01
G4G3G-3NP 0.31+0.01 1.7+0.1 0.18 + 0.02
G4G3G-3NRjjana  0.39 £ 0.08 2.6+0.9 0.16 + 0.02

Els grafics de Hammett obtinguts a partir d’aquesitsmetres cinetics es mostren a la
figura 6.18. Si bé és agosarat ajustar dues reat@sant nomeés quatre punts, per tal de
realitzar aquests ajusts s’han pres com a refexésisi grafics de Hammett complerts
realitzats a pH 7.2 i 30 °C, de manera que en Botetos que ha estat convenient s’han
ajustat dues rectes en els grafics de Hammeitt.eamb el punt d’inflexié alg, 7.5,
mentre que als grafics de Hammett lggy/Ky, en que s’observa forga dispersio de
resultats, s’ha ajustat una linia recta. Ja a proop d’'ull es comprova que el pH afecta
tant el pendent com el comportament de I'enzimaefdels diferents substrats en el
grafic de Hammett ek, mentre que en el grafic de HammettkgidKy la variacio és
minima. Aquesta divergéncia torna a indicar quelsndos grafics queden reflectides
etapes de reacci6 diferents.
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Figura 6.18. Analisis de Hammett el i ko/Ky de la 1,3-1,4-glucanasa deBacillus
licheniformisamb una serie d’anD-g-D-trisacarids, d’estructura basica G4G3G-X, en tatipd
mM fosfat, 0.1 mM CaG) a 30 °C i a 4 pH diferents, 5.0, 5.5, 7.2 i &8. els grafics es
representa el logaritme del parameédzgenfront del i, de I'aglicona (esquerra) i el logaritme
del parametreék /Ky enfront del K, de I'aglicona (dreta). En el grafic de Hammettkgn
s'indica el pH que es pren com a referéncia pardefinicié de les dues zones per analogia amb
I'analisi de Hammett complerta &gy realitzada amb vuit substrats.

Taula 6.4.Pendents ajustats als grafics de Hammektghenk../Ky de la 1,3-1,4-glucanasa
de Bacillus licheniformisamb 4 arilO-g-D-trisacarids amb I'estructura basica G4G3G-X, a
diferents pH. Les cinétiques s’han realitzat enpéduiil mM fosfat, 0.1 mM Cagla 30°Cia 4
pH diferents, 5.0, 5.5, 7.2 i 8.0.

pH pendent Hammett g pendent Hammett ealKu

5.0 -0.40 -0.40 -0.61
5.5 -0.54 -0.13 -0.70
7.2 -0.73 -0.01 -0.72
8.0 -0.67 +0.18 -0.60

A la taula 6.4 es recullen els pendents que s'lasta als diferents grafics de
Hammett. A partir dels pendents obtinguts en digde Hammett ek../Ky dona la
sensacio que el pH no afecta significativamentelepes de glicosidacid ni el canvi
conformacional entre els dos complexos ternarisnesubstrat. Aquest darrer resultat
coincidiria amb I'obtingut en les cinetiques eraégireestacionari, en qué s’observa que
la constant de canvi conformacion&l no varia significativament en el marge de pH
entre 6.2 i 8.3. Tot i aixi, I'elevada dispersidsdeesultats fa preferible no extreure’n
gaires conclusions. Pel que fa referencia als peadibtinguts en el grafic de Hammett
en k.ot Sembla que, en aquest cas, el pH si que influeiles etapes catalitiques, de
manera que en acidular el pH del medi, per a larsedranca, la desglicosidacio
deixaria de ser, al menys totalment, determinar& delocitat de reaccio; i potser com
a consequencia, el pendent observat als dos pHaonds seria una mitjana ponderada
de les velocitats de glicosidacio de les dues hramgamb major o menor influéncia de
la velocitat de desglicosidacié de la segona bpaneguesta influencia parcial de la
velocitat de I'etapa de desglicosidacio de la sadmanca explicaria el fet que mentre
que a pH 7.2 i 8.0 els pendents en el grafic de rhlattinenk.s: i en ke.afKyv siguin els
mateixos, a pH 5.5 i 5.0 difereixin lleugeramenithBuria una altra possible explicacio
per als resultats observats en el grafic de Hammetk.,, perd llavors s’hauria
d’acceptar que el canvi conformacional pugui depemnttl pH, i que a les cinétiques
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realitzades en estat preestacionari s’hagi trabatiaun rang de pH fora d’aquell en el
que s'observa la dependéncia. Aixi doncs, es pganmesar que a pH acids (pH < 6) el
canvi conformacional no és tan important, de maager pren rellevancia la primera
branca de reacci6 per a tots els substrats, i gdesément deixa de quedar reflectida la
segona branca en el grafic de HammetkgnEn aquest cas, la diferéncia de pendents
observada entre els grafics de Hammetkgn enk.o/Ky estaria relacionada amb una
desglicosidacio (per a la primera branca) que ga faarcialment determinant de la
velocitat de reaccié a pH acids.

Un altre resultat que apunta cap a un mecanism@legnamb dues activitats son els
perfils de pH que s’intueixen amb els quatre sabsuitilitzats per tal de realitzar aquest
estudi de Hammett a diferents pH. Es consideraetjyperfil de pH erk../Kyv permet
obtenir els K, cinétics de I'enzim lliure, que generalment s’asmo als K, dels
residus que actuen com a nucleofil i com a acid/lggneral. AquestsKp, propis de
I'enzim, no tenen perque variar en funcio del savstmb el que es realitza I'estudi de
pH, és a dir, si estiguéssim davant d'un mecanieneal, els perfils de pH obtinguts
amb els quatre substrats haurien de ser iguals.
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Figura 6.19. Perfils d'activitat enfront del pH de la 1,3-144lucanasa deBacillus
licheniformis amb quatre substrats diferen®. G4G3G-3,4DNP,b) G4G3G-3,5DNP,c)
G4G3G-MU id) G4G3G-3NP. En els grafics es representa el pararometick../Ky enfront
del pH del medi. Les cinetiques s’han realitzataanpd 11 mM fosfat, 0.1 mM CaCh 30 °C i
a 4 pH diferents, 5.0, 5.5, 7.2 8.0.
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A la figura 6.19 es mostren els quatre perfils Heqoue s’han ajustat amb els resultats
obtinguts. Evidentment tan sols amb quatre puntssngot realitzar un perfil d’activitat
enfront del pH acceptable, pero aquests perfils aaminim permeten veure dos tipus
diferents de comportament enfront del pH, que danemtendre que s’estan valorant
dues activitats enzimatiques diferents.

S’ha de ser molt caut amb la interpretacio delsltas obtinguts de les analisis de
Hammett a diferents pH, i de fet, seria convenieatacteritzar adequadament el
comportament de I'enzim a través d’'una serie diaisale Hammett complertes a un
ventall de pH més ampli, abans d’extreure’n conchs Llavors també es disposaria
de més dades que permetrien definir millor elsilgsedt pH i els K, cinétics obtinguts
fent servir els diferents substrats, i valoraregdiferencies. Amb aixo present, sembla
que la similitud entre elKy, cinétic assignat al residu que actua com a agd/ganeral

i el pKy al qué es dbna el canvi de pendent, tret que hmwoiévat el present estudi,
possiblement no €s més que una mera casualitdigbal que s’ha observat en altres
glicosidases en que s’ha realitzat un perfil deagbmpanyant les analisis de Hammett,
el punt d’inflexié observat en els grafics de Harttinm® guarda relacié amb el&p
cinétics que s’atribueixen als residus catalitd® B74, 475].

6.4.4. Efectes de la mutacio del residu W221 en tern del residu acid/base
general: pK, cinétics i analisis de Hammett

Figura 6.20. Estructura del centre actiu en el complex de [&1]4$-glucanasa amb
'hexasacarid G4G4G3G4G4G, en qué es mostren dedrifgofans presents al centre actiu
que obliguen al substrat a adoptar una conformewcidorma de “V” al voltant dels residus
catalitics.

Tot i la seva hidrofobicitat, s’ha observat ambgéréncia la preséncia de residus de
triptofan al centre actiu de les proteines. Efgafans, apart d’aportar estabilitat termica
[476] i estabilitzar I'estructura quaternaria deplateina [477, 478], en el cas de les
glicosidases juguen també un paper important emita del substrat [17, 328]. A més,

la preséncia d’'un residu aromatic al costat detlvegue actua d’acid general col-labora
en el correcte posicionament d’aquest residu,a jug paper clau en la definicié del seu
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pK,; com s’ha observat en diverses glicosidases [820, 480]. A I'estructura del
modelatge de I'hexasacarid G4G4G3G4G4G al centie de la 1,3-1,4-glucanasa de
Bacillus licheniformises comprova que al centre actiu hi ha dos trip®fsituats a
I'entorn del residu que actua com a acid genemlié pel seu posicionament a la
proteina obliguen a una torsié de la cadena paligdica en forma de “V” (figura 6.20),
torsié que es dona precisament a I'enllag glicasédescindir, i que s’ha descrit també
en el complex de Michaelis en el cas d’altres gidases [49, 50, 69, 80, 81, 369, 481-
485]. S’ha proposat que aquesta conformacié teadeal voltant de I'enllag glicosidic
a escindir, forcada per la proteina, ajudi a addptaonformacié distorsionada a I'anell
de piranosa que ocupa el subseti —1, apropantdada I'estat de transicio i ajudant
d’aquesta manera a rebaixar I'energia d’activaeidadreaccio.

En aquest sentit, i tal com ja s’ha comentat ati@duccio, sembla que les interaccions
gue es donen en el subseti +1 sbn claus perquenésaaglesta torsio de la cadena que
va acompanyada de la distorsio de la piranosa queacel subseti —1. A la 1,3-1/34-
glucanasa d8acillus licheniformisel triptofan 221 es troba formant part del subsgti
molt proper al glutamat 138, i el present estudiax@luar la influéncia d’aquest residu
en la definicid del K, del residu que actua com a acid/base generalel Brecanisme
enzimatic. Amb aquest proposit, s’han d’obteninelhd’ADN els mutants W221F, en
que el triptofan se substitueix per una fenilalanidisminuint el volum del residu
aromatic, i W221A, en que el triptofan se substiuper una alanina, eliminant
totalment el residu aromatic; i a continuacio cgdressar i purificar els dos mutants a
nivell de mil-ligram. Les etapes per a I'obtenciélsdmutants a nivell d’ADN i la
posterior obtencid dels mutants s’explica al capiexpressio i purificacié enzimatica.

6.4.4.1.Perfil d'activitat enfront del pH del mutant W221A

Per tal d’avaluar el paper del triptofan 221 enédéinicio del K, del residu que actua
com a acid/base general es realitza un perfil dedeHmutant W221A. Ajustant una
gaussiana als perfils dels parametres cinétigs k.o/Kv enfront del pH per al mutant
W221A s’obtenen els dosKp cinetics per a I'enzim lliure i per al complex enz
substrat (figura 6.21), que es recullen a la t&uB juntament amb els resultats
obtinguts per a I'enzim salvatge en un altre pedilpH realitzat en paral-lel.
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Figura 6.21. Perfils d’activitat enfront del pH del mutant W22de la 1,3-1,43-glucanasa de
Bacillus licheniformisfent servir com a substrat el G4G3G-MU. En el igrdE I'esquerra es
representa el parametre cinétig enfront del pH, i en el de la dreta el paramkif#y enfront
del pH. Les cinétiques es realitzen en tamp¢ 11fod¥at, 0.1 mM CaG| | = 0.1 M, a 30 °C.
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Taula 6.5. Valors del X, cinéetics obtinguts a partir dels perfils de pHiiteats a 30 °C per al
mutant W221A i I'enzim salvatge de la 1,3-B4fucanasa dBacillus licheniformis

Enzim i K cinétic  Enzim lliure Complex enzim-substrat

W221A
pKa 1 5.29 + 0.09 4.46 +0.06
pKy 2 6.65 + 0.09 7.34 +0.06

wt
pKa 1 5.04 + 0.09 43+0.2
pKy 2 7.3+0.1 7.5+0.2

En els dos enzims, el fet de formar el complexraraibstrat provoca un eixamplament
del perfil d’activitat enfront del pH que resulta&snacusat en el cas del mutant W221A.
Avaluant els efectes causats per I'eliminacié @slidu Trp221 en el mutant W221A
sobre els K, cinetics de la 1,3-1,A-glucanasa es comprova que el canvi per al residu
que actua d’acid general, al voltant de 0.15 witlt )K;, €S minim en el cas del
complex enzim-substrat. A més, I'efecte produité@sperat, una disminucié en eKp

del residu que actua d’acid general en eliminaguwp hidrofobic situat al seu costat.
Aquesta disminucié deip €s molt més marcada en el perfil de pH de I'erlliime, en
qgue es produeix una disminucié de 0.65 unitatskdepaquesta manera es confirma el
paper d’aquest residu hidrofobic situat al costdtrdsidu que actua d’acid general, no
nomeés en el correcte posicionament de I'acid gémenatal d’exercir la seva funcio
catalitica, sin6 també exercint un paper clau enddulacié del seuky. L'efecte de la
mutacio sobre elk, del residu que actua com a nucleofil en I'enziord no queda tan
clar, i és possible que no es tracti d'una influnlirecta, sind que es transmeti a través
de la xarxa de ponts d’hidrogen del centre actitsgr com a consequencia del canvi de
pKa del residu que actua com a acid general. A lardighi22 es mostra a nivell
comparatiu els perfils d’activitat enfront del pE kenzim salvatge (en linia continua), i
del mutant W221A (en linia puntejada).
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Figura 6.22. Perfils d’activitat enfront del pH de I'enzim satge (linia continua) i del mutant
W221A (linia puntejada) de la 1,3-144glucanasa d8acillus licheniformisfent servir com a
substrat el G4G3G-MU. En el grafic de I'esquerrasgsesenta el parametre cinéig enfront
del pH, i en el de la dreta el paramdigKy enfront del pH. Les cinétiques es realitzen en
tampé 11 mM fosfat, 0.1 mM Cagl = 0.1 M, a 30 °C.
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Aixi com el perfil dek.o; enfront del pH és molt similar per als dos enzitast a nivell
de K, com d’activitat enzimatica, el perfil dg./Ky permet observar un gran augment
d’eficiencia catalitica per al mutant W221A als gel maxima activitat. Donat que els
valors dek:4: SOn similars per als dos enzims, aquest canvictBetia catalitica es deu
basicament a una millora molt significativa enfédude substrat en el cas del mutant.

6.4.4.2. Analisis de Hammett dels mutants W221A i W221FRde3-1,45-glucanasa
de Bacillus licheniformis

L'estudi de la influéncia del triptofan 221 en ekeanisme de reaccio es realitza a
través d'unes analisis de Hammett dels mutants W2RW?221F, fent servir els
mateixos substrats utilitzats amb I'enzim salvalges cinetiques amb els mutants es
realitzen a les mateixes condicions experimentalgrades per a I'enzim salvatge, per
tal de poder-les comparar. En I'estudi del mutarg2®A s’inclou també el substrat
G4G3G-4BrP, del que se’'n disposa d'una petita duadntEls parametres cinetics
obtinguts en els ajusts de les equacions de Mighikdnten, amb o sense inhibicio
acompetitiva per substrat, a les cinétiques deci@ger al mutant W221A de la 1,3-
1,44-glucanasa es presenten a la taula 6.6.

Taula 6.6. Parametres cinetics del mutant W221A de la 1,3%4QMicanasa deBacillus
licheniformis obtinguts en l'ajust de I'equacié de Michaelis-Nm amb o sense inhibicié
acompetitiva per substrat a les cinetiques reaigaamb una familia d’anD-g-D-trisacarids
d’estructura basica G4G3G-X. Les reaccions s’hdradarme en tampd 6.5 mM citrat, 87 mM
fosfat, pH 7.2 i a 30 °C.

G4G3G-P 9.99 0.042 +0.003 3.6+0.5 ---- 0.012 +0.002
G4G3G-4BrP 9.34 0.056+0.001 0.46 +0.03 ---- 0.13+0.01
G4G3G-3NP 839 0.372+0.004 1.16+0.04 ---- 0.32+0.01
G4G3G-MU 7.5 0.56 +0.01 0.83+x0.04 13z%x1 0.68 = 0.05
G4G3G-4NP 7.18 0.54 +0.02 0.37 £0.03 ---- 15+0.2
G4G3G-4NP 7.18 0.623+0.006 0.40+0.01 ---- 1.56 £0.05
G4G3G-3,5DNP 6.69 4.71 +0.06 0.63 +0.02 ---- 7.5+04
G4G3G-3,4DNP 5.36 95+04 0.31+£0.02 7+2 303
G4G3G-3,4DNP 5.36 9.37+£0.08 0.196 + 0.006 ---- 48 +2
G4G3G-2,3DNP 4,96 20.9+0.3 0.37 £0.02 ---- 57+3
G4G3G-2,3DNP 4.96 23.1+0.2 0.32+0.01 ---- 72+3
G4G3G-2,4DNP 3.96 21.2+0.8 0.037 £ 0.004 ---- 573+ 84
G4G3G-2,4DNP 3.96 18.7 £ 0.3 0.030 + 0.001 ---- 630 + 40

La representacio grafica del logaritme dels parbasatineticKcat i Keaf Km enfront del
pKa per al mutant W221A es mostren a la figura 6.2&nDada ja es pot veure que
amb aquest mutant no es reprodueix el comportabifsic observat per als substrats
menys activats en el cas de I'enzim salvatge. Erestgcas es comprova que, tret del
resultat obtingut per al substrat més activat, @& sjhauria pogut arribar a assolir la
velocitat de I'etapa de desglicosidacio, el logagtdel parametre cinetlcy per a la
resta de substrats defineix una recta de pende#® -elfront del K, Tanmateix, per
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tal de poder assegurar que la desglicosidacioeésph determinant de la velocitat per
als substrats més activats s’hauria de disposanéke resultats per a substrats amb
aglicones de g, inferior a 4.96. A la figura 6.23 es mostren ais djusts que es poden
realitzar: en una linia continua es representadtajonsiderant que per al substrat més
activat s’ha assolit la velocitat de reaccio déapa de desglicosidacio, i I'ajust en linia
puntejada considera que encara no s’ha assoldideitat de I'etapa de desglicosidacio.
Els resultats representats en el grafic de Hamerekt./Ky S’ajusten a una recta de
pendent —0.73, cosa que indica, que a l'estatatssitrié de I'etapa de glicosidacié es
dona un grau important de desenvolupament de easeigre I'oxigen de I'enlla¢ que
s’escindeix. La diferéncia entre els pendents gbts en els dos grafics de Hammett
podria explicar-se en base a un augment progressia contribucié de la velocitat de
desglicosidacié en el valor final de la velocita tkaccié en disminuir elkp de
I'aglicona, com correspondria si la desglicosidafmg, com a minim parcialment,
determinant de la velocitat de reaccio.

2.0 ]
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1.0
f-\%, ] ’\24-
su 05 ¥._. ®
§) 0.0- 5"’ 3 %
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Figura 6.23. Analisis de Hammett el i Ko/ Kv del mutant W221A de la 1,3-1fglucanasa
de Bacillus licheniformisamb una familia d’ariO-f-D-trisacarids d’estructura basica G4G3G-
X,a30°CipH 7.2. En els grafics es represehtagaritme del parametre, enfront del K,

de l'aglicona (esquerra) i el logaritme del paramét,/Ky enfront del K, de I'aglicona
(dreta).

El mutant W221F representa una estructura intermedire I'enzim salvatge i el
mutant W221A. En aquest mutant, si bé s’ha elimghatiptofan, aquest s’ha substituit
per un altre residu aromatic, de manera que nopEhdut totalment I'entorn hidrofobic
al voltant del residu acid general, i alhora enem@onserva una superficie amb la que
el substrat podria fer interaccions d’apilamentrdfiobic. Amb aquest mutant també
s’ha realitzat una analisi de Hammett, i els vatils parametres cinetics obtinguts en
els ajusts de les equacions de Michaelis-Menteh, @asense inhibicio acompetitiva per
substrat, es presenten a la taula 6.7. Les repeesams de les analisis de Hammett
corresponents es mostren a la figura 6.24.

El grafic de Hammett ek, per al mutant W221F presenta una elevada dispeedsd
resultats, tot i aixi I'ajust d’una linia recta atsultats proporciona un pendent de —0.48.
En el grafic de Hammett ek../Kyv els valors del logaritme del paramekg/Kw
enfront del pH presenten menys dispersio de rdésultasa que indica que la dispersio
observada en el grafic de Hammettkenano es genera com a consequeéncia de I'etapa
d’'unié del substrat, i I'ajust lineal rendeix unngdent de —0.73, que indica un
desenvolupament de carrega elevat en 'estat deit¢ré per a I'etapa de glicosidacio.
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Es possible que de la mateixa manera que es preposhcas del mutant W221A, per
al mutant W221F també s’hagi arribat a assolirdcitat de I'etapa de desglicosidacio
per als substrats més reactius, pero I'elevadeedigp dels resultats recomana certa
precaucid a I'hora d’ajustar un grafic bifasic. &dratencié al grafic de Hammett en
Keas Cal esmentar que els tres resultats que cauesofeede I'ajust lineal corresponen a
cinétiques en qué s’ha ajustat inhibici6 acompetifier substrat. Aquest és precisament
un dels tres motius que generen dispersio en uilsiatle Hammett ek, dificultant

la determinacio correcta d’aquest parametre, iinémdsultats generalment inferiors. El
que és cert, és que el pendent del grafic de Hanamkg,; €s inferior a I'obtingut en el
grafic de Hammett ek../Kwv, i1 que tant I'efecte de la inhibicio, com I'efed&ssolir
velocitats properes a la de I'etapa de desglicogdaer als substrats meés activats, en
podrien ser la causa.

Taula 6.7. Parametres cinétics del mutant W221F de la 1,3-pMicanasa deBacillus
licheniformis obtinguts en I'ajust de I'equacié de Michaelis-Nm amb o sense inhibicio
acompetitiva per substrat, a les cinétiques realéz amb una familia d’a®-g-D-trisacarids
d’estructura basica G4G3G-X. Les reaccions s’hdradarme en tampd 6.5 mM citrat, 87 mM
fosfat, pH 7.2 i a 30 °C.

pK 1 (KeafKm) /
Substrat icona  Keat/S Ky / mM K/ mM mML.sl
G4G3G-P 9.99 0.07 £ 0.005 3.9+0.5 108 + 66 0.018 +
0.004
G4G3G-3NP 8.39 0.590+0.006 0.84+0.03 ---- 0.70+£0.04
G4G3G-MU 7.5 0.389 £0.009 0.39+0.02 9.4+0.7 1.00 = 0.08
G4G3G-4NP 7.18 0.62 £0.01 0.25+0.01 29+5 25+0.2
G4G3G-4NP 7.18 0.675+0.009 0.27+0.01 ---- 25+0.1
G4G3G-3,5DNP  6.69 7.09 £ 0.06 0.36 £0.01 ---- 19.6 +0.8
G4G3G-3,4DNP  5.36 9.3+0.2 0.15+0.01 ---- 62+4
G4G3G-2,3DNP 4,96 35.1+0.8 0.25+0.02 ---- 143 + 12
G4G3G-2,4ADNP  3.96 32+4 0.07+0.01 0.11 +0.06 470 + 140
6
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Figura 6.24. Analisis de Hammett ek i K.o/Ky del mutant W221F de la 1,3-134glucanasa
de Bacillus licheniformisamb una familia d’ariO-f-D-trisacarids d’estructura basica G4G3G-
X, a30°CipH 7.2. En els grafics es represehtagaritme del parametie, enfront del K,

de l'aglicona (esquerra) i el logaritme del paramét,/Ky enfront del K, de I'aglicona
(dreta).
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6.4.5. Cinétiques en estat preestacionari del mutarWW221A de la 1,3-1,46-
glucanasa deBacilluslicheniformis

Donat que el comportament bifasic de I'analisi danimett enk.;: per a I'enzim
salvatge s’explica en base a un mecanisme en daagugs, en concordanca amb el
mecanisme proposat pels estudis en estat preewdciola desaparicié del
comportament bifasic en els mutants en la posi@d Buggereix un canvi de
mecanisme, en el sentit que aquest tingui llo@@és d’un mecanisme lineal basic de
retencié de configuracio. Per tal d’estudiar acuesicio es realitzen cinetiques en estat
preestacionari amb el mutant W221A. Per a aquetntisi el mecanisme és lineal no
s’hauria de veure una fase d’acumulacio de prodentéer servir com a substrat el
G4G3G-MU (18), a diferencia del que s’hauria de veure amb €b&3-2,4DNP 28),

cas que per a aquest substrat la desglicosidagiebgpassat a ser determinant de la
velocitat de reaccio.

Les reaccions s’han realitzat a les mateixes caoremprades per a I'enzim salvatge,
és a dir, en tampo 6.5 mM citrat, 87 mM fosfat, @¥ CaC}, pH 7.2 i 30 °C. En tots
els casos s’observa una cinética molt similar btifmuda amb I'enzim salvatge, en que
després d’'una primera fase de retardament, esut@néase d’acumulacio de producte.
Els resultats déps i la quantitat d’aglicona alliberada per unitaemkim a la fase
d’acumulacioé es presenten a la taula 6.8.

Taula 6.8.Resultats de les cinétiques en estat preestacidelamutant W221A de la 1,3-1/4-
glucanasa d®acillus licheniformisamb els substrats G4G3G-2,4DNE)( G4G3G-3,4DNP
(21) i GAG3G-MU (18). Les cinétiqgues s’han dut a terme en tampd 6.5 cithat, 87 mM
fosfat, 0.1 mM CaG| pH 7.2, 30 °C, [W221A] = 1.78M (per als substrats8i 28) i 8.9 uM
(per al substra?l). A la taula es presenten el valor déda i la quantitat d’aglicona alliberada
per unitat d’enzim, a cada concentracié de substrat

G4G3G-2,4ADNP G4G3G-3,4DNP G4G3G-MU

,r[fﬂ,l Kobs/ ST AP/[Elo ,,[fﬂﬂ kobs/ ™ AP/[E]o [rﬁl]\/ll kobs/ S AP/[E]o

1.26 54+2  4.58 105 64+2 1.94 470 65+8 0.106
063 56+x2 4.73 0.70 62x2 1.50 235 74+8 0.106
032 69+3 391 052 59+2 1.34 117 757 0.089
0.16 62+3 1.94 0.35 83+x3 0.90 059 80+x8 0.073
0.08 63%2 1.24 026 59+2 0.61 0.29 64+10 0.056
0.04 48+x4 0.79 0.13 51+2 0.39 0.15 73+x12 0.034
0.02 22+3 047 0.07 56+2 0.26 0.07 17x7 0.022
0.01 10x2 0.22 0.03 58+x2 0.14

D’entrada el fet que s’observi la fase d’acumulatgdproducte en totes les cinétiques,
independentment del substrat emprat, ja no quadia @s resultats obtinguts en
I'analisi de Hammett ek., per a un mecanisme lineal de retencio de confojiur&ls
resultats indiquen, a ligual que en el cas dezlansalvatge, que la constant de
velocitat associada a la fase d’acumulacié de mtedno mostra gaire dependéncia de
la concentracié de substrat, tret de les concaatraade substrat més baixes, en qué
s’observa una tendencia a disminuir. En quantraglaud de la fase d’acumulacio es
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comprova que en el cas del substrat més reactjudatitat d’aglicona alliberada per a
la concentracié de substrat més elevada és mésualee qvegades superior a la
concentracié d’enzim emprada, cosa que indica utamgme ramificat. Finalment, la
relacié de les constants cinetiques de segon okdgy, inicial i d’estat estacionari
(anterior i posterior a la fase d’acumulacio) apualt mateix mecanisme proposat per a
'enzim salvatge, que es torna a mostrar a la 8gul5 prescindint de les possibles
etapes d’inhibicié acompetitiva per substrat.

Ko K1

E——FE+S=——=ES

J J S
K4 S Ksg
V* §K6

k2 " k3 .
SE SES* SEP——> E"+P+S
X

4 A
kz|lk7 s K.g Lks

o \Ke T

SE ———— SES ----- >

Figura 6.25. Mecanisme proposat per a I'enzim salvatge i elamutV221A de la 1,3-1,4-
glucanasa d®acillus licheniformisa partir dels resultats obtinguts en les cinetigeie estat
preestacionari.

Si bé no ha estat possible establir el valor deviceonformacionaKsg per dificultats en

determinar correctament el valor del parametreticin@y inicial (previ a la fase

d’acumulacid), s’ha pogut fer una aproximacio dellors de la constait; a partir dels

valors de lak.a/Ku. Els resultats, que a l'igual que en el cas deife salvatge, estan
relacionats amb la reactivitat dels substrats esgmten a la taula 6.9.

Taula 6.9. Constant d’equilibri per al canvi conformaciona Bespécie SEen funcio del
substrat emprat en les cinetiques. Condicions éwrpetals: tampd 6.5 mM citrat, 87 mM
fosfat, 0.1 mM CaGJ pH 7.2 i 30 °CKs= ki/k.

Substrat K-
G4G3G-2,4DNP 4
G4G3G-3,4DNP 5
G4G3G-MU 10

Les cinétiques en estat preestacionari del muta22 M (aixi com d’altres realitzades
amb un mutant hiperactiu de la 1,3-B-4tucanasa dBacillus licheniformisel mutant
M58A) fan pensar que el mecanisme proposat peereiln salvatge de la 1,3-154-
glucanasa d®acillus licheniformisés un mecanisme general que no es veu pertorbat
per mutacions puntuals en residus del centre dg&unanera que, tot i que els resultats
de les analisis de Hammett dels mutants W221A i W22expliquin amb facilitat fent
servir un mecanisme basic de retencio de configurathan d’interpretar prenent com

a model el mecanisme ramificat proposat.
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6.4.6. Interpretacio de les analisis de Hammett peals mutants W221A i W221F de
la 1,3-1,4p-glucanasa deBacilluslicheniformis en base a un mecanisme ramificat

La interpretacio de les analisis de Hammett deltanis W221A i W221F a partir del
mecanisme ramificat de la figura 6.25, es pot tzalien base a dos premisses diferents,
en funcié de si es considera que la segona bramsenga una activitat enzimatica
significativa o no. | en el cas de considerar guedgona branca sigui activa, s’han de
determinar les condicions que s’haurien d’acompér tal d’obtenir uns grafics de
Hammett lineals.

En el primer cas, considerant que la segona braresenta una activitat practicament
nul-la, 'analisi de Hammett nomeés representailgat que té lloc a través d’una unica
branca de reaccid. Aquest mecanisme, en estatiGgstdc es comportaria com un
mecanisme lineal en qué el canvi conformacionalsaposaria més que una etapa
d’inhibicio. Com a consequéncia les analisis de kiath que s’obtindrien encaixarien
perfectament amb el mecanisme basic de retenaord@guracio.

En el cas que la segona branca també presentitaictoatalitica, i aquesta sigui
significativa, per tal de poder tenir analisis dantinett d’acord amb el mecanisme
basic de retencié de configuracio I'etapa deterntidle la velocitat de reaccio ha de ser
la mateixa per a les dues branques. Suposant gtapd determinant és l'etapa de
glicosidacio, com sembla que és el cas, es podeardmcara dues opcions. O bé les
dues branques actives presenten un grau de degparwnt de carrega similar, de
manera que les possibles variacions en la condtauilibri del canvi conformacional
passen inadvertides; o si es donen graus de ddgpamtent de carrega diferents en les
dues etapes de glicosidacio, la constant d’equitiel canvi conformacional ha de ser
independent del substrat, de manera que els gdditéammett presentin per a tots els
substrats la mateixa mitjana entre el grau de desgmament de carrega generat en les
dues branques.

S’han considerat les dues opcions en el cas plartidel mutant W221A, que dels dos
mutants estudiats, és I'enzim per al que es dispesaés resultats.

D’acord amb la primera opcié, que implica una aigtvpracticament inexistent en la
segona branca, s’ha de plantejar el perqué damuedshinacié de l'activitat de la
segona branca en el cas del mutant. Es pot dorarexplicacié d’aquesta pérdua
d’activitat en base al perfil de pH del mutant W2 k../Ky. Aixi, al pH de treball la
proporcio d’enzim lliure que es troba en la formaitizada correcta per tal d’efectuar la
catalisi és molt baixa, ja que eKpque s’atribueix al residu que actua com a acid
general és de 6.65, i les cinétiques es realitzggHar.2. En no disposar de cap
avaluacio sobre el grau de desenvolupament degeague hauria de tenir el mutant en
la segona branca si fos actiu, es pot suposar ajienbéncia és la mateixa que en
'enzim salvatge, amb un desenvolupament de camegia inferior per a la segona
branca, possiblement degut a un major requerimegathlisi acida. D’aquesta manera,
una disminucio del i, del residu que actua com a acid general, comdaegulona en
el mutant W221A, afectaria molt més la segona l@aqpue no pas la primera, en que la
necessitat de protonacio no és tan elevada, digmidiaquesta manera la importancia
qgue pugui tenir la catalisi efectuada per la sedgor@nca en el total de la reaccid
enzimatica. Tanmateix, €s possible que els efedtesa mutacid no es vegin tan
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reflectits en I'etapa catalitica, ja que el pedid pH del complex enzim-substrat per al
mutant W221A i I'enzim salvatge son molt similasné més aviat en les etapes
anteriors d’unié i canvi conformacional que afecl@iKy;, que és on s’ha observat un
canvi més important en el comportament del mutaspecte de I'enzim salvatge.
També es podria donar el cas que la unio de stilastnautant un cop s’hagi produit el
canvi conformacional condueixi a un complex abodiun complex amb molt poca
activitat catalitica per un posicionament incoreed| mateix.

Pel que fa a I'opcid que la segona branca preseatiactivitat enzimatica significativa,
en el cas de I'enzim W221A es pot descartar I'ogpié el canvi conformacional no
sigui dependent de l'estructura electronica deksah ja que s’ha comprovat que la
constant de canvi conformaciort®} augmenta en disminuir la reactivitat del substrat.
Per tant, només es pot proposar I'opcid que les duanques tinguin un grau de
desenvolupament de carrega similar a I'etapa @egitiacio, de forma que la variacio
enK7 no comporti un canvi de pendent apreciable.

A partir dels exemples descrits en la bibliogréfi@ure apendix 3) es comprova que no
hi ha una relacio clara entre els canvis d’activétazimatica, o canvis en els perfils de
pH, i les variacions a nivell de mecanisme, i dxgue no es puguin predir, a priori, els
efectes de les mutacions sobre el mecanisme enzirAatb aixo present, si bé s’han
proposat dues explicacions per a les analisis danidt dels mutants en el triptofan
221, en base al mecanisme observat per a la 1-8dli4itanasa, sense disposar de més
informacio, no es pot discernir quina d’elles ésderecta.

6.4.7. Comparacié de les analisis de Hammett enteds mutants W221F i W221A i
I'enzim salvatge de la 1,3-1,#glucanasa deBacilluslicheniformis

A la taula 6.10 es presenta un resum dels pendbtitguts en les diferents analisis de
Hammett de I'enzim salvatge i els mutants W221A224F de la 1,3-1,4-glucanasa
de Bacillus licheniformis Per a I'enzim salvatge s’inclouen els dos possilljusts per
a I'analisi de Hammett elka/Ky en funcié de si es considera monofasic o bifasic.

Taula 6.10. Resum dels pendents obtinguts en les diferentésisnde Hammett de I'enzim
salvatge i dels mutants W221A i W221F de la 1,38tglucanasa d®&acillus licheniformis
Per a cada enzim s’indica el nombre de fases queden diferenciar en les grafiques; per a
I'analisi de Hammett erk./Ky per a I'enzim salvatge s’inclouen els dos possitdpists:
monofasic i bifasic. Condicions experimentals: tang5 mM citrat, 87 mM fosfat, 0.1 mM
CaCl, pH 7.2 30 °C.

Hammett erkq4 Hammett erk:o/Ky
fases pendent fases pendent fases penglent
. \ -0.87 ] -1
Enzim salvatge 2 -0.09 1 0.77 2 .0.44
W221A 1 -0.49 1 -0.73 -—--
W221F 1 -0.48 1 -0.73
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Les analisis de Hammett dels mutants W221A i W2&&aEsemblen molt, generant el
mateix pendent en el grafic de Hammett lgggKy i molt similar en el grafic de
Hammett enk.y, tot i que nomeés en el cas del mutant W221A Itagika realitzat
considerant que la desglicosidacio és I'etapa ohétant de la velocitat de reaccié per
al G4G3G-2,4ADNP J8). En tots dos casos, les analisis de Hammett rewlires dels
resultats normals en una glicosidasa que actuaratehcié de configuracié, amb un
grafic de Hammett ekc../Ky lineal, representatiu de I'etapa de glicosidacicqae es
dona un grau de desenvolupament de carrega eldwdiet, si es considera que I'analisi
de Hammett elc./Ky per a 'enzim salvatge també és monofasica, allgr@nobtingut
és molt similar als anteriors, indicant un desempaiment de carrega a l'estat de
transicio del mateix ordre per a l'etapa de glidasi0 en tots tres enzims. Les
diferencies més significatives entre I'enzim sajeatels dos mutants queden reflectides
en les analisis de Hammett ke, i no només en el fet que per als mutants deigiset
bifasiques, sind també en el valor del pendennghti Per als mutants aquest pendent
és inferior al de lanalisi de Hammett dg./Ky, apuntant a una desglicosidacio
parcialment determinant de la velocitat de reaaoiéntre que per a I'enzim salvatge el
pendent de I'analisi de Hammett ke €s inclus superior al de I'analisi de Hammett en
keafKm. Aquests resultats suggereixen que si bé la ntutidi triptofan 221 no sembla
afectar significativament a I'etapa de glicosidasidque ho fa a la de desglicosidacio,
amb una caiguda important en la velocitat de réad@questa etapa. Aquest fenomen
queda reflectit a la taula 6.11 en que es resumedie valors dé, obtinguts per als
tres enzims amb els diferents substrats. S’obspreger als substrats d€ antermedi

les velocitats de reaccio son similars, pero quelsesubstrats més reactius la velocitat
augmenta molt en el cas de I'enzim salvatge manieees queda estancada en el cas
dels mutants.

Taula 6.11. Compendi dels resultats del parametre cinigticper a les reaccions de I'enzim
salvatge i els mutants W221F i W221A de la 1,3Atgltcanasa dBacillus licheniformisamb
diferents substrats cromoforics. Condicions expenitals: tampd 6.5 mM citrat, 87 mM fosfat,
0.1 mM CaC}, pH 7.2 30 °C.

Substrat Ba agli Keat/ S

2 aglicona wt W221F W221A
G4G3G-P 9.99  046+0.03 0.07 +0.005 0.042+0.003
G4G3G-4BrP 9.34 0.056 + 0.001
GA4G3G-3NP 839  0.85+0.01 0.590 + 0.006 0.372 + 0.004
G4G3G-MU 7.50 0.75 +0.02 0.389 + 0.009 0.56 + 0.01
GAG3G-4NP 718  0.81+0.02 0.65+002 0.58+0.03
G4G3G-3,5DNP  6.69 49+03 7.09+006 4.71+0.06
GAG3G-3,4DNP  5.36 16.5+04  9.3+0.2 9.4+0.5
G4G3G-2,3DNP  4.96 272 +6 35.1+0.8 22.0+0.5
GAG3G-2,4DNP  3.96 590 + 14 32+4 20+ 1

Si bé una comparacio de pendents entre les anddidgitammett eR.o/Ky apunta a una
etapa de glicosidacio sense gaires canvis, es padezure conclusions més acurades
fent servir una correlacio dels resultats obtinguit els diferents substrats. Donat que
una bona correlacié entre els ldg.{Kyv) de dos enzims permet proposar la similitud
entre els seus centres actius [486, 487], una c@tifasimilar entre un enzim salvatge
i algun dels seus mutants dona informacié sobfedte de la mutacié en I'estructura
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del centre actiu a I'estat de transicié per a patae glicosidacio. La comparacio dels
logaritmes dek.o/Ky dels mutants respecte al logaritme del mateixrpand cinétic de
I'enzim salvatge proporciona grafics bifasics (fig.26), que indiqguen que es dona un
canvi de mecanisme per als quatre substrats arobs\@gk /Ky inferiors. A mode de
comparacio a la mateixa figura es mostra en tots gtafics el que significaria una
correlacio lineal amb una recta puntejada. Aqugstiics de correlacié semblen indicar
que per a I'enzim salvatge de la 1,3-%;4lucanasa d8acillus licheniformisel millor
ajust per al grafic de Hammett kp/Ky €s un ajust bifasic, tot i que a priori no sembli
necessari. En el cas dels dos mutants es comprawaper als substrats de major
reactivitat el grau de desenvolupament de carredam®zim salvatge és superior que en
el cas dels mutants (amb pendents en els grafits fitgura 6.26 de 0.73 f+ 0.98 per

al mutant W221A i de 0.47 i“x 0.96 per al mutant W221F), mentre que per als
substrats menys reactius el desenvolupament degeaés superior en els dos mutants
que no pas en I'enzim salvatge (amb pendents dei 6 0.98 per al mutant W221A i
de 1.66 i = 0.99 per al mutant W221F). Les bones correlacitiservades amb els dos
mutants per als dos grups de substrats per sepdrigtien una estructura d’estat de
transicio similar en els tres enzims, pero el fe¢ gs puguin realitzar dues correlacions
diferents per a cada parell d’enzims indica quadagrup de substrats es dona un estat
de transici6 amb un desenvolupament de carregadiieient. De fet, els resultats de
les correlacions quadren amb el fet que en el elssmdutants I'estructura de l'estat de
transicio de I'etapa de glicosidacio sigui el nmatper a tots els substrats (una Unica
branca activa) o molt similar (dues etapes de giitaxio amb un desenvolupament de
carrega parell), de manera que els diferents valersorrelacid venen donats pels
diferents graus de desenvolupament de carregavaltsemb I'enzim salvatge a I'etapa
de glicosidacio. Per tant, aquest enfocament dedsltats que tendeix a agrupar els
substrats en dos grups, amb dos estats de trandifégéents per a l'etapa de
glicosidacio, confirma la presencia de dues aetisienzimatiques diferents, que ja es
fan notar a la primera etapa catalitica.

log (k_/K,) mutant W221A

log (k_,/K,) mutant W221F

1 2 3 4 5 6 7 1 2 3 4 5 6 7
log (k_ /K,) enzim salvatge log (k_ /K,) enzim salvatge

Figura 6.26. Comparacioé dels logaritmes del parametre cinktifKy del mutant W221A
(esquerra) i W221F (dreta) enfront del logaritmendateix parametre per a I'enzim salvatge de
la 1,3-1,48-glucanasa d@acillus licheniformisLes cinetiques s’han realitzat amb una familia
d’aril O-p-D-trisacarids d’estructura basica G4G3G-X, a 3088 i7.2.

Una comparaci6 similar efectuada sobre els logastdel parametre cinétigy (figura
6.27) fa encara més evident el canvi de penderdlp@uatre substrats menys reactius.
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Figura 6.27. Comparacié dels logaritmes del parametre cing&tic del mutant W221A
(esquerra) i W221F (dreta) enfront del logaritmkendateix parametre per a I'enzim salvatge de
la 1,3-1,48-glucanasa d8acillus licheniformisLes cinétiques s’han realitzat amb una familia
d’aril O-g-D-trisacarids d’estructura basica G4G3G-X, a 30pd i7.2.

Aixi doncs, tant els resultats de les cinetiquesstat preestacionari del mutant W221A
com l'aspecte de les correlacions entre I'enzinveggk i els mutants ratifiquen la
presencia d'aquesta segona branca amb activitaihatiza (com a minim a I'enzim
salvatge) que es fa rellevant des del punt de vistgic per als substrats d4> 7.5.

6.5. Estudi mecanistic de Ig8-glucosidasa deStreptomyces sp. QM-
B814

Donat que l'analisi de Hammett de la 1,3-%;d4lucanasa d8acillus licheniformisse
surt del comportament més comunament observat iensglases, es va optar per
realitzar en paral-lel 'analisi de Hammett d’'uti@aaglicosidasa que hauria de tenir un
comportament més ortodox. Veient el gran nombrglidesidases de la familia 1 que
estan caracteritzades, i aprofitant la col-labdraanb I'Institut de Biologia Fonamental
“Vicent Villar Palasi” de la Universitat Autonomae dBarcelona, en que s’estava
realitzant la caracteritzacié d’'upeglucosidasa dStreptomycepertanyent a la familia
1, es va decidir realitzar una analisi de Hamm&tuest enzim. A tal efecte s’ha
realitzat I'expressio i purificacio, a escala de, Mginag-glucosidasa d&treptomyces
sp. QM-B814 recombinant, a la que se li ha afega& gua d’histidines per tal de
facilitar el procés de purificacié (veure capitédxpressio i purificacié enzimatica); i
s’han sintetitzat els substrats necessaris peletatalitzar I'estudi (capitol de sintesi de
substrats).

6.5.1. Caracteritzaci6 cinética de |I#-glucosidasa destreptomyces sp. QM-B814

Abans de realitzar les analisis de Hammett amp-dducosidasa d&treptomycesp.
QM-B814 s’han realitzat un perfil de pH i un de paratura de I'enzim salvatge per tal
de determinar les seves condicions d’estabili@ttivitat maxima. En els dos estudis
s’ha fet servir com a substrat el 4'-nitroferfitD-glucopiranosid, i aixi com la
temperatura triada per tal de realitzar el perBl pH és de 40 °C, el perfil de
temperatura s’ha realitzat al pH al que s’ha oltirey maxim d’activitat enzimatica.
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6.5.1.1 Perfil d’activitat enfront del pH

S’ha realitzat un perfil de pH de l'activitat de faglucosidasa dé&treptomycesn
tampo fosfat 50 mM, 1 = 0.15 M i 40 °C, fent sersim a substrat el G-4NP i mesurant
en continu de I'absorbancia del 4-nitrofenol alfddeal llarg del temps. Els parametres
cinétics obtinguts a cada pH es recullen a la taulla i es representen a la figura 6.28.

Taula 6.12.Parametres cinétics de la hidrolisi del 4’-nitrofe8-D-glucopirandsid per part de la
p-glucosidasa d&treptomycea diferents pH. Condicions experimentals: tam@iafio50 mM,
| =0.15 M, 40 °C.

PH  kea/S' Ky /pM Ki/mM  (KeadKu) /ST-mM™?

4.55 14+ 2 210 + 46 1.5+0.6 67 £ 23
5.0 10.7+0.4 85+8 2.8+0.5 125+ 17
55 11.8+0.8 88+1 1.7+04 133+11
6.0 17.7 £0.9 146 + 13 0.87 £ 0.09 121 +17
6.25 23+2 174 + 27 0.8+0.1 129 + 32
6.5 23+2 218 + 34 06+0.1 106 + 27
6.75 20+1 147 + 20 0.9+0.2 134 + 28
7.0 15.0 £ 0.9 129 + 16 1.4+0.2 117 £ 22
7.5 8.1+0.1 149 + 34 1.7+0.6 55+ 19
8.05 56+0.6 199 + 36 24+0.9 28+8
gg: P 140
20+ . 120
18- (Y =
- 16- g€ 100+
Ln. :;: ¢ o gol
< 104 ¢ < 60| °
g- > < 40
4-
2] 201
4.5 5.0 5.5 6.0 6.5 7.0 7.5 8.0 4.5 5.0 5.5 6.0 6.5 7.0 7.5 8.0
pH pH

Figura 6.28. Perfils d’activitat enfront del pH de Jaglucosidasa d&treptomycesEsquerra:
perfil del parametrek.,; enfront del pH, dreta: perfil del parameteg/Ky enfront del pH.
Condicions experimentals: tampd fosfat 50 mM, 1E0M, 40 °C.

Si bé a pH acids el comportament d¢-glucosidasa és una mica anomal, els resultats
obtinguts a pH> 5.5 permeten realitzar un ajust prou acurat deil ple pH de I'enzim
tant enk:a: com enk.o/Ky. Els [Kj cinetics obtinguts en els ajusts per a I'enziordi(a
partir dels valors di:,/Kwv) i per al complex enzim-substrat (a partir del®orsadek.a)

es recullen a la taula 6.13.
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Taula 6.13.Valors de [, cinetics per a I'enzim lliure i per al complex enzsubstrat per a la
S-glucosidasa d&treptomycesp. QM-B814.

Enzim lliure Complex de Michaelis

pKal """ 579
PKa2 7.52 7.03

En el cas de I'enzim lliure només es pot ajustgokglcinétic atribuible al residu que fa
el paper d’acid general, que és de 7.52, ja quel agdd no es disposa de suficients
resultats com per definir una bona corba de G&essal complex enzim-substrat si que
s’han pogut definir els K, atribuibles als dos residus catalitics, que s6b.d@ i de
7.03, ara bé el a pH acids s’ha ajustat prescindint dels resubiapdd 4.5 i 5, de
manera que es tracta només d’un resultat aproxiEsatomprova doncs, que a 40 °C la
S-glucosidasa d&treptomycepresenta el seu maxim d’activitat a I'entorn de b, i
gue d’acord amb la gran majoria de glicosidasepKelque s’atribueix al residu que
actua com a acid general disminueix en formar-sermlplex enzim-substrat.

6.5.1.2 Perfil d’activitat enfront de la temperatura

El perfil d’activitat enfront de temperatura s’tealitzat a pH 6.5, que és el pH en qué
s’ha observat el maxim en l'eficiencia catalitica ld f-glucosidasa a 40 °C, i a una
Unica concentracié de substrat de 88 que correspon al maxim d’activitat a 40 °C i
pH 6.5. La reacci6 s’ha seguit en continu mesufabsorbancia del 4-nitrofenol a 400

nm, els resultats obtinguts es mostren a la tadkh &a representacio del logaritme de
Vo/[E]o enfront de I'invers de la temperatura es presenta figura 6.29.

Taula 6.14.Velocitat de reacci6 de Jaglucosidasa d&treptomycesp. QM-B814 a diferents
temperatures. Es mostren també les emprades per a la determinacié de la velocitat
d’alliberament de 4-nitrofenol en cada cas. Cowdiside reaccié: tamp6 50 mM fosfat pH 6.5,
| =0.15 M, [G-4NP] = 588 M, [wt] = 5.6 nM.

Temperatura / °C Ae/Mtcm®  (Vo/[E]o) / S*

30 4804 3.63
40 5130 7.27
45 5243 10.40
50 5464 12.52
55 5719 15.54
60 6004 16.77
70 6747 2.41
80 7175 1.87
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Figura 6.29. Representacié del logaritme dg[k], enfront de I'invers de la temperatura de
reaccio per a I#-glucosidasa d&treptomycesp. QM-B814 enfront d'una dissolucié 5881
de 4’-nitrofenil f-D-glucopiranosid a pH 6.5.

A partir dels resultats obtinguts s’observa quéetaperatura optima és de 57.5 °C, ja
gue a 60 °C la inactivacié enzimatica ja es fagaalé\quest fet s’observa tant en el
grafic de la figura 6.29, com en les cinetiqueseadecio, en qué a aquesta temperatura
s'observa una pérdua de linealitat de la veloditatial abans dels deu minuts de
reaccidé, cosa que no succeeix a temperatures drderiés indicativa de la perdua
d’activitat enzimatica.

Com el perfil de temperatura s’ha realitzat a lacemtracié de substrat en que
I'activitat €s maxima es pot aproximar el valor datametre cinétik., al del quocient
Vo/[E]o. Per tant, a partir de I'ajust del In/fE]o enfront de 1/T per a temperatures
inferiors a 55 °C, es poden obtenir els valors'@leelgia d’activacioé (B i el valor del
logaritme de la constant d’Arrhenius (A) fent seRequacio d’Arrhenius linealitzada
(equaci6 6.9): F= 11.5 + 0.4 kcal-mdli InA = 21 + 1.

Ink=InA- E, Equacio 6.9.
R-T

Aplicant les equacions 6.10 i 6.11 a partir del®nrgad’aquests termes cinetics poden
obtenir-se en els parametres termodinamics d'ag@ivaH* i AS* per a la reaccid
catalitzada per lg-glucosidasaAH* = 10.9 kcal-mot i AS* = -18.9 cal-met-K™.
Aquests valors indiquen que tant els factors eitslpom els entropics contribueixen a
I'increment de I'energia d’activacio de Gibbs, addmini de la contribucié entalpica a
temperatura ambient.

E,=AH*+R-T Equacio 6.10.
ast
kg T R -
A= Bh exp[ R ] Equacié 6.11.
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6.5.2. Analisis de Hammett de |I#-glucosidasa destreptomyces sp. QM-B814

Les condicions experimentals que s’han escollitglede realitzar I'analisi de Hammett
son de tampo fosfat 50 mM a pH 6.5, que és el pgual s’ha observat el maxim en
I'eficiencia catalitica de I'enzim, i a una tempera de 30 °C, en que I'enzim és estable
I mostra una activitat acceptable, i d’altra bardahidrolisi espontania dels substrats
encara no és significativa. Degut a la senzillaessibilitat tant a I'enzim com als
substrats, totes les cinétiques de Il'enzim salvaageb els diferents arils-D-
glucopiranosids s’han realitzat per duplicat. Essgmetres cinétics obtinguts en els
ajusts es presenten a la taula 6.15.

Taula 6.15. Parametres cinétics obtinguts en I'ajust del madkelMichaelis-Menten amb
inhibicié acompetitiva per substrat a les cineti&jde Ig8-glucosidasa d8treptomycesp. QM-
B814 amb una familia d’arjf-D-glucopiranosids amb diferents aglicones, en tagpadnM
fosfat, pH 6.5 a 30 °C.

Substrat  Masgiona  Kea/S'  Kw/uM K, / mM (r‘;ﬁi‘/’lﬁ?ﬂs?l/
GP 909 070006 2070280 112  0340.07
G-P 9.99 06+01 2610+750 21+13  02+0.1
G-4BIP 9.34 33+01  461+30  29+11  7.2+07
G-4BrP 9.34 33+01 472433  27+10  7.1+07
G-3NP 8.39 15+ 2 234+52  12+04  64+22
G-3NP 8.39 16 +2 251+51  11+03  64+21
G-MU 7.53 134404  61+4 41+07  220+21
G-MU 7.53 101+0.3  54+5 5+1 187 + 23
G-2NP 7.22 8+1 2044  018+0.05 497 +136
G-2NP 7.22 8+3 25+17  02+01 300+ 300
G-4NP 7.18 94+05  116+11  1.0+01  81+12
G-4NP 7.18 6.9+0.3 91+8 13+01  76+11
G-3,5DNP 6.69 230406  63+4 10+3  363+34
G-3.5DNP 6.69 18.0+0.8  45+6 12+5 399 +70
G-3.4DNP 5.36 21+1 77410  22+06  277+53
G-3.4DNP 5.36 151+04  50+4 42+07  302+32
G-2.3DNP 4.96 127408  18+2 2+2 707 +134
G-2.3DNP 4.96 106+0.7  12+2 241 862200
G-2.4DNP 3.96 28+ 1 98+0.8 018+002 282683
G-2.4DNP 3.96 33+1 61+05 033+005 543935

El model que millor s’ajusta als resultats obtisges el de Michaelis-Menten amb
inhibicié acompetitiva per substrat, excepte enca del 2’-nitrofenil f-D-gluco-

piranosid, en que I'ajust d’'aquesta equacié eésariant molt pobre, fent-se evident que
la cinética de reacci6 descriu un comportament @@ sjobserven dues activitats

enzimatiques (figura 6.30).
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Figura 6.30. Cinetica d’hidrolisi del 2’-nitrofenil 5-D-glucopiranosid per accié de &
glucosidasa d&treptomycesp. QM-B814 en tampd 50 mM fosfat, pH 6.5, 30E@.el grafic
es representa la/fE], enfront de la concentracié de substrat. En una dantinua es mostra
I'ajust de I'equacié de Michaelis-Menten amb inbibiacompetitiva per substrat.

De fet, aquest comportament tampoc és tan estjangue s’ha descrit que &
glucosidasa deStreptomycessp. QM-B814presenta activitat transglicosidasa [488,
489]. Quan se segueix una cinetica de reaccié meslialliberament de I'aglicona,
I'activitat transglicosidasa pot passar inadvertader-se clarament palesa de dues
maneres, o bé amb un augment de la velocitat dlsdia elevades concentracions de
substrat més enlla de la velocitat de saturaci@ s dona quan la velocitat de
transglicosidacié és superior a la velocitat degylilgssidacid, o bé com una inhibicié
que no arriba a abolir totalment lactivitat enztiro@a, quan la velocitat de
transglicosidacio és inferior a la velocitat degliessidacioé (equacions 6.13 i 6.14 de la
figura 6.31). A la figura 6.32 es mostren dos ajulferents per als resultats obtinguts
en la hidrolisi del 2’-nitrofenip-D-glucopiranosid. La linia puntejada correspon p$t
del model de Michaelis-Menten amb inhibicié acornipet per substrat, mentre que la
linia continua correspon a l'ajust d’'un model eré da glicosidasa que actua amb
retencié de configuracié presenta activitat hidicdi i activitat de transglicosidacio
(figura 6.31). Tot i que I'ajust del model que imgltransglicosidacié és molt més
reeixit que no el d’'inhibici6 acompetitiva, els garetres cinetics obtinguts continuen
tenint uns errors d’ajust molt elevats, i donat @le parametreg.,1i Ky son del
mateix ordre de magnitud que els obtinguts ambaslehamb inhibici6 acompetitiva, a
la taula es recullen els valors obtinguts amb $gjd’inhibici6 acompetitiva per tal
d’homogeneitzar criteris.

X hidrolisi
K1 k2 k

ES -
EP——E+P; v, kcat'l'[s] + kcat,z '[S]2

. L, gl

SEP—> E + P, :

transglicosidacio Equaci6 6.12.

On considerant que I'etapa de formacio del comp@exari esta en equilibri
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K, K, K, ks 1 k,+k, kg
kcatl = kcatZ = L o KM = '
© ok, kg “k,+k, K, k., Kk, +kg
Equacio 6.13. Equacio 6.14. &b 6.15.
k, +k
K, = S K,
K
Equacio 6.16.

Figura 6.31.Mecanisme d’acci6 d’'una glicosidasa que actua@tamcio de configuracié i que
presenta tant activitat hidrolitica com activita ttansglicosidacio, i equacié de velocitat
associada. A les equacions 6.13-6.16 es mostrafiaiad6 dels diferents parametres cinetics.
Un tret caracteristic de les analisis de Hammetjenla desglicosidacio és determinant de la
velocitat de reacci6 és la disminucio del valotalky en augmentar la reactivitat del substrat.
L'explicacio d'aquest fet rau en la propia defibicie la constarky, (equacio 6.15), que només
s'identifica amb la constant de dissociacio del plex enzim-substrat si la velocitat de I'etapa
de glicosidacio K,) és molt inferior a la velocitat de I'etapa de gle®sidacio ks) i, per tant,
limitant de la velocitat de reaccié. En aguest®sasds valors de Iy dels diferents substrats
solen ser del mateix ordre de magnitud i els cageigeralment reflecteixen els efectes esterics
en la unio del substrat. Quan la desglicosidaciieéspa determinant de la velocitat de reaccio
el valor de laKy s’allunya del valor de la constant de dissociaei@ del complex enzim-
substrat, i disminueix en augmentar la reactidtsubstrat.

Parametres cinétics de [lajust de
'equaci6 6.12 als resultats obtinguts amb
el G2NP:

k1= 12+4 8
keat2= 0.03 + 0.02°8
Ky = 37 + 17uM
K, = 0.02 + 0.01uM

0 200 400 600 800 1000
[G-2NP] / uM

Figura 6.32. Cinetica d’hidrolisi del 2’-nitrofenil3-D-glucopiranosid per accio de |&
glucosidasa d&treptomycesp. QM-B814 en tampd 50 mM fosfat, pH 6.5, 30EG el grafic
es representa lafJE], enfront de la concentracié de substrat. En una tontinua es mostra
'ajust de I'equacioé corresponent al model amb dboemques que comporta les activitats
d’hidrolisi i transglicosidacio, i en linia puntelal’ajust de I'equacié de Michaelis-Menten amb
inhibicié acompetitiva per substrat.
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Figura 6.33. Analisis de Hammett ek.; i enk../{Ky de lap-glucosidasa de Streptomyces sp.
QM-B814 amb una familia d’arff-D-glucopiranosids en tampé 50 mM fosfat, pH 6.5°G0
En els grafics es representa el logaritmégéesquerra) i d&../Ky (dreta) respecte deKpde
I'aglicona.

A partir dels parametres cinetics s’obtenen elfap@le Hammett ek.aii enkea/Ky de

la p-glucosidasa deStreptomycessp. QM-B814 (figura 6.33). El grafic erk.a, é€s
clarament bifasic, de manera que per als subsgjugtdéenen aglicones d&psuperior a

8 el pendent és de -0.85, mentre que per a la dessaibstrats el pendent és de —0.07.
Aquest canvi de pendent és indicatiu d’un canietapa determinant de la velocitat de
reaccié, aixi per als substrats que tenen aglicdagk, inferior a 8, la desglicosidacio
és l'etapa determinant de la velocitat de reacoentre que per a la resta podria ser-ho
la glicosidacio, i en aquest cas s’observaria wvatl grau de desenvolupament de
carrega a l'estat de transicio. En el grafic esmava que la velocitat d’hidrolisi del
substrat més activat, el 2’,4’-dinitroferfiiD-glucopiranosid, és clarament superior a la
resta de substrats per als que la desglicosidadiétapa determinant de la velocitat de
reaccié. De fet, si no s’inclou en I'ajust el reaatilcorresponent a aquest substrat, el
pendent del grafic de Hammett leg: per als substrats més activats passa a ser d& —0.0
és a dir practicament nul, que és més coherent eimijue seria d'esperar si la
desglicosidacio és I'etapa determinant de la vibdie reaccio.

Pel que fa a aquest plus d'activitat observat ercaa del 2’,4’-dinitrofenil 5-D-
glucopiranosid, després de descartar que aquestesigle velocitat sigui degut a la
hidrolisi espontania del substrat, es planteja dasibilitat que amb aquest substrat
s’observi hidrolisi de superficie (hidrolisi espania catalitzada per la superficie
enzimatica). Per tal d’estudiar aquesta opcio s'tealitzat cinetiques a les mateixes
condicions experimentals utilitzades en les arsatisi Hammett perd en aquest cas s’ha
substituit I'enzim salvatge de faglucosidasa, per un mutant inactiu, el E383A, ésie
un mutant en el residu que actua com a nucledfila Somprovat que fent servir la
mateixa concentracio d’enzim emprada per realifaaglisi de Hammett, la velocitat
d’hidrolisi del substrat és del mateix ordre de niagl que la seva hidrolisi espontania.
Aquest resultat descarta la catalisi superficialgset de I'enzim com a responsable de
'augment de velocitat observat amb aquest subdira altra possibilitat que no es pot
descartar és la contribucié que pot aportar laciabde transglicosidacié a la velocitat
total d’alliberament de 2,4-dinitrofenol, que erfiniéva és el que es mesura. S’ha de
tenir present, que per a un enzim que transgliepsaduesta segona activitat esta
sempre present en competencia amb la desglico§idaisio no vol dir que I'etapa de
transglicosidacio hagi de tenir la mateixa veldatab tots els substrats sintetics, ni el
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mateix pes en la velocitat final que es mesura gdienzim. Parant atencio al
mecanisme de la figura 6.31, s’observa que lagtmasidacio comporta, d’una banda,
la uni6 d’'una segona molecula de substrat al ceattas, i de laltra, una etapa
catalitica. | I'efecte que tingui I'estructura delbstrat sobre aquests dos parametres no
té per que ser el mateix, ni anar en la mateixacdié. El que si que guarda més relacio
és el pes que té I'etapa de transglicosidacié aadhitat catalitica de I'enzim. Aixi
doncs, com més rapida és la velocitat de glicogdacfront de la de desglicosidacio,
més intermedi de reaccid s’acumula, i com lintadim&s el producte de partida de la
reaccié de transglicosidacio, més afavorida es aguesta. A la taula 6.15 es pot
observar com hi ha una certa tendéncia a una dismirde laK, com millor és el
substrat (K, de I'aglicona més acid), tot i aixi no és un edeghiforme, indicant que
guelcom diferent de I'estructura electronica ddisstat, possiblement factors estérics,
també afecten l'activitat transglicosidasa. No elsdescartar, per tant, que en el cas del
2',4’-dinitrofenil S-D-glucopiranosid, que és el substrat per al que dmcitat de
glicosidacio és major, la contribucié en catalispdda a I'etapa de transglicosidacio
sigui prou important com per a marcar una dife@nespecte de la resta de substrats en
la velocitat d’alliberament de I'aglicona.

En el grafic de Hammett dn./Ky la dispersio dels resultats no permet una distinci
clara entre un ajust lineal o bifasic (figura 6,38)que tant ajustant una Unica recta als
resultats, com amb un ajust bifasic deixant de &aatsl dos substrats amb aglicones de
major K, la correlacié és de I'ordre de 0.75-0.80. En réffig de la figura 6.33 es
mostren les dues possibilitats. Ajustant una Umnéda, el pendent del grafic és de
—0.55, i es fa forga evident que el punt correspbakfenil f-D-glucopiranosid queda
molt per sota del valor esperat, possiblement degut efecte esteric en la unio o al fet
gue en no poder generar cap interaccio per poidrdden en el subseti +1 I'orientacié
del substrat respecte dels residus catalitics difgrient a la de la resta de substrats. En
un ajust bifasic, el pendent per als substrats awésats és de —0.33, mentre que els
valors del logaritme dk../Ky per als tres substrats menys reactius defineixecta de
pendent —1.46 respecte delK,pde les seves aglicones. Degut a l'elevat valor del
pendent per a aquests darrers substrats, que oonmgzatible amb la hidrolisi dg-
glucosids, pren forca l'ajust lineal. ElI pendent €255 (o de —0.41 si no es té en
compte el valor dek../{Km per al fenil f-D-glucopiranosid) indica una etapa de
glicosidaci6 amb un desenvolupament de carregaediscl’estat de transicid. Aquest
resultat no concorda amb l'obtingut en I'analisii@mmett erk.,, on el pendent per
als substrats menys reactius és de —0.85, costaqensar que per a aquests substrats
la glicosidacié no sigui I'etapa determinant devdéocitat de reaccid, siné que una altra
etapa diferent de les dues etapes catalitiquesapnept dites sigui la que determini el
valor dek:,. Per a aquests dos substrats, el G-4BrP i el gaé¢’no poden establir ponts
d’hidrogen amb cap residu del subseti +1, i que gmantra podrien fixar millor
I'aglicona a través d’interaccions de van der Waaks podria proposar que l'etapa
d’alliberament d’aglicona passi a ser determinknia velocitat de reaccio.
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6.5.3. Analisis de Hammett del mutant C181A de IA-glucosidasa deStreptomyces
sp. QM-B814

La cisteina 181 és un residu neutre situat a Belatidel centre actiu de faglucosidasa

de Streptomycesp. QM-B814 que, d’una forma similar al triptofa?21 de la 1,3-1,4-
glucanasa deBacillus licheniformis estableix interaccions de van der Waals amb
I'aglicona. Préviament al present treball s’haviservat que en eliminar aquest residu
en el mutant C181A disminueix en gran mesura léioid per substrat que s’observa
en les cinetiques de I'enzim salvatge amb el 4bfénil f-D-glucopiranosid (figura
6.34). Es a dir, que tant la cisteina 181 eftdgucosidasa com el triptofan 221 ersla
glucanasa juguen papers importants en la unié loltraitis, que es tradueixen en canvis
significatius ja sigui en el parametkg; o en la constant d’inhibici&,. S’ha realitzat
una analisi de Hammett del mutant C181A dé-tducosidasa d8treptomycesp. QM-
B814, substituint la cisteina per una alanina pedé determinar si, en aquest cas, la
mutacio del residu neutre que interacciona amhulestsat en el subseti +1 introdueix
algun canvi significatiu a nivell mecanistic.

v, /iwt], /s
.
v,/[C181A], / s™
PRI e wr kP (P k atfr

0.00.20.40.60.81.01.21.41.6 1.8 00 05 10 15 20
[G-4NP] / mM [G-4NP] / mM

Figura 6.34. Cinetiques d’hidrolisi del 4’-nitrofenip-D-glucopiranosid per accié de I'enzim
salvatge (esquerra) i el mutant C181A (dreta) gkdmcosidasa d8treptomycesp. QM-B814
en tampdé 50 mM fosfat, pH 6.5, 30 °C. En el gr&icrepresenta la/fE]o enfront de la
concentracio de substrat.

Per tal de realitzar I'analisi de Hammett s’ha hadiexpressar i purificar el mutant
C181A de lap-glucosidasa dé&treptomycesp. QM-B814 a nivell de mg, tal i com
s’explica al capitol d’expressié i purificaci6 emdética. Les cinétiques s’han realitzat a
les mateixes condicions emprades per a I'enzimatgdy tamp6 50 mM fosfat, pH 6.5 a
30 °C, per tal de poder comparar posteriormentesigitats. Aixi com en el cas defla
glucosidasa salvatge ha estat necessari ajusiguabe de Michaelis-Menten amb
inhibicié acompetitiva per a tots els substratsekeoas del mutant C181A aquest ajust
nomeés ha estat necessari en el cas dels substaitsofenil- i 4’-nitrofenil S-D-
glucopiranosids, ja que per a la resta de substmagsobserva inhibicié. Els parametres
cinétics ajustats a les diferents cinétiques esnema la taula 6.16.
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Taula 6.16. Parametres cinétics obtinguts en I'ajust del matkelMichaelis-Menten a les

cinetiques del mutant C181A de faglucosidasa destreptomycesp. QM-B814 amb una

familia d’aril f-D-glucopiranosids amb diferents aglicones, en tabipmM fosfat, pH 6.5 a 30

°C. Només en el cas dels substrats G-2NP i G-4NRskat necessari realitzar I'ajust de
I'equacié de Michaelis-Menten tenint en comptenkailbicié acompetitiva per substrat.

Substrat  Masgiona  Kea/S'  Kw/uM K, / mM (r‘;ﬁi‘/’lﬁ?ﬂs?l/
GP 999 130007 2705 <360 - 048009
G-4BrP 9.34 103+01  411+12 25+ 1
G-3NP 8.39 149+03  131+10 114 + 11
G-MU 753  1049+008 95+3 110 + 4
G-2NP 7.22 140405  25+2 11402 560465
G-4NP 7.18 101402  126+7 10+2 80+ 6
G-3,5DNP 6.69 189+0.2  59+3 320 + 20
G-3.4DNP 5.36 152401  34+1 447 + 16
G-2.3DNP 4.96 26.8+05  12+1 2233 + 228
G-2.4DNP 3.96 479+07 9.0+06 5322 + 433

A la figura 6.35 es presenten els grafics de Hameret.,; i keo/ Ky Obtinguts a partir
dels parametres cinétics ajustats en el cas deAnh@181A de Ig8-glucosidasa de
Streptomycesp. QM-B814. Malgrat que a simple vista sembli gueels dos grafics
s’esta reflectint la mateixa etapa, la interprétataquests grafics és diferent. El grafic
de Hammett eR.o/Ku, amb un pendent de —0.53 si s’ajusten tots eltsspude —0.40 si
no es té en compte el punt corresponent al febHglucopiranosid, indiquen que no hi
ha gaire desenvolupament de carrega a |'etapaidssiglacié. De forma similar al que
s’ha observat amb I'enzim salvatge, el punt cowaspt al K, del fenol cau molt per
sota de la recta, segurament com a consequéndgumbadiferéncia en I'etapa d’'unio.
D’altra banda, en el grafic de Hammettlen que no mostra els efectes que es puguin
donar en I'etapa de formacio del complex de Midkael fet que el punt corresponent
al fenil -D-glucopiranosid se situi molt per sota de I'ajustdl efectuat amb la resta de
substrats, s'interpreta com que per a aquest stlisirla glicosidacio, bé I'alliberament
de I'aglicona, és I'etapa determinant de la velddie reaccio, mentre que probablement
per a la resta de substratsklg reflecteix basicament I'etapa de desglicosidadida
altra vegada, de forma similar al que s’observa dmhzim salvatge, lakea
corresponent al substrat més activat, el 2',4’tdifenil f-D-glucopiranosid se situa per
sobre de I'ajust lineal, i s'observa una tendemrcian augment dk.;: en augmentar la
reactivitat del substrat que rendeix un pendent@#&l (obviant el punt corresponent al
fenil p-D-glucopiranosid). L'explicacié dels resultats ésriateixa que s’ha donat en el
cas de I'enzim salvatge, i aquesta aportacio amlitien velocitat que fa que, per a
aquells substrats en que la desglicosidacio éapketdeterminant de la velocitat de
reaccio, el pendent del grafic de Hammettkep no sigui nul, és la contribucié de
I'etapa de transglicosidacio.
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Figura 6.35. Analisis de Hammett ek, i enk./Ky del mutant C181A de |gglucosidasa de
Streptomycesp. QM-B814amb una familia d’arif-D-glucopiranosids en tampé 50 mM fosfat,
pH 6.5, 30 °C. En els grafics es representa elritnga dek., (esquerra) i dé.,/Ky (dreta)
respecte dellg, de I'aglicona.

A molts efectes, sembla que l'eliminacié de la aiisa 181 no produeix canvis
significatius en el mecanisme d’accio deflglucosidasa. Sent molt generosos es pot
aventurar un canvi en el punt d'inflexio en el grafle Hammett erk.,, pero la
dispersié dels resultats obtinguts amb el mutaniptec permet assegurar-ho amb
claredat. Pel que fa a l'efecte de la mutacié sdibtapa de glicosidacié en el grafic
comparatiu del logaritme dk../Ky dels dos enzims s’observa un ajust lineal dels
resultats dels dos enzims amb un pendent de @8 correlacio de 0.95 (figura 6.36).
Aix0 indica I'elevada similitud de I'estructura dlestat de transicio en el cas dels dos
enzims, i també, que sigui quin sigui el motiu €ueue el resultat de logL/Ku) per

al fenil g-D-glucopiranosid s’aparti de la linealitat en elafgpgs de Hammett ekia/Kwy,

és el mateix per als dos enzims.

1

log (k_/K,) mutant C181A
°

4 0 1 2 3 4
log (k_/K,) enzim salvatge

Figura 6.36. Relacio entre el logaritme del paramekeg/Ky del mutant C181A i I'enzim
salvatge de Ig-glucosidasa d&treptomycesp. QM-B814 enfront d’'una familia d’arfi-D-
glucopiranosids. Condicions de reacci6: tamp6 50 fodfat, pH 6.5, 30 °C.
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6.6. Conclusions

6.6.1. 1,3-1,48-glucanasa deBacilluslicheniformis

» Les anadlisis de Hammett de I'enzim salvatge d&,3al,44-glucanasa d®acillus
licheniformis s’expliquen en base al segient mecanisme ramféicdt dues especies
enzimatiques actives, en qué la segona brancargliemancia a nivell cinétic per als
substrats dek, > 7.5:

Ko K1

E—‘E*‘FS—‘ES*

J J S
Ky S Ksg
/ ‘:K6 k2 ks
SE SES* SEP———> E*+ P+S
4 A j
ks X

'** SK 9 SES™ K10 o K11

SEP——>E™+P+S

X

» A partir dels pendents de I'analisi de HammetkgyKy es proposa que el grau de
desenvolupament de carrega en l'estat de trang@ica I'etapa de glicosidacio de la
primera branca és molt important, amb una proténpcicticament nul-la (pendent de
-1), mentre que per a I'etapa de glicosidacio deegona branca és bastant més moderat
(pendent de —0.44).

» El grafic de Hammett ek, de I'enzim salvatge indica que mentre que per a la
primera branca l'etapa determinant de la velocieateaccio és I'etapa de glicosidacio,
per a la segona branca ho és la de desglicosidacio.

» Les analisis de Hammett de I'enzim salvatge arelifis pH indiquen un canvi de

mecanisme a pH acids (possiblement a pH < 6), gumeconcretar en base a un canvi
d’etapa determinant de la velocitat de reaccid,éoeh un canvi en la importancia

relativa de les dues branques actives.

» La mutacio W221A comporta una disminucio d#&l, @ssignat al residu que actua
com a acid general de 0.65 unitats #g per a I'enzim lliure i de 0.15 unitats d&gen

el complex enzim-substrat, confirmant el papertdptofan 221 en la modulacio del
pK, del residu que actua com a acid general.

» Les analisis de Hammett dels mutants W221A i W224dk molt similars i mostren
el comportament estandard per a una glicosidasa aptea amb retencié de
configuracié. Els pendents de —0.73 per al graficHhdmmett erk.o/Ky indiquen un
elevat grau de desenvolupament de carrega en tl'dstatransicié de l'etapa de
glicosidacio. La disminucié del valor del pendent @ls grafics de Hammett dQy
(pendente -0.5) respecte del pendent en les analisis £Ky S'interpreta en base a una
etapa de desglicosidacio parcialment determinatd delocitat de reaccio.

230



Analisis de Hammett

» Els resultats de les cinétiques en estat prees@tiper al mutant W221A amb els
substrats G4G3G-MULB), G4G3G-3,4DNPZ1) i GAG3G-2,4DNP Z8) indiquen que
aquest mutant presenta un mecanisme ramificat qgueal’enzim salvatge.

» La interpretacio de les analisis de Hammett del2¥W® en base al mecanisme
ramificat proposat també per a I'enzim salvatgeneten plantejar dues hipotesis: o bé
la segona branca d’aquest mecanisme no presentctivigat enzimatica significativa,

0 bé I'estructura de I'estat de transicio de I'etale glicosidacié és la mateixa per a les
dues branques.

6.6.2.f-glucosidasa destreptomyces sp. QM-B814

» Lap-glucosidasa d&treptomycesp. QM-B814 presenta el seu maxim d’activitat en
la hidrolisi del substrat 4’-nitrofenit-D-glucopiranosid al voltant pH 6.5 1 57.5 °C. Els
pK, cinétics de I'enzim en la hidrolisi del mateix striat sén de 5.79 i 7.03 per al
complex de Michaelis i de 7.52 per a I'enzim lliuk@ reaccié transcorre amb ung=£
11.5 + 0.4 kcal-mdl, i ambAH* = 10.9 kcal-moti AS' = -18.9 cal-mot-K?, indicant
gue tant el factor entalpic com entropic contrikeaia 'augment de I'energia lliure de
Gibbs d’activacio.

» L’analisi de Hammett elk./Ky de lafg-glucosidasa salvatge amb un pendent de
—-0.41 indica que el desenvolupament de carregastat’ de transicié de l'etapa de
glicosidacio només és moderat. L’analisi de Hammiekt.,; indica que per als substrats
gue tenen aglicones amBKgpinferior a 8 la desglicosidacio és I'etapa detaami de la
velocitat de reaccio.

» Lanalisi de Hammett erk./Ky del mutant C181A de lg&-glucosidasa de
Streptomycesp. QM-B814 amb un pendent de —0.40 indica unmiesepament de
carrega moderat en |'estat de transicié de I'ethpglicosidacio. A partir de I'analisi de
Hammett enk.;; del mutant es proposa que per a tots els substeatdel fenil5-D-
glucopiranosid la desglicosidacio és I'etapa deieamt de la velocitat de reaccio.

» La mutacié C181A no introdueix cap modificacionsfigativa en I'estructura de
I'estat de transicio de I'etapa de glicosidacio.

» L’augment de velocitat de reaccié del substrat’2linitrofenil -D-glucopiranosid
respecte de la resta de substrats amb tots dosiemmossiblement indica que per a
aquest substrat la velocitat de l'etapa de tracsgjilacio és del mateix ordre de
magnitud que el de I'etapa de desglicosidacio.

» El fet que per al substrat ferfitD-glucopiranosid tant l&.,;: com lakea/Kym siguin
inferiors a I'esperat amb tots dos enzims pot imdgue per a aquest substrat I'etapa de
formaci6 del complex de Michaelis i la d’alliberam&l’aglicona s6n més lentes que no
pas les etapes catalitiques.
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Capitol 7. Interpretacions de les cinetiques amb |&,3-
1,4-glucanasa deBacilluslicheniformis

7.1. Mecanisme catalitic proposat per a la 1,3-1gkglucanasa de
Bacilluslicheniformis

El mecanisme proposat per a la 1,3/4-glucanasa d8acillus licheniformisaglutina
els resultats obtinguts en els diferents experimpat tal d’obtenir una visié global del
seu mecanisme catalitic. Aixi, la fase de retardambservada en les cinétiques en
estat preestacionari tant amb el mutant E134A conh Benzim salvatge indiquen la
preséncia d'un equilibri entre dues formes enziquéts, una d’elles inactiva, que es
desplaca com a resposta a la uni6 de substratird’abnda, el fet que en els
experiments en estat preestacionari de lI'enzimaggdv amb el G4G3G-2,4DNP
s’obtinguin magnituds per a la fase d’acumulacipesiors a la concentracio d’enzim
evidencia que el mecanisme catalitic ha de seffinil donat que leko,s Obtingudes
amb els diferents substrats no guarden relaciélarabva reactivitat no és possible que
I'etapa causant de I'acumulacié de producte sigus atapa catalitica. La comparacio
dels parametres cinetics obtinguts a partir devédscitats inicials previes a la fase
d’acumulacié (y) i dels obtinguts un cop assolit I'estat estacdibfinal (vs9 descarten
qualsevol tipus de mecanisme basat en una inhils@npetitiva o acompetitiva per
substrat i apunten a un canvi conformacional dezlfa posterior a la unié de substrat i
a la formacié del complex enzim-substrat producjue, per als substrats assajats,
comporta una disminucié de l'activitat catalitica kenzim. S’observa també que la
segona branca té més pd& ( K; més grans) com menys reactiu és el substrat.
Finalment, el fet que les analisis de Hammetkgnde I'enzim salvatge mostrin un
comportament bifasic en quée els substrats menystiusamostren un augment
d’activitat respecte del que seria esperable emananisme amb una Unica especie
activa, condueix al plantejament que tant I'esp&HS com SES siguin actives, de
manera que per als substrats menys reactius lacitatlode reaccio reflecteixi
basicament la catalisi a través d’aquesta segomacéractiva. A més, la manca de
semblanca entre les analisis de Hammett.gn en k../Ky porta implicita que I'etapa
determinant de la velocitat de reacci6 per a lasadpranca sigui posterior a I'etapa de
glicosidacio. De fet, les analisis de Hammett no sfs Unics resultats en que s’ha
observat una segona especie enzimatica active, pai exemple en algunes cinetiques
dels mutants en la Tyrl52 o en cinétiques de lrargalvatge amb él-gluca d’ordi el
model que millor s’ajusta als resultats obtingaotplica una segona especie activa.
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A la figura 7.1 es presenta el mecanisme proposatapla 1,3-1,4-glucanasa de
Bacillus licheniformisque tot i ser complex permet explicar tant elaltats que

s’ajusten a una cinetica de Michaelis classica, etsmd’inhibicié o activacié obtinguts
en funcié de les condicions de reaccié empradeas,cam en funcié del substrat o
mutant que s’ha utilitzat.

Figura 7.1. Mecanisme deduit a partir dels resultats de le&tigimes en estat preestacionari i
les analisis de Hammett de la 1,3-g;4lucanasa dBacillus licheniformis.

Aquest model inclou la presencia de tres formesnetijues diferents, de les quals,
nomes dues presenten una activitat cataliticafgigtiva. En un inici, I'enzim en la
seva forma lliure coexisteix en dues conformaciaies)es quals només una és capag
d’unir el substrat de forma productiva. Perqué @s dquesta unid productiva s’ha de
produir primer una unié en un seti regulador dedim que se satura molt facilment, en
un mecanisme d’activacio al-lostérica, que s’ha$giecialment palés en les cinetiques
d’hidratacié de glicals. A continuacio, la unio guztiva del substrat al centre actiu de
la f-glucanasa indueix un canvi conformacional que amtapun canvi d’activitat
enzimatica. Aquest canvi conformacional no afecta ka poblacié d’enzim, de manera
gue s’assoleix un estat estacionari en el que stmxéen dues formes actives d’enzim
en diferent proporcié en funcio de la reactivital dubstrat i de les condicions de
reacci6é. La inhibici6 acompetitiva per substrat esbada pot anar lligada a una
d’aquestes dues conformacions per unié d’'una segwiacula de substrat al centre
actiu amb la consequent formacio d’'un complex abort

Idoneitat del mecanisme per tal d’explicar la hid@d de glicals

Tot i que aguest mecanisme pugui semblar un mod#latiunyat del mecanisme que
es proposa per a la hidratacié de glicals per ¢t 1,3-1,45-glucanasa d8acillus
licheniformis en el fons recull els dos aspectes principalsnietanisme, activacio
al-lostérica i inhibici6 acompetitiva pel propi stiat. De fet, I'ajust d’aquest
mecanisme a les dades obtingudes en la hidratazitatica del glical G4G3G’, que es
mostra a la figura 7.2 en forma de linia puntej@&gatan bo o millor (en termes d@ r
que el del model senzill, ara bé I'enorme compdéxitel mecanisme fa impossible
I'obtencio d’un valor fiable dels parametres ciogten base als resultats obtinguts.
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El terme d’activacié al-losterica en aquest trebddh fet especialment significatiu en
les cinetiques d’hidratacio del glicab, tot i que també s’ha observat en la hidrolisi del
S-gluca i s’havia vist amb anterioritat en les cigp@es d’hidrolisi del G3G-MU, que és
un substrat molt pobre de la 1,3-BA4ucanasa, per part de I'enzim @acillus
macerans[212]. A més és un fenomen que es fa necessaritgbed’explicar el
comportament en estat preestacionari observat gmesent treball. El fet que no
s’observi en les cinétiques d’hidrolisi d’altresbstrats en estat estacionari, no indica
necessariament que no es doni en aquests casésjuenla constant de dissociacio
d’aquesta primera etapa d’'unié és molt baixa, deemaaque el seti regulador es troba
saturat a molt baixes concentracions de substrat.
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Figura 7.2. Cinétigues d’hidratacio del glical G4G3G’ amb 18-1,44-glucanasa d8acillus
licheniformis A les grafiques es representa |#wt], enfront de la concentracié de glical.
Condicions de reacci6: tamp6 5.5 mM fosfat, 5.5 nitvat, 0.1 mM CaGl a 30 °C, [wt] = 1.86
uM a pH 4.03 i pH 8.62, [wt] = 0.68M a pH 5.51, pH 5.98, pH 7.50 i pH 8.02, [wt] = D&M

a pH 4.99, [wt] = 0.3%M a pH 6.98 i [wt] = 0.1M a pH 6.50. En els grafics es mostren els
ajusts a les dades obtingudes del model de lagfi§uk2 en linia continua, i al model de la
figura 7.1 en linia puntejada.

Dues activitats enzimatiques diferents

Entrant en el mecanisme, pot sobtar que el camfocmacional induit per la formacié
del complex enzim-substrat productiu comporti unsmdhucié de [l'activitat
enzimatica, sobretot donat que els enzims han eieolat per tal d’efectuar la catalisi
amb la maxima eficiéncia. En aquest sentit es t&ssari recordar varies coses: d'una
banda, que les cinéetiques en estat preestaciomargug s’ha observat aquesta
disminucié d’activitat nomeés s’han realitzat sotves substrats de I'enzim, i que potser
no és una mostra representativa del comportamemtrgle (sense anar més lluny
'analisi de Hammett elk.; de laf-glucanasa salvatge implica que per als substrats
menys activats es dona un augment de l'activitaingdttica, i no una disminucio);
segonament, €s possible que pel fet que els stistsgajats siguin oligosacarids
sintétics molt més petits que els substrats natd@l’enzim i estiguin més activats per
a la hidrolisi, es posi de rellevancia (o pel cantquedi emmascarada) alguna part del
mecanisme enzimatic que no és cineticament sigtific quan aquest enzim actua
sobre els seus substrats naturals; finalment, oasaguesta disminucié d’activitat
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també es doni en actuar sobre el seu substratahaés facil que I'efecte es vegi
compensat 0 sigui necessari, pels beneficis queuipagmportar el canvi de
conformaciain vivo, ja sigui en forma d’una millora en la unié debstrat polisacaridic
ja sigui com un mecanisme de regulacio.

De fet, aquest no és I'linic cas en qué s’obsergafase d’acumulacié del producte en
estat preestacionari per a una glicosidasa, qwa figat a una etapa de desglicosidacio
més lenta que no l'etapa de glicosidacié. A-glucosidasa de la paret cel-lular dels
grans de soja presenta unes cinetiques d’estattpogmnari similars a les observades en
el cas de la 1,3-1A4-glucanasa, amb una fase inicial d’acumulacié aelyte, tot i
que en aquest cas,Kas si mostra una dependencia clara de la concentiacsbstrat
[490]. El mecanisme de Jaglucosidasa s’ha resolt amb un model d’hister31 [ 492]
amb dues conformacions enzimatiques que estan whbegi on totes dues poden
catalitzar la hidrolisi del substrat amb diferefitiencia [490] (figura 7.3). D’entrada,
en dissolucié predomina la forma més activa, perouthido del substrat desplaca
I'equilibri cap a la conformacié menys activa. Taigix, els autors no s’atreveixen a
aventurar una possible explicacio fisiologica desfuicomportament.
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P% \kcatl
K1
E+S<——ES
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E'+S—
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P«\ /k cat2
Ke .
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Figura 7.3. Mecanisme proposat per aflalucosidasa de la paret cel-lular dels grans f#e so
en que coexisteixen dues conformacions enzimatigmésdiferent activitat, i diferent afinitat
pel producte de reaccio [490].

Un altre cas en qué s’observa una fase d’acumuldei¢producte, no associat al
mecanisme de retencié de configuracié propiamdnediel de la hidrolisi d’'un analeg
polisacaridic fluorat de la cel-lulosa per partal€el7A deTrichoderma reesd493].
En aquest cas, I'explicacié sembla ser la procéaside I'enzim, ja que la hidrolisi
d’oligosacarids cromoforics rendeix cinetiques dilse i la fase d’acumulaciéo de
producte nomeés s’observa en la hidrolisi de pcdisds.

Per tal d’'intentar racionalitzar el mecanisme pegiger a la 1,3-1,4-glucanasa de

Bacillus licheniformises plantegen tres interpretacions diferents quiigro explicar
aquesta complexitat.
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7.2. Canvi conformacional lligat a una regulacié decta de I'activitat
enzimatica

Els mecanismes de regulacié al-lostérica son freglien enzimologia, i entre ells,
I'activacid per substrat o inhibici6 per producteltes vegades regulen l'activitat
enzimatica en vies metaboliques.

Entre les glicosidases la comparacié de I'estractlg I'enzim lliure amb la d’algun
complex enzim-lligand ha permés detectar en digerssos canvis conformacionals
induits per la unié de lligand, que sOn essenqus a I'activitat enzimatica. A
continuacio es comenten breument alguns dels neasteiba unié de cel-lohexaosa amb
I'endoglucanasa CelC dglostridium thermocellunj52], la de I'inhibidor acarbosa a
'isoenzim 1l de la-amilasa pancreatica de porc [369, 483], i les derahts
cel-looligosacarids a I'endo/exocel-lulasa E4Téermomonospora fusd®d3] o a la
cel-lobiohidrolasa Cel6A Humicola insolend77, 494] comporten, entre altres, una
reorientacié del llag on esta situat el residu dmeel paper d'acid general, molt
possiblement situant-lo adequadament per tal ddaxed seu paper en catalisi. A
'endo-1,44-xilanasa dePseudoalteronomas haloplankti$0] també es dona un
moviment en resposta a la unié de substrat queaagliccorrecte posicionament del
residu que actua com a acid general. A¢-amilasa de gra de soja, en unir substrat
s’observa el tancament d’un lla¢ que cobreix etreeactiu, que té forma de butxaca, de
manera que per a l'alliberament del producte deciéaes fa necessaria I'obertura del
mateix [495]. A les cel-lulases Cel6A deichoderma reese|54, 76, 496], i a les
cel-lobiohidrolases #umicola insoleng55, 77, 497], que tenen un centre actiu en
forma de tunel, s’ha comprovat que les llacadesefj@gebreixen poden obrir-se donant
accés al centre actiu a la cadena de cel-lulosacop ja ha tingut lloc aquest primer
atacendo, les llagades es tanquen, convertint I'enzim ea exocel-lulasa processiva.
Aquest moviment de llacos en les cel-lobiohidrcdacpee tenen centres actius en forma
de tunel explica que aquests enzims no només ratlihmitats de cel-lobiosa per
I'extrem del polimer, com és d’esperar en unaagbhidrolasa processiva, sind que
també catalitzin atacndc [498-501], i a més, permet I'accés del substoditeric al
centre actiu en forma de tunel. També s’han obsen@iments de llacos externs
induits per la unié del substrat a les endoglua@n&el45A dHumicola insoleng56],

la Cel9G deClostridium cellulolyticun{50], la Cel6A deThermobifida fuscd78], I'a-
amilasa pancreatica humana [49]. En altres casosq@dh no s’ha observat
experimentalment, s’ha proposat que la unio debtsabve assistida per [I'obertura
d’algun lla¢c per analogia als exemples anteriomn &s el cas d’'una quitinasa de
Serrratia marcescen®02], de la cel-lulasa Cel48F @¢ostridium cellulolyticun{503]

I la k-carragenasa de. carrageenovorgl43]. Aquests canvis conformacionals lligats a
la unié de substrat no només es donen en els l@gesns, i per exemple en el cas de
I'endoglucanasa E2 dehermomonospora fuscque no disposa de llagos que cobreixen
el centre actiu, també es dona un canvi conformactien unir el substrat [504, 505].
Una altra possibilitat I'exemplifiquen lacarrageenasa [58] i la 1,3-144glucanasa
d’ordi [57, 506], en qué com a resposta a la uhisuastrat es mou tot un modul de
proteina respecte d'un altre de manera que eleaetiu, que en I'enzim lliure té una
estructura oberta, es tanca en unir el substrabaap conformacio en forma de tunel
en el primer cas, | de butxaca, en el segon.
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En el cas de la 1,3-1fglucanasa deéBacillus licheniformises pot plantejar una
primera possibilitat, en la que el canvi conformaeal induit per la formacié del
complex de Michaelis, fes accessible la unié d'segona molécula de substrat al
centre actiu de manera que resulti en la formadid @omplex abortiu. El canvi
conformacional pot donar-se en diferents partaadardteina, pero donat que els llagos
solen ser les regions més flexibles, i donat elngnembre d'exemples en que
I'accessibilitat de glicosids al centre actiu vercaala pel moviment d’un llag flexible,
es proposa que el canvi conformacional pugui sgutdal moviment del llag que
cobreix parcialment el centre actiu.

Ko K1 X

J J S
Ka S %5 SJLKM
/ ‘:K6 k2 ks
SE SES* EP——>E'+P+S
i IL ;
R 8

S
k X

/ Ko K cat2
SE**‘$——‘ S Ml»
4 S
K1o
SES,”

Figura 7.4. Mecanisme de regulacio proposat per a la hidrdkssubstrats per part de la 1,3-
1,48-glucanasa d8acillus licheniformisLa uni6é a un centre al-losteric comporta l'irdei la
reaccio d’hidrolisi, mentre que un excés de substrmporta una disminucié de l'activitat per
formacié d’'un complex abortiu després d'un canvifoomacional del complex de Michaelis.

Segons aquesta primera hipotesi (figura 7.4), eélameme proposat no €s més que una
forma complexa de regular I'activitat enzimaticaxiAen un entorn on hi hagi substrat
disponible, aquest s’uneix amb gran afinitat al sgjulador, iniciant d’aquesta manera
I'activitat enzimatica aportada pels dos compleposductius SESi SES , on aquest
darrer presenta una estructura de centre activobme$a. Ara bé, quan la concentracio
de substrat és molt elevada, és possible que doEutes de substrat s’encabeixin
alhora al centre actiu de la forma SE@profitant la major obertura del llag, que
portaria a un tancament incorrecte del centre actib la consequent pérdua d’activitat.
D’aquesta manera s’aconseguiria la regulacié detiVisat enzimatica per tal de
mantenir una quantitat de producte constant dimssdmarges.

7.3. Canvi conformacional lligat a la degradacio pocessiva de
substrats polimerics

La processivitat esta altament lligada a la hidrae substrats polimérics. Generalment
esta acceptat que els enzims que degraden poléfeerarbohidrats ho poden realitzar
fent servir principalment tres mecanismes diferdb@7, 508]: a) un mecanisme de
cadena multiple en qué el complex enzim-substrafigsocia després de cada cicle
catalitic, b) un mecanisme de cadena senzill, en lgnzim continua associat al

substrat fins que no hi ha més enllacos per hideolic) un mecanisme d’atac multiple,
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en que es donen un nombre mig d’atacs després fentacio del complex enzim-
substrat. Els dos darrers mecanismes s’anomeneeassias [7, 509].

Les glicosidases han adoptat diferents mecanisraesaga hidrolisi processiva del
substrat, alguns tenen centres actius tancats remafde tunel o anell, sovint amb
I'ajuda de llagos mobils, que permeten fixar mil@rsubstrat; d’altres tenen moduls
d’'uni6 de carbohidrats o punts d’ancoratge addal®ra més del centre actiu; i en
d’altres és [l'arquitectura mateixa del centre actiue amb residus posicionats
estrategicament, facilita el lliscament del sulistratre dos esdeveniments hidrolitics
(per a més informacié veure I'apéndix de procestviapéndix 4). La 1,3-14
glucanasa deBacillus licheniformisté un centre actiu estés en forma d’escletxa,
parcialment cobert per un llag, i no esta unida@ modul d’'unié de carbohidrat. Els
seus substrats naturals son polisacarids amb tn&tesa d’enllacos mixtes-1,3 iS-
1,4. Malgrat que no hi ha resultats clars que apumie aquest enzim actua amb
processivitat, tampoc n’hi ha que indiquin quedaasactivitat sigui exclusivameako
(Sandra Rodriguez, comunicacié personal). Aquesssltats serien compatibles amb
una actuacié similar a la de les cel-lulases, amlatac inicialende, seguit d’'una
degradacié processivexo, o bé amb la utilitzacié del tercer mecanisme ada
degradacié de polisacarids, amb un nombre mig csatobre la mateixa cadena
polisacaridica. Amb aquestes premisses es potepamjue per a la 1,3-1#glucanasa
deBacillus licheniformisel canvi conformacional sigui un pas previ pedtaksolir una
estructura apta per a la hidrolisi processiva dalsubstrat natural. En aquest cas seria
la unié productiva al centre actiu, la que estimalé processivitat, com s’observa en
el cas de la quitinasa A [510, 511] i la Cel9A [p12

En el cas dels substrats sintétics assajats lardisi de I'activitat associada al canvi
conformacional és, en alguns casos, considerablatepant el dubte de fins a quin punt
el fet de mantenir unit el substrat al centre aoétua la seva degradacio processiva pot
compensar aquesta disminucio d’activitat. Ara lggieat no seria un cas unic, ja que
s’han descrit diversos casos de glicosidases @mivessen qué per tal d’adaptar-se a un
mecanisme processiu, la velocitat d’hidrolisi segu ressentida [512-514]. A mes,
també és possible que en fer servir el seu substatal la disminucié d’activitat no
sigui tan acusada i que l'eficiencia del sistemaasgegurar una major concentracio
local de substrat, sigui superior. Sembla, per@ sjues tractés de processivitat, el
mecanisme no seria el classic, ja que un mecardenpeocessivitat no deixa de ser un
mecanisme lineal en qué les etapes de lliscamergubletrat i d’hidrolisi es van
intercalant [515] (figura 7.5).

P P P
Kg 2 K K 2
E+S——ES; EP1———=ES, EP, ES3
k1 ko ks
Ks Ks
E+Sz E+53

Figura 7.5. Esquema d’'un mecanisme classic d’hidrolisi pragastun substrat poliméric. Els
complexos E§ ES, ES son diferents complexos productius enzim-subsératquée va
disminuint el grau de polimeritzacié del substreguat a les etapes hidrolitiques, i els complexos
EP,, ER, ER; corresponen als complexos un cop s’ha allibeagitona després de cada etapa
hidrolitica. LaK és la constant d’equilibri de I'etapa de lliscateel substrat.
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En el cas de la 1,3-1fglucanasa, amb un mecanisme no lineal, la prodtdsi
implicaria que les dues formes enzimatiques, pemgite, amb el llag més obert i més
tancat, haurien de ser actives. Per analogia aktnzevist amb altres glicosidases, en
que el tancament del llag propicia la processivieatconformacié més oberta seria la
mes activa, i la tancada, que afavoriria la praeeasen el substrat polimeric, tindria
una velocitat d’hidrolisi inferior (figura 7.6). lglment, es pot plantejar la hipotesi que
la conformaciéo més oberta permet la unié d’unaatiolecula de substrat, que seria la
causant de la inhibicié6 acompetitiva per substrbservada amb els substrats sintetics
assajats, mentre que a la conformacio meés tancadara possible I'accés d’aquesta
segona molécula de substrat.
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Figura 7.6. Mecanisme proposat per a la hidrolisi de subspralisnérics per part de la 1,3-1,4-
S-glucanasa deBacillus licheniformis que inclou la unié a un seti regulador de I'atdiv
enzimatica necessaria per a la formacié del compleructiu, i on el canvi conformacional
propiciaria la degradacié processiva del subsfkgtiest model inclou en la primera branca
I'etapa d'inhibicié acompetitiva observada amb alggubstrats sintetics.

7.4. Coexistencia de l'activitat hidrolitica i trarsglicosidasa de la 1,3-
1,4f-glucanasa de Bacillus licheniformis en dues conformacions
enzimatiques diferents

Una altra opcidé és que les dues activitats conegulde la 1,3-1,4-glucanasa, la
d’hidrolisi del substrat i I'activitat transglicaksa coexisteixin en dues conformacions
diferents de I'enzim. En el cas de I'endo-g:4Hanasa Il delTrichoderma reeses’han
observat dues estructures cristal-lografiquesatiterde I'enzim, que s’han fet evidents
a dos pH diferents. Aquest enzim, que s’assembdaotsralment a la 1,3-14-
glucanasa amb un centre actiu en forma d’escléiixizolitza el xila amb retencio de
configuracid, i també presenta activitat transglidasa. Sembla que en aquest enzim el
canvi conformacional entre les dues conformaciobservades altera les posicions
relatives dels dos residus catalitics i les xadegonts d’hidrogen al seu voltant. Es
proposa que les dues conformacions coexisteixedepjugar un paper important en la
modulacié dels K, dels residus catalitics, i que possiblement uni@sleonformacions
esta implicada en I'activitat transglicosidasa mergue l'altra ho esta en l'activitat
hidrolasa [516]. El mateix podria tenir lloc enll8-1,44-glucanasa, amb la diferencia
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que en aquest darrer cas l'aparici6 de les dueforoacions actives es dona en
resposta a la formacié del complex de Michaelid. iTgue la reaccié d’hidrolisi del
substrat i la de transglicosidacio tenen un inteline@ comu, es descarta que el canvi
conformacional es doni en lintermedi (de manera gegons sigui la conformacié
d’aquest, es vegi afavorida I'entrada l'aigua idmni I'etapa de desglicosidacio, o
I'entrada d’'una altra molécula de substrat i tindpg la transglicosidacio) (figura 7.7),
ja que aquest mecanisme no és capac d’explicareslgitats obtinguts en estat
preestacionari.
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Figura 7.7. Mecanisme que inclou un canvi conformacional detéimedi de reaccié que
possibilitaria la unié de la segona molécula dessabal centre actiu, necessaria en la reaccio
de transglicosidacio. La constant de velockatcorrespon a I'etapa de desglicosidacio de
I'activitat hidrolitica, mentre que llg; €s la constant de velocitat de I'etapa de tracssjlilacio.

En base al mecanisme que millor s’ajusta als rm&sulobtinguts, es proposa el
mecanisme de la figura 7.8. S’ha comprovat queaeVicconformacional no comporta
un canvi significatiu del Ig, del residu que actua com a acid general, per@ssdeix
el seu efecte sobre ekpdel nucleofil, i sobre les diferents interacci@emzim-substrat.
De manera que es pot plantejar que el canvi comitional afavoriria la unié d’'una
segona molécula de substrat al centre actiu peddablur a terme la reaccio de
transglicosidacio, que generalment, en I'enzimatgk, té una velocitat molt inferior a
la d’hidrolisi. En aguest model la unié d’una segomolecula de substrat al centre actiu
de la conformacié que catalitza la transglicosidamdmporta la formacié d’'un nou
producte de reaccio, mentre que una unié similataeconformacio que catalitza la
hidrolisi porta a la formacié d’un complex abortiu.
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Figura 7.8. Mecanisme proposat per a la catalisi efectuadalgdr,3-1,48-glucanasa, que
mostra les dues possibles reaccions catalitzaded quezim (hidrolisi i transglicosidacio)
associades a les dues conformacions adoptadesmplex de Michaelis.
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Aquest mecanisme podria representar una altra fatenaegular la concentracié de
substrats oligosacaridics presents en el medi, Aixfuncié de la concentracio relativa
de substrats i productes d’hidrolisi es podria deral’equilibri cap a una activitat o

una altra, ja que els productes d’hidrolisi soroedrsubstrats de I'enzim per a l'activitat
transglicosidasa.

S’han presentat tres possibles interpretacionsnéebnisme ramificat proposat per a la
1,3-1,44-glucanasa deBacillus licheniformisque no tenen perque ser mutuament
excloents. Aixi doncs, és possible que en funci@d®u de polimeritzacié del substrat,
de la seva reactivitat (en base a la reactivithgde sortint), i/o de les condicions de
reaccié una de les activitats proposades guanyemfesnt de les altres.
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Conclusions

1.- La 1,3-1,48-glucanasa d®acillus licheniformis catalitza la hidratacié enzimatica
del glical 56 seguint un mecanisme que inclou una etapa d'aifiva-losterica i, a
pH > 4.5, inhibici6 acompetitiva per substrat; a$pe aquests, que queden recollits en
el mecanisme catalitic que es proposa per a lallsdde substrats; tot i aixi, donada la
complexitat del mateix, s’'ajusta el segiient mecaaiper tal d’obtenir uns parametres
cinétics representatius de la reaccio d’hidratacioé:

K kcat
E+2S—=SES———» E+P+S
S
K

SES,

2.- El perfil de pH erk.5: de I'activitat d’hidratacio del glicd6 permet descartar que el
Glul34 jugui en aquesta reaccio el doble paperdilu acid general i nucleofil. Per
contra, es proposa que en una primera etapa @&l g hidratat pel residu Asp136
mentre que el Glul34 actua com a nucleofil, i em segona etapa el Glu138 actua com
a base general, augmentant la nucleofilia d’'una&outd d’aigua que ataca I'intermedi
glicosil-enzim.

3.- Donat que la hidrolisi del 2-desoxiglico$ifl és més rapida que la del seu analeg
completament hidroxilaR4 s’arriba a la conclusio que, si la reaccio d’hidiodel
compost 68 segueix el mateix mecanisme que la dels substatapletament
hidroxilats, la interaccio per pont d’hidrogen entthidroxil a C2 del substrat i el
nucleofil no és una interaccid important en la 18#-glucanasa deBacillus
licheniformis. També s’arriba a aquesta conclusié a partir deeliacitat d’hidratacio del
glical 56, que és comparable a la velocitat d’hidrolisi eatarids cromoforics com el
substratl8.

4.- Els resultats dels estudis d’'unié enzim-lligagnl estat preestacionari permeten
proposar un mecanisme per tal d’explicar la uni@GG3G-MU (18) al mutant inactiu
E134A de la 1,3-1,#-glucanasa, que comporta l'alternanca de dues tad@eanvi
conformacional amb dues etapes d’'uni6é de substrat :

S S
k() k2 *k
K.o K1 k.2 K3z

Aquest mecanisme implica el desplagcament d’'un kgupréviament existent entre les

poblacions de dues conformacions enzimatiques,aoesposta a la unié del substrat al
centre actiu per tal de formar el complex prodyamuest, al seu torn esta sotmes a un
canvi conformacional que comporta la unié d'unaosegmolecula de substrat. Perqué
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aquesta primera etapa d’equilibri entre les duedgotmacions enzimatiques es faci

evident a les cinetiques la conformacio E ha dersstr més estable que la conformacio
E’, perd ha de ser incapa¢ d’unir substrat, de faymeel que es mesura a I'etapa de
retardament sigui I'establiment d’'un nou equilipoblacional induit per la preséncia del

substrat.

5.- Els resultats obtinguts en els estudis d’hidrale glicosids en estat preestacionari
permeten descartar el mecanisme lineal d’hidréhisb retencié de configuracié per a la
1,3-1,4#-glucanasa dBacillus licheniformis.

6.- A partir dels resultats en estat preestaciandei les analisis de Hammett de la 1,3-
1,44-glucanasa es proposa el seglient mecanisme mkexalicar I'activitat catalitica
de I'enzim:

Ko K, )

J J S
Ka S %5 SJLKB
V* ‘:Kg e

ko
SES* SEP—>E +P+S
X

4 A
kz|lk7 S kg Lks

SISy

10
/ S 3
Kz X

SES,”

wx K11 Sk
SEP—>E +P+S

Segons aquest mecanisme, la 1,3flglucanasa tindria un seti regulador de I'activitat
enzimatica que se satura a baixa concentracio lwdraty amb una unié no-productiva
forta (formaci6é del complex SE Aquesta uni6, que és necessaria perqué es &rmi
complex productiu, SESes déna junt amb la unié del substrat al certiie an la fase
de retardament. Perqué la fase de retardament ividgterminada pel canvi
conformacional previ de l'enzim, les dues etapesnid han de ser rapides. A
continuacié les dues espécies’ $EBSES experimenten un canvi conformacional lent
governat per l&ops de la fase d’acumulacié, en qué es transformdrsaspécies SE
(no productiva) i SES (amb una activitat enzimatica diferent a la dehptex SES),
respectivament. Per als substrats que, a més,npeasanhibici6 acompetitiva per
substrat hi ha una darrera etapa de formacio deplex quaternari. Aquesta inhibicié
es pot donar tant sobre el complex ternari SE8rmant el complex SES) com sobre
lintermedi de reaccié6 SERformant el complex SEPS

A partir dels pendents de 'analisi de Hammettkg#Ky es proposa que el grau de
desenvolupament de carrega en l'estat de trang@ic I'etapa de glicosidacioé de la
primera branca és molt important, amb una proténpicticament nul-la (pendent de
-1), mentre que per a I'etapa de glicosidacié deegona branca és bastant més moderat
(pendent de —0.44). L'analisi de Hammettkgpade I'enzim salvatge indica que mentre
gue per a la primera branca 'etapa determinara delocitat de reaccié és I'etapa de
glicosidacio, per a la segona branca, que preeviagicia a nivell cinetic per als
substrats dely, > 7.5, ho és la de desglicosidacio.
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