Capitol 1. Biologia molecular, expressio i purificaio
enzimatica

1.1. Obtencié dels mutants W221A, W221F, Y152A i BRF de la 1,3-
1,4$-glucanasa deBacillus licheniformis per mutagénesi dirigida

En el present treball s’han obtingut quatre mutalifesrents de la 1,3-14-glucanasa
de Bacillus licheniformis Per a aix0, primer s’han introduit a nivell d’ADNs
mutacions desitjades de manera controlada al gerad#,3-1,48-glucanasa. A
continuacio s’han transformat cel-lules competantb els gens que codifiquen per als
mutants, i s’han realitzat cultius a escala prdpargoer tal d’obtenir en quantitat
suficient la proteina objecte d’estudi. Amb la fitzt de generar les mutacions a nivell
d’ADN s’han utilitzat dos métodes diferents. Totssdson meétodes de mutagénesi
dirigida que es basen en la reaccio en cadenapigitacrasa (PCR).
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Figura 1.1. Esquema de les etapes per a I'obtencié de mutzartint del plasmidi que codifica
per a I'enzim salvatge de la 1,3-B34ucanasa deBacillus licheniformisfins arribar al
plasmidi que codifica per al mutant desitjat, featvir el metode posat a punt per Junaisa
[226]. Els cercles grisos simbolitzen el codd que inteixila mutacid, i el codé complementari.

(( pD6-2, mutant

Per a I'obtencié dels mutants W221F, W221A i Y15@4 la 1,3-1,43-glucanasa de
Bacillus licheniformiss’ha adoptat el métode posat a punt per Juretoah[226], que
per tal d’obtenir el gen mutat fa servir dues reatx de PCR acoblades. A la primera
reaccié6 s’empren com a encebadors I'oligonucleqtie introdueix la mutacio i un
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encebador universal, obtenint com a resultat I'#oatié del fragment d’ADN
confinat entre els dos encebadors. Aquest frage®fd servir com un dels encebadors
de la segona reaccié de PCR, i amb l'ajuda d'ure ahcebador universal s’obté
finalment 'amplificacié de la sequéncia del gentatuUn cop mutat el gen d’interés
s’obté el plasmidi que codifica per a 'enzim myui@ésprés d’'una etapa de digestio i
lligacio al plasmidi d’expressio, el puUC119 (figutdl). El problema principal d’aquest
metode és I'ajust de la temperatura d’hibridacidadeegona reaccio de PCR, ja que els
fragments d’ADN que fan d’encebadors poden tenidewmimolt diferents, i per tal
obtenir una bona hibridacié de tots dos s’ha darjbgstant amb la temperatura.
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Figura 1.2. Esquema de les etapes per a I'obtencié de mutaautsnt del plasmidi d’origen
fins arribar al plasmidi que codifica per al mutdasitjat, fent servir el metode posat a punt per
Penalva [227] Els cercles grisos simbolitzen el codd que inteixlla mutacio, i el codd
complementari.

El segon métode que s’ha emprat en el presentllitygdraa I'obtencié de mutants es
basa en la millora introduida per Penalva [227]mdétode proposat per Hemsletyal
[228], que permet introduir mutacions puntuals ea unica reaccié de PCR. Aquest és
el métode que s’ha fet servir per a I'obtencié deltant Y152F de la 1,3-14+
glucanasa deéBacillus licheniformis En aquest métode els dos encebadors, que sbén
complementaris, porten el codé que codifica pea anutacio, i en hibridar amb la
cadena d’ADN que fa de motlle ho fan amb les segjgencomplementaries en
cadascuna de les cadenes. D’aquesta forma s’arapidi el vector que conté el gen en
un unic cicle de PCR. Com les noves cadenes q@ereyen no estan relligades, no
poden servir de motlle en el seguent cicle de RIeRnanera que I’ADN motlle de cada
cicle és sempre el de partida (figura 1.2). D’atjéetsse’n deriven dues consequencies
importants, d’'una banda que I'amplificacio de 'AD&¢ lineal, ja que en cada cicle
s’obté el mateix nhombre de copies; i de l'altrag gtha de purificar d’alguna manera
'ADN en qué s’ha introduit la mutacié abans derknsformacié cel-lular, ja que el
nombre de copies del vector de partida no és gemyspreable enfront del nombre de
copies del nou vector mutat. Aquesta purificacinsisteix en una lligacioé de les copies
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del vector mutat per tal de formar un plasmidilestdaa continuacio la digestié del cru
amb I'enzim de restriccié Dpnl, que reconeix segigsimetilades que només es troben
en ’ADN de partida. Finalment només queda el pldsaque codifica per a la 1,3-1,4-
pB-glucanasa mutant amb el que es transformen ldaleslhoste.

1.1.1. ADN motlle emprat en I'obtencio dels mutantsle la 1,3-1,46-glucanasa de
Bacillus licheniformis

Com a ADN motlle s’ha utilitzat el gen de la 1,3-B;glucanasa deBacillus
licheniformis que s’ha introduit préviament al plasmidi pUCl@@nerant d’aquesta
manera el plasmidi pD6-2 [192]. La inserci6é del gamt amb les sequéncies de control
originals (promotor i terminador de transcripcidlegpermeten que pugui expressar-se
enEscherichia colis’ha realitzat a la regié dpblylinkerdel plasmidi pUC119. L'insert
també disposa de la sequéncia que codifica pereplid senyal de la 1,3-1/-
glucanasa que és funcionaEacherichia colicom s’ha pogut comprovar pel fet que la
proteina es trobi majoritariament a la zona extriadar o periplasmica [192]. Pel que
fa a les caracteristiques del plasmidi pCU119 queanserven al plasmidi pD6-2
destaquen el seu origen de replicacidiG), que permet que s’autorepliqui meés
rapidament que ’ADN genomic, arribant a acumutare500 i 700 copies del plasmidi
per cél-lula; i el gen de resisténcia a ampicd-lfwmg), que permet la seleccié de les
cel-lules que contenen el plasmidi en presencigud'st antibiotic. D’altra banda, la
sequencia de subclonatge on s’insereix el gen de3k,44-glucanasa es troba enmig
de la sequiéncia que codifica per a grgalactosidasaL@c2). Aixo fa que al plasmidi
pD6-2, a diferéncia del que passa al plasmidi plOChb s’expressi |&-galactosidasa.
Aquesta és una altra caracteristica que s’aprofita endavant en la seleccié de les
cel-lules transformades.

1.1.2. Encebadors emprats en I'obtencié dels mutade la 1,3-1,4-glucanasa de
Bacilluslicheniformis

Aplicant el métode de dues PCR acoblades per gehold dels mutants son necessaris
quatre encebadors diferents, un dels quals s’abtéa producte de la primera reaccio
de PCR. Els altres tres son l'oligonucleotid mutageé que s’ha de dissenyar
especificament per a cada mutacio,FelP (Forward Universal Primer i el RUP
(Reverse Universal Primgr EIFUP i el RUP s6n dos oligonucleotids de 17 i 16 bases,
que hibriden, eFUP amb la cadena codificant del plasmidi al final geh de la 1,3-
1,4$-glucanasa, i @RUP amb la cadena no codificant abans del principgeel (figura
1.3). La tria de I'encebador universal que s’engpla primera reaccio de PCR, la marca
la posicio del residu a mutar dins del gen de 8&114-glucanasa. De manera que
entre els dos encebadors universals, s’escull laqued, junt amb I'encebador
mutageénic, generi el fragment d’ADN més curt, pmi@ de la polimerasa. Com tant el
residu W221 com el Y152 es troben a la segona tdeh gen de la 1,3-14-
glucanasa, a la primera reaccié de PCR s’ha feirss#ri-UP en tots dos casos i com a
consequencia s’ha dissenyat 'oligonucleotid mutageomplementari a la cadena no
codificant.
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AGCGCCCAAT ACGCAAACCG CCTCTCCCCG CGCGTTGGCC GATTCATTAA TGCAGCTGGC ACGACAGGTT 70
TCCCGACTGG AAAGCGGGCA GTGAGCGCAA CGCAATTAAT GTGAGTTAGC TCACTCATTA GGCACCCCAG 140

GCTTTACACT TTATGCTTCC GGCTCGTATG TTGTGTGGAA TTGTGAGCGG ATAACAATTT CACACAG 210
Hindlll

GATTAC Gccm G CATGCTGACA TTCTCTACAC CAAATTCTTG AAACAAAGAG 280
AAAGCGACCT CTTCAATTTC CTTTCCAATA TCCTTTTCCA TGATGCTTCA CCTTCTTTAC CTTCATCCAC 350
CTTGCACGTA TCTCTATGTG TAAATCAAAT TTCTTTCATT TTCATTAGGA CAATTGTACC GGTATTATCT 420

TACGGACAAC TGTCGCTTTG TCAATCATTA TTTTTTACCT ATCAATTTTC TTTTCATTCT ATTAAAAAAA 490
Dpnl
CACACTGTTT ATCATTATTT AGACCGATTT TCCATTTTGA GAGAATCATG TATG AAA  AAGAAAACGC

560 e 1o

TTTCAAAAAA GAGAGGGGAA TGCCTACATG TCTTACCGTG TAAAACGAAT GTTGATGCTG CTTGTCACTG 630
RBS M SYR VKRM L ML L VT

GATTATTCTT AAGTTTGTCC ACATTTGCTG CAAGTGCCTC GGCACAAACG GGCGGGTCGT TTTATGAACC 700
G L F L s L $S T FA A S A S A QT G G S FY E P

GTTCAACAAC TATAATACGG GGTTATGGCA AAAAGCAGAT GGGTACTCGA ATGGAAACAT GTTTAACTGT 770
F NN Y NT GG LW Q K AD G Y S N G N M FNTZC

ACGTGGCGTG CAAACAATGT CTCCATGACG TCGTTAGGGG AAATGCGATT ATCGCTCACA AGTCCTTCCT 840
T W R A NNV S M T S L G E MR L S L T S P S

ATAATAAGTT TGACTGCGGA GAAAACCGCT CCGTTCAAAC GTACGGCTAT GGGCTATATG AAGTCAACAT 910
Y N K FDOCG E N R S VQ T Y G Y G LY E V NWM
Dpnl
GAAACCAGCC AAAAATGTTG GGATCGTGTC TTCGTTCTTT ACTTATACGG GACCGACTGA TGGTACGCCT 980
K PA KNV G Iv s s FF TYTGEP TD G T P
Glul34 Glul38 Tyrl52

TGGGATGAAA TCGACATCGA ATTTCTAGGA AAAGATACGA CAAAGGTTCA GTTTAATTAT TATACCAATG 1050
w D E 1| D I E F L G K DT T K V Q F NY Y T N

GTGTCGGAAA TCATGAAAAA ATCGTCAACC TTGGTTTTGA TGCAGCAAAC TCTTATCACA CATATGCGTT 1120
G vV G N HEK I VN L G FD A AN SY H T YA F

CGACTGGCAG CCTAACTCAA TTAAATGGTA TGTGGACGGT CAATTAAAAC ATACGGCTAC TACTCAAATC 1190

DwQ P NS I KWY VvV DG QL K HTAT T QI
Trp221

CCTCAAACAC CGGGAAAGAT TATGATGAAC TTATGGAATG GTGCAGGTGT CGATGAATGG CTCGGCTCCT 1260

P Q T P G K I M MN L WN G A GV D EW L G S

ACAACGGTGT TACTCCACTT TACGCTCATT ACAATTGGGT GCGTTACACA AAAAGATAAC CACATCACAA 1330
Y NG V T P L Y A HY NWV R Y T K R STOP

EcoRI
AACCTGTGAC AAGTCACAGG TTTTTCTTCA TTTAAATAGA GCTCQAATTC ACTGGCCGTC GTTTTACAAC 1410

GTCGTGACTG GGAAAACCCT GGCGTTACCC AACTTAATCG 1450

Figura 1.3. Fragment de la seqiiéncia d’ADN del plasmidi pD@42 clou el gen de la 1,3-
1,4-3-glucanasa deBacillus licheniformis S’indiquen el promotor i el terminador de
transcripcio, a+10” i “-35" bases del RBS (que és el punt d’'ancoratgellletoma a 'ARN a
I'inici de la transcripci6), el RBS, la sequiéncilgoligonucleotid$UP i RUP (en blau clar) i

els llocs de tall dels enzims EcoRI i Hindlll (earmell) i Dpnl (en rosa). També s’indica la
traduccié a aminoacids, on el péptid senyal elitnémela proteina madura es marca en cursiva,
els residus essencials Glul34 i Glu138 son en ibis residus que s’estudien en el present
treball, la Tyrl52 i el Trp221, en verd.

En el disseny dels oligonucleodtids mutagénics givat d’introduir alguna nova diana
de restriccio per tal de poder detectar d'una naasenzilla la mutacié introduida.
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D’aquesta manera es pot realitzar el control dapa de mutagenesi en digerir amb els
enzims de restriccié adients, emprant tecniquelitiggo@s d’electroforesi d’ADN.

Taula 1.1. Sequéncies dels oligonucleotids mutagénics empeats I'obtencid dels mutants
W221F, W221A i Y152A; i dianes que es fan servir glecontrol de I'etapa de mutagenesi.

mutant Oligonucleotid mutagenic Dianes per a
deteccio

W221F 5-GCA GGT GTC GAT GAATTC CTC GGC TCC TAC A-3' EcoRlI/ Hindlll

W221A 5'-GCA GGT GTC GAT GAAGCG CTC GGC TCC TAC A-3 Haell

Y152A  5-T CAG TTT AAT TAT GCT ACC AAT GGT GTC GG-3' No gsr‘era noves
lanes

Per al mutant Y152F, que s’obté aplicant el métddma Unica PCR nomeés es fan
servir dos encebadors, que sén dos encebadors enidgagomplementaris. Com no
s’introdueix cap nova diana de restriccid no esrpatitzar el control de la reaccio de
mutagenesi.

Encebador 1 5" TCAG TTT AAT TATTC ACC AAT GGT GTC GG &

Encebador 2 5" CC GAC ACC ATT GGFAA ATAATT AAACTGA 3

1.1.3. Obtencio del plasmidi pD6-2 dels mutants W2F, W221A i Y152A emprant
el metode amb dues etapes de PCR consecutives

1.1.3.1.Obtencié de 'ADN dels mutants W221F, W221A i Y182Aa 1,3-1,45-
glucanasa de Bacillus licheniformis

A la figura 1.4 es mostra I'esquema de les etapessthan seguit per a I'obtencié dels
mutants W221F, W221A i Y152A. Aquest esquema génesabasa en el metode
desenvolupat préviament a I'equip [226], tanmatmixel present treball s’han canviat
una serie de variables:

Polimerasa d’ADN.La polimerasa emprada en el metode general é®limgrasa
DeepVen? dePyrococcus furiosusp. GB-D, que presenta activitat correctora de @rov
(3'—>5’ exonucleasa), augmentant d’aquesta forma lalifetbde la copia, perd que és
molt sensible a les condicions de reaccid i a legaide 'ADN. Per a I'obtenci6 dels
mutants del Trp221 s’ha decidit treballar amb |anperasa Taq d&hermus aquaticys
que és 10 vegades menys fiable [195], ja que nacti@itat 3'>5’ exo, pero que
després de diverses proves es comprova que dotmsmisultats en les condicions
emprades. En el cas del mutant de la Tyrl52 eldta¢s obtinguts amb un enzim o
l'altre enzim son bastant similars, i nomeés varies condicions del cicle de
temperatura.
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FUP, oligonucleotid mutagenie
+

dNTPs, pD6-2
+

polimerasa d'ADN

12 reacci6 de PCR
TH, 12 PCR

Producte de la 12 reaccié de PCR (165 pl368 pb)
+

pD6-2, polimerasa d’ADN;UP, oligonucleotid mutageni

Extraccié amb fenol:cloroform
Precipitacié: 3M NaAcO + EtOH a -20 °C
Electroforesi en gel d'agarosa

Purificacié amb GENECLEAN® with Spin

Y

Producte de la 12 reacci6 de P(}R

22 reaccio de PCR

T, 22 PCR + polimerasa d'’ADNRUP, pD6-2, dNTPs

Producte de la 22 reaccio de PCR (1.2 kpb)
+

pD6-2, polimerasa d'ADNRUP, producte de la 12 PC

Extraccié amb fenol:cloroform
Precipitacié: 3M NaAcO + EtOH a -20 °C
Electroforesi en gel d'agarosa

Purificacié amb GENECLEAR 1™
/GENECLEAN® with Spin

Y

Producte de la 22 reacci6 de PCR (1.2 kl)b)

Figura 1.4. Esquema general aplicat a I'obtencié de I'ADN deistants W221F, W221A i
Y152A de la 1,3-1,4-glucanasa d®acillus licheniformis En lletra estandard es presenta el
procediment emprat en el cas dels mutants en lai@@21 i en cursiva i subratllat s'indiquen
les variacions introduides en el cas del mutant2Al5
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Temperatura d’hibridacid Per a l'obtencié6 dels mutants W221F i W221A la
temperatura d’hibridacio de la primera reaccio @&RRes la descrita en l'article [226],
55 °C, i la de la segona reaccié s’ha ajustat 4Ci4 45 °C, respectivament. Per al
mutant Y152A la temperatura d’hibridacio de la mrareaccié de PCR s’ha ajustat a
41 °C en el cas de fer servir la polimerasa DeefiVdna 43 °C en fer servir la
polimerasa Taq; mentre que la reaccié d’hibridg®6é a la segona reacciéo de PCR ha
estat de 42.2 °C independentment de la polimerapeaagla.

Purificacio de l'oligonucleotid mutat producte da primera PCR.EI procediment
general per a la purificacio de 'ADN que s’obté&rmi reaccié de PCR consta de quatre
etapes: extraccio de les proteines del medi amlbamaja fenol/cloroform, precipitacio
de I'ADN amb alcohol i posterior seleccio del fragmh desitjat en un gel d’agarosa i
purificacié del fragment en questio. El que s’hst en el cas dels mutants en la posicio
221, és que quan es purifica d’aquesta maneraydolicleotid mutat producte de la
primera reacci6 de PCR, no s’obtenen bons resuéatda segona PCR. Com a
consequencia, a la segona reaccié de PCR s’haitdieelzhllar amb la barreja d’ADN
procedent de la primera reaccié de PCR, que s’'liaguth després de la precipitacio
amb etanol, sense purificar I'oligonucleotid mutfder al mutant Y152A, si que s’ha
realitzat el procés sencer, ja que en comptes ehabtin Gnic fragment de 368 pb com
hauria estat d’esperar després de la primera eaecPCR, se n'obtenen dos d’entre
300 i 400 pb. Per tant, després de la precipitaoid etanol es fa una electroforesi
preparativa en gel d’agarosa, se separa la bamitards (superior i més intensa), i es
purifica amb ekit comercial GENECLEAR with Spin.

1.1.3.2.Subclonatge en el vector d’expressio puC119

Un cop obtingut 'ADN dels mutants la seglent eté@pda seva introduccio en el vector
qgue es fa servir per a I'expressié de la protéPea.al subclonatge es fa servir el vector
pUC119. Les etapes seguides en el procés de sabhgdoas mostren a la figura 1.5. Es
digereixen per separat el vector d’expressio, pl@C1El fragment d’oligonucleotids
mutat, que s’ha obtingut de la segona reaccié de, R@b les mateixes endonucleases
de restriccio. Per als mutants W221A i Y152A s’ldititzat les endonucleases EcoRl i
Hindlll, pero per al mutant W221F, com I'oligonuct& que introdueix la mutacié a la
primera reaccio de PCR conté una diana per a limndeasa EcoRlI, s’han fet servir les
endonucleases Sacl i Hindlll. Un cop purificats fedgments digerits, s’ha dut a terme
la lligacio fent servir la lligasa d’ADN T4. Com eéctor d’expressio també pot relligar
sense haver incorporat el gen mutat, és aconselpe la proporciéo de gen digerit
sigui superior a la del vector d’expressid per dal potenciar la insercio del gen
d’interés. En el cas dels mutants del Trp221 aquesibcié ha estat de 5:1 per al
W221A i de 1:1 per al W221F, i per al mutant deTha152 ha estat de 3:1. A
continuacio amb els vectors que han incorporat déanoid, anomenats pD6-2 W221F,
pD6-2 W221A i pD6-2 Y152A, respectivament, es tfarmeen les cel-lules hoste
seleccionades per tal d’expressar la proteina.
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| o | pUC119
O (3.08 kpb)
Producte 22 PCR
(1.2 kpb)
Digestio:
W221A, Y152A: EcoRl + Hindlll
W221F: Sacl + Hindlll
Purificacio:
v EF + GENECLEANPII ™/GENECLEAN® with Spin
Y

= S = -
Gen digerit Vector digerit
Lligacié:
Relacio gen digerit/vector: W221A 5:1
W221E1
Y152R:1

Lligasa d'ADN T4

Il
(e]6)
Il

Figura 1.5. Esquema de les etapes de subclonatge del gendeutatl,3-1,45-glucanasa en el
vector d’expressié pUC119 (en lletra cursiva i stilbat s’indica la variacio introduida en el cas
del mutant Y152A). Els cercles grisos represeraenutacio.

1.1.4. Obtencio del plasmidi pD6-2 del mutant Y152Emprant el métode amb una
Gnica etapa de PCR

Els punts clau que s’han d'ajustar emprant aquestoade soén la temperatura
d’hibridacio dels encebadors i la concentracidérsionagnesi, necessaria perque es doni
la reacci6. D’un marge entre 2 i 12 mM MgS€s millors resultats s’han obtingut a
una concentracié de 4 mM. La temperatura d’hibr@atha ajustat a 58 °C. Com que
el fragment d’ADN que s’ha d’amplificar en aqueas @s tot el plasmidi, que té una
longitud de 4.2 kb, el temps d’elongacié és considle. S’ha descrit [228] que per sota
dels 12 minuts el nombre de fragments de longitdidrior a la de 'ADN motlle és
significatiu, per tant s’ha decidit aplicar un tesvgelongacio de 15 minuts. | donat que
I'amplificacié de ’ADN emprant aquest metode ésehl s’ha partit d’'una concentracio
elevada d’ADN motlle.

En aquests experiments també s’ha assajat la im@mip del metode d’inici en calent
(de l'angléshot star) per a la reaccié de PCR. Aquest métode consisteiseparar
I'aliqguota de polimerasa d’ADN de la resta de conmgras de la barreja de reaccio amb
una capa de cera que fon a prop dels 94 °C. D’tmjuaanera es disminueix la
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degradacié dels encebadors consequéncia de IltattB4-5’ exonucleasa propia de la
polimerasa d’ADN i la formacid de copies erroniesoducte d’hibridacions
inespecifiques dels encebadors amb ’ADN motlle egielonen durant la rampa inicial
de temperatura en la primera etapa de PCR. AquesfEss erronies poden servir
d’encebadors en etapes de PCR posteriors donard llamplificacio de fragments no
desitjats. Tot i la incorporacié d’aquesta tecrinaara s’han amplificat molts fragments
indesitjats, cosa que ha portat a I'estudi d’'un@awh del métode [229], en quée a més a
més de la polimerasa d’ADN, un dels encebadors éagdta separat de la resta de
components de la barreja. Els resultats obtingntaguest cas comporten una gran
disminucié en el nombre de bandes que s’observéeleatroforesi posterior.

Les cadenes que contenen la mutacié generadesidemen una osca (de I'angléisk)

i per tal de millorar la seva estabilitat i el rendnt del procés de transformacio
interessa fer la lligacio de les cadenes, pel hheeamprat la lligasa d’ADN T4 sobre el
producte de PCR purificat i concentrat. A continda@amb el proposit d’eliminar
'ADN que codifica per a I'enzim salvatge, s’ha &rvir I'enzim de restriccié Dpnl,
qgue reconeix especificament 'ADN que s’ha fet sete motlle i I'hidrolitza. Aquest
reconeixement selectiu es basa en la capacitatieséa endonucleasa de reconéixer
sequencies d’ADN metilades. A la natura molts oiggaes fan servir la metilacié de
bases dins d’'una sequéencia d’ADN especifica, cameaanisme de diferenciacié del
material genétic propi enfront de I'exogen. Enfrdhin atac, els enzims de restriccid
corresponents reconeixen les sequéencies metiladedralitzen aquelles que no es
corresponen amb I’ADN propi. La Dpnl és una d’agee€ndonucleases, i actua sobre
la sequéncia 5° GATC 3, propia de 'ADN de la 1,3-1,4-glucanasa expressada
vivoi feta servir com a motlle.

1.1.5. Transformacié i seleccié dels clons que inporen les 1,3-1,48-glucanases
mutades

1.1.5.1 Transformacié de cél-lules hoste

La transformaciéo de cél-lules hoste amb els plasnothtinguts en el subclonatge
permet l'obtencié de clons que expressen, entreesalproteines, les 1,3-154-

glucanases mutades. La transformacié s’ha dut meteient servir les ceél-lules
competents dEscherichia coli préviament tractades amb CaCper tal de

permeabilitzar la membrana cel-lular a I'entradaADN plasmidic. Un cop

transformades aquestes cel-lules es fan créixeunemedi solid suplementat amb
ampicil-lina.

Les ceél-lules transformades han incorporat I'ADNirgqut en el procés de lligacio, pero
aquest ADN no respon al 100% a ’ADN mutat d’ingerEntre les possibilitats es pot
trobar el plasmidi relligat, el plasmidi que haarmorat 'ADN de I'enzim salvatge, fet
servir com a motlle en el procés de mutagenesyidaj i 'ADN del mutant. Aixo
obliga a realitzar una seleccié de les coloniessftamades per tal d’estar segurs que la
colonia triada expressa la proteina desitjada atbarfsr I'expressio a gran escala.
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1.1.5.2 Seleccid de clons gue expressin els mutants

La seleccié dels mutants s’ha realitzat a treslisiveeleccio de la insercié del gen,
selecci6 per activitat i analisi de restriccio.daarera comprovacio s’ha realitzat quan ja
s’ha escollit la colonia que es vol fer créixerieel preparatiu, per seqiienciacioé del
gen de la 1,3-1,4-glucanasa amb la finalitat d’assegurar la presédei la mutacio
desitjada i I'abséncia d’altres mutacions.

Seleccio dels clons amb la insercio del gen de3al,44-glucanasa

Aquesta primera seleccio es realitza a dos nivdllsga banda per creixement dels
clons de cél-lules que s’han transformat enfrotg gee no s’han transformat, i d’altra
banda per tria posterior dels clons transformatb amplasmidi pUC119, que no ha
incorporat el gen, enfront dels transformats ambplalsmidi pD6-2 del mutant
corresponent.

Per a la seleccié dels clons transformats s’harcréixer les cél-lules en preséncia
d’ampicil-lina. Com les cél-lules competents ne&teal gen de resistencia a ampicil-lina
(Amg), només creixen les cél-lules que s’han transfoamd el plasmidi pUC119 o
pD6-2 corresponent. Entre els clons transformads.tqd de diferenciar els que només
han incorporat el plasmidi pUC119 dels que hanrpmat el plasmidi amb el gen de la
1,3-1,44-glucanasa inserit, s’ha suplementat el medi déucamb IPTG i X-Gal.
Aquests compostos son l'inductor i el substratpeesvament, d’'ung-galactosidasa
que esta codificada al plasmidi pUC119. Donat quiedercié del gen de la 1,3-134-
glucanasa es realitza enmig de la sequéencia quificeoger al gen d’aquestg-
galactosidasa, la preséncia de l'insert interromdva expressio. Aquelles colonies
capaces d’hidrolitzar I'’X-Gal generen un cromoftaly i sén les que s’han transformat
amb el vector pUC119 relligat, mentre que les queessen la 1,3-1,4-glucanasa son
incapaces d’hidrolitzar I'’X-Gal, i s6n de color bta Arribats a aquest punt cal fer una
apreciacio, I'assaig amb IPTG i X-Gal només perdistingir els plasmidis que s’han
relligat intramolecularment, ja que apart dels iplials que incorporen el gen de la 1,3-
1,44-glucanasa, els fragments de pUC119 que relligmégrmolecularment, també
poden donar lloc a colonies blanques.

Seleccio per l'activitat 1,3-1,8-glucanasa

Una seleccid per activitat permet distingir inequament els clons que han incorporat
el gen de la 1,3-1,4-glucanasa a no ser que s’expressi un mutant indoti i que, a
priori, no permet distingir entre el gen de I'en®zaivatge i el del mutant.

En aquest cas, la sembra de la placa de cultia psrfduplicat seguint unes plantilles.
Mentre que una de les plaques només conté el mediuttiu suplementat amb
ampicil-lina, que és la placa a partir de la qualsslecciona la colonia per tal de
realitzar el creixement a escala preparativa;riighilaca, esta suplementada a més, amb
un substrat natural de la 1,3-B4flucanasa, i en aquesta segona placa €s en ksque
duu a terme l'assaig d’activitat. El colorant R@igngo tenyeix d’un vermell intens els
polisacarids, pero a mesura que el substrat éslitedt per I'enzim els fragments
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d’oligosacarid son cada cop de menor pes molecular,tincio perd intensitat fins
desapareixer. Com les colonies que expressen-h448glucanasa la van exportant al
medi extracel-lular al llarg del seu creixementiaéd distingir-les per la formacié d’'un
halo que permet observar el color del medi dewgudtidiferéncia de les colonies que no
expressen I'enzim i que queden totalment tenyidesvaimell. Com a exemple, a la
figura 1.6 es mostren les plaques d’activitat aptdes per als mutants W221F i
W221A.

Figura 1.6. Plaques d’activitat de les colonies transformaael als plasmidis pD6-2 W221A
(esquerra) i pD6-2 W221F (dreta). Els halos cestet els clons indiquen degradaci6é del
substrat natural de la 1,3-154glucanasa.

Amb la placa d’activitat es fa palesa la presedeides colonies que presenten activitat
1,3-1,44-glucanasa i, fent servir la plantilla, s’han ebtdés colonies de la placa
mestra (placa que no conté substrat) que s’hasef®ir per al subseglient analisi de
restriccio i sequenciacio.

Dels quatre mutants, tots han presentat plaquedivditat on s’observa la preséncia
d’halos d'activitat 1,3-1,4-glucanasa, tret del mutant Y152F. En aquest cash®
observat cap colonia amb activitat. Donat que t@8nies seleccionades es fan créixer
en un medi suplementat amb ampicil-lina, i en dagamb IPTG i X-Gal apareixen
com a colonies blanques, hi ha dues possibilitat® el mutant Y152F és inactiu, o bé
la 1,3-1,45-glucanasa corresponent a aquest mutant s’expnegaael-lularment de
forma majoritaria. La primera opcié no és gairebatde si es té en compte I'elevada
similitud de sequéncies entre la 1,3-%;d4lucanasa dd®acillus licheniformisi la de
Bacillus maceransja que el mutant corresponent de la 1,34tglacanasa d8acillus
macerangot i ser menys actiu que I'enzim salvatge, ninéstiu [212]. Més endavant,
a l'etapa de purificacié de la 1,3-144glucanasa es comprova que el mutant Y152F
s’expressa &scherichia colbasicament com una proteina intracel-lular.

Seleccio per digestié amb enzims de restriccio

A fi de diferenciar d’entre els clons selecciorelssque expressen I'enzim salvatge dels
que expressen el mutant desitjat, es realitza tagaesn qué es digereix '’ADN dels
clons seleccionats amb els enzims de restriccié rggeneixen les noves dianes
generades en introduir la mutacio. Aquest és arsegint del procés en qué s’aprofita
el fet que I'oligonucleotid mutagenic introdueixiainova diana de restriccié. Com en
el cas dels mutants en la posici6 152 no s’ha doiitoni eliminat cap diana de
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restriccié, aquesta analisi prévia només s’hatezdlamb els mutants en la posicié 221,
i per a la resta s’ha hagut de recorrer directamémiseqienciacio del gen.

Per a cadascun dels mutants en la posicio 221lsecemen diferents clons, s’obté
'ADN de cadascun a petita escala i es digereix amlb enzims de restriccio
corresponents. En el cas del mutant W221F la zddib de la combinacié d’enzims
EcoRl i Hindlll, ha permeés identificar ’ADN del nant ja que un fragment de 1.14
kpb en 'ADN de I'enzim salvatge, es fragmenta @s ttossos de 1.01 1 0.3 kpb en
I’ADN del mutant. Per al mutant W221A la utilitzacile I'enzim de restriccié Haell ha
permés diferenciar 'ADN de I'enzim salvatge queganta un fragment de 1.5 kpb, del
del mutant, en qué aquest fragment es divideixnedeul.3 kpb i un altre de 0.2 kpb. A
més, en els dos casos s’ha realitzat una lineailitztel plasmidi amb I'enzim HindlIl
per tal de comprovar que la seva longitud sigut.@e&kpb, com correspon.

" MR Emm

e

2 4.2 kpb

Figura 1.7. Gels d’agarosa dels fragments de la digesti6é aadilHesquerra) i Hindlll (dreta)
de I'ADN procedent d'uns clons, préeviament selecais per activitat, producte de la
transformacio amb el producte de lligacio del plaérpUC119 amb el gen de la 1,3-134-
glucanasa d®acillus licheniformis obtingut en la reaccié6 de mutagénesi dirigida tpeide
formar el mutant W221A. El numero de carril indiaacolonia de la placa mestra seleccionada.
Com a referéncia, es fa servir el marcador Mlllcastat s’indica la longitud d’alguns dels
fragments del marcador en kpb.

A la figura 1.7 es mostren els gels d’agarosa ftaetgments obtinguts amb la digestié
amb els enzims Haell (esquerra) i Hindlll (dreta)ldDN dels clons, seleccionats per
activitat, que haurien d’expressar el mutant W22Eh la digesti6 amb Hindlll
s’observa que la linealitzacié del plasmidi rendgliyproducte de 4.2 kpb que correspon
al plasmidi pD6-2. En la digestio6 amb Haell es cooup que entre els clons actius
procedents de la seleccié del mutant W221A n’hallgains que corresponen a I'enzim
salvatge, com es mostra al carril 8, tot i que &gomia corresponen al mutant desitjat.
Amb l'objectiu de confirmar la mutacié s’ha obtingtADN a mitja escala a partir
d’'una de les colonies que expressa el mutant | S8ugienciat el gen de la 1,3-54-
glucanasa.
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1.2. Sequenciacio dels gens mutats

1.2.1. Obtenci6 de I'ADN per a la sequenciacio

Per tal d’obtenir TADN necessari per a dur a tertaesequenciacio s’han realitzat
cultius en medi liquid dels clons seleccionats hag’ lisat les cel-lules amb una
dissolucio basica de SDS. A les condicions empradda lisi cel-lular a més de trencar
la membrana cel-lular, s’hidrolitza 'ARN i es daturalitzen les proteines i 'ADN. Per

tant s’ha de tenir un bon control del temps depesi arribar a un compromis entre
I'alliberament de I’ADN plasmidic i la seva desnaifitzaci6. A continuacié s’ha portat

el medi fins a pH 5 provocant la precipitacio de peoteines desnaturalitzades, 'ADN
cromosomic, i gran part del SDS.

A partir d'aquest punt s’han aplicat diferents ndedogies per a I'obtencié de 'ADN
pur. En el cas dels mutants W221A i W221F s’ha emnpna columna d’exclusio
molecular per tal d’eliminar les restes d’ADN genoni’ADN plasmidic de la resta
dels mutants s’ha purificat per cromatografia dechavi ionic, amb una fase solida
funcionalitzada amb grups dietilaminoetil (DEAE)s rups fosfat de 'ADN i I'ARN
interaccionen amb els grups dietilaminoetil dedma en funcié del pH i de la forca
ionica. A una forca ionica baixa, 'ARN elueix juatnb les proteines, carbohidrats i
petits metabolits que puguin quedar, mentre qu®NAqueda unit a la reina. L’ADN
plasmidic s’elueix augmentant la forgca ionica dehpo, i se separa de les restes d’ADN
cromosomic que resten ancorades a la columna, hgoessiten d’'un tampo de forca
ionica encara major per tal d'eluir-se. Finalmeen, qualsevol dels casos, 'ADN
plasmidic s’ha precipitat amb etanol.

1.2.2. Sequenciacio dels gens

Per a la seqiienciacié dels gens s’ha utilitz&itedomercial Bigdy8" Terminator, que
€és una variant del métode de Sanger que incorpaecaasors de fluorescéencia,
estalviant la necessitat de treballar amb radioiéati A més, el métode esta adaptat per
tal d’emprar la reaccio de PCR, de manera quehdtprou amb 100 ng de ’'ADN que
es fa servir com a motlle. | com cada ddNTP porteoliporat un marcador de
fluorescencia diferent, es pot sequenciar el gdm@ma Unica reaccié de PCR.

Com en el cas dels mutants Y152A i Y152F no s’hgupoealitzar I'etapa previa de
seleccio del mutant per analisi de restriccio, peada mutant s’han realitzat diferents
sequenciacions amb I’ADN procedent de diversesniegoseleccionades en la placa
d’activitat. Amb ’ADN plasmidic purificat s’han dwa terme les diferents reaccions de
sequienciaci6 utilitzant la polimerasa DeepVentels encebador§UP o RUP per
separat, en cada reaccié de PCR. Cada reacci@densiacidé permet elongar la cadena
entre 500 i 600 bases, de manera que amb els debagtors, que hibriden cadascun a
un extrem del gen de la 1,3-1443lucanasa, s’ha pogut realitzar la lectura corapdiet
gen. Un cop finalitzada la reacci6 i eliminat 'éscde ddNTP no incorporats, s’ha
enviat 'ADN obtingut al Servei Cientifico-Técniceda Universitat de Barcelona, on
després d'una electroforesi es realitza la lectded gel amb un detector de
fluorescéncia.
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Per a la posterior expressio de la proteina mwédmden escollit els clons en els que a la
sequencia d’ADN de la 1,3-1glucanasa hi ha la mutacié desitjada, i que nsgoia
altres mutacions indesitjades. En tots els clogsiesgciats d’aquesta manera s’observa
una insercié de 10 pb situada a la zona anteriprahotor, que no afecta per a res a
I'expressio de la proteina.

1.3. Expressio i purificacié de I'enzim salvatge e€ls mutants obtinguts
de la 1,3-1,48-glucanasa deBacilluslicheniformis

1.3.1. Expressi6 dels enzims

A partir del cultiu en placa de Petri del clorEdtherichia coliseleccionat en cada cas
s’ha fet un cultiu liquid en matras d’Erlenmeyaredna servit per tal d’inocular el cultiu
cel-lular a escala preparativa que s’ha dut a temnen biorreactor. Per al creixement
cel-lular s’ha fet servir un medi ric suplementatbaampicil-lina, per tal d’exercir una
seleccid positiva sobre el creixement de les deslal’interés. El fet d’emprar un
biorreactor permet una aportacio d’'oxigen contralatillarg del temps, que millora el
creixement cel-lular, i com a consequéncia I'exgitede les proteines, i permet fixar el
pH i temperatura als valors desitjats, que son®eC3i pH 7.2 [230]. El creixement
bacteria arriba a I'estat estacionari cap a lesréshde cultiu, pero I'expressio de la 1,3-
1,4$-glucanasa no é€s maxima fins a les 20 hores, i£bencomprovat que en cultius
encara més llargs se segrega al medi una protdasaterichia colique interfereix en
les etapes posteriors de purificacio [230], elereifts cultius s’han aturat al voltant de
les 20 hores. El fet d’expressar les diferentsl1433-glucanases en un organisme hoste
fent servir com a vehicle d’expressié un plasmyrmet la sobreexpressié de la
proteina d’interes. Agquesta sobreexpressio, quesndonaria si la 1,3-14kglucanasa
s’hagués expressat en el seu organisme progeffécitita molt la seva posterior
purificacio.

1.3.2. Purificaci6 dels enzims

La purificaci6 de la 1,3-1,8-glucanasa s’ha iniciat amb la separacié del medi
extracel-lular del botd cel-lular en una etapa e&trdugacid. L’enzim salvatge i la
majoria dels mutants se secreten majoritariamenteali extracel-lular, de manera que
la proteina sol purificar-se a partir d’aquestadrd. El mutant Y152F és una excepcio,
ja que el 95% de la 1,3-1fglucanasa es troba a la fraccio intracel-lular.nizmera
que, en alguns casos, i especialment en el delnin¥tB52F, s’ha processat el botd
cel-lular. El tractament d’aquest bot6 cel-lulamisia amb una etapa de lisi cel-lular i a
continuacio es realitza una precipitacio massivgmeines dscherichia colia pH
5.5. El sobrenedant aixi obtingut pot processateséa mateixa manera que I'extracte
extracel-lular, entrant a 'esquema de purificdtigura 1.8) a la primera etapa de dialisi
a fi d'ajustar les condicions per a la primera atappmatografica. A 'esquema que es
presenta a la figura 1.8 es mostren les diferciagses de purificacio de la 1,3-154-
glucanasa, que sén igualment aplicables a I'exdraxtracel-lular i a I'intracel-lular. Les
principals son les dues etapes cromatografiquesda bescanvi cationic i I'altra de gel
filtracio, i la resta d’etapes intermedies noméseigen per tal d’ajustar les condicions
apropiades abans de realitzar les etapes cromftpegs Tot el procés s’ha realitzat a
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4 °C per tal de minimitzar la hidrolisi de la 1,3HB-glucanasa per part de les proteases
del medi.

Cultiu a escala preparativa

Centrifugacio

Y

Y
Resuspensio del boto ceI-IuIlsr

per ultrafiltracio tangencial

Concentracio del medi extracel-lujar
i lisi cel-lular per sonicacio

Dialisi

A

Y

Cromatografia de bescanvi catiorjic

Y

Dialisi

Y

Cromatografia de gel filtracio

Y

Dialisi i liofilitzacio

Figura 1.8. Esquema de les etapes de purificaci6 de la 1;8-jldcanasa deBacillus
licheniformis

A mode d’exemple s’incorporen a I'explicacié de é&tapes de purificacio, els resultats
obtinguts en el cas del mutant W221A de la 1,3figlucanasa deBacillus
licheniformis ElI medi extracel-lular s’ha concentrat per duilraicié tangencial
utilitzant una membrana de mida de porus de 10080 posteriorment s’ha dialitzat
enfront de tampd NaAcO de baixa forca ionica a pbl. &n aquestes condicions
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precipiten la majoria de proteines€dtherichia colipresents en el medi, que tenen un
punt isoelectric proper a pH 5.5. La 1,3-B:4¢tlucanasa té un punt isoeléctric de 8.5
[169], de manera que en aquestes condicions es tarbegada positivament i es manté
en solucié. Després d’'una etapa de centrifugacidtgded’eliminar el precipitat, s’ha
realitzat una cromatografia de bescanvi cationit ama reina substituida amb grups
sulfonat, que s’elueix augmentant de forma gratiuédrca ionica del tampd mantenint
sempre el pH a 5.5. En aquestes condicions lesipes s’elueixen per ordre ascendent
de punt isoeléctric. L'evoluci6 de la separacio matografica se segueix per
determinaciéo de l'absorbancia a 280 nm en contimer analisi per electroforesi
d’acrilamida en condicions desnaturalitzants (S[2&E) d’algunes de les fraccions de
columna.

60 50 40 30 20" 10 1

M 21 28 33 38 41 43 M 44 46 48 51 54 60
e — D G G e — +— 24 .5 kDa

Figura 1.9. Cromatograma de I'eluci6é de la columna de besceatitnic de la purificacié del
mutant W221A de la 1,3-14glucanasa dBacillus licheniformiga dalt). Gels d’electroforesi
d’algunes fraccions obtingudes en aquesta etagmudicacié (a baix). En el primer carril de
cada gel es fa servir com a control, el marcadqred®s moleculafdolecular Weight Standard
Low Rangede la casa Bio-Rad. Els nimeros que hi ha tastahatograma, com a la part
superior de cada carril dels gels d’electroforesiresponen al nimero de fraccié recollida a la
cromatografia. Amb una fletxa s’indica la banda&2des kDa, que és el pes molecular de la 1,3-
1,44-glucanasa.

En I'elucio de la cromatografia de bescanvi catiqmer al mutant W221A (figura 1.9)
es comprova que hi ha un pic majoritari, pero édiggectroforesi posterior indica que
junt amb la 1,3-1,4-glucanasa elueixen diverses proteines mes, larimae les quals
tenen un pes molecular major. En aquest cas séw@mbinat les fraccions compreses
entre la 38 i la 56, per tal de continuar puriftces a la segient etapa cromatografica.
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Després de recombinar les fraccions d’interes abtaiin enfront de tampo 5 mM
NaAcO pH 6.0, i en preséncia de CaQlant la disminucio de la for¢ca ionica com el
lleuger augment de pH i I'addicié d’ions €aenen el proposit d’augmentar I'estabilitat
de la 1,3-1,4-glucanasa durant el procés de purificacié. La eegletapa de
purificacié és una cromatografia de gel filtracentf servir una reina que permet la
separacié de molécules dins del marge de 3000 @07D@. Les molécules de mida
molecular superior sGn massa grans per entrar abfss porus de la reina i son les
primeres en eluir; i les de mida inferior a 30004dda massa petites com per poder-les
distingir amb aquesta mida de porus i son les degren eluir. L'elucié de la columna
es controla de la mateixa manera que en |'etapaatagrafica anterior.

L_A\‘ R s
) 1

Figura 1.10. Cromatograma de l'elucié de la columna de getdid de la purificacio del
mutant W221A de la 1,3-14glucanasa deBacillus licheniformis (esquerra). Gel
d’electroforesi d’algunes fraccions obtingudes euesta etapa de purificacio (dreta). Els
numeros que hi ha tant al cromatograma, com a ta quperior de cada carril dels gels
d’electroforesi, corresponen al numero de fracepllida a la cromatografia. Amb una fletxa
s'indica la banda de 24.5 kDa, que és el pes mizlede la 1,3-1,4-glucanasa.

20 1€

A la figura 1.10 s’observa com a la segona etapmatografica s’aconsegueix separar
la 1,3-1,45-glucanasa de la resta de proteines amb una pusalevada. Després de
recombinar les fraccions de la 1,3-B4fucanasa amb una puresa superior al 90%,
detectada per electroforesi, es dialitza la digsolenfront de tampé MOPS a pH 7 i
posteriorment enfront d’aigua Milli-Q. La finalitéts la de neutralitzar la dissoluci6 i
disminuir al maxim la presencia de sals abans dflitiar la proteina. Un cop
determinada la concentracié de proteina per abscida 280 nm, es liofilitza i es
conserva d’aquesta forma a —20 °C fins al momefd deva utilitzacio.

1.4. Expressio i purificacio de I'enzim salvatge el mutant C181A de la
f-glucosidasa desStreptomyces sp. QM-B814

L'expressié dels enzims salvatge i el mutant C18d4 la f-glucosidasa de
Streptomycesp. QM-B814 s’ha realitzat en la soca BL2Estherichia colia partir de
'’ADN obtingut a I'Institut de Biologia FonamentdVicent Villar Palasi”, de la
Universitat Autonoma de Barcelona. En aquest daa &t servir el vector d’expressio
pET, que s’ha desenvolupat per al clonatge i I'egpi6 de proteines recombinants a
Escherichia colisota el control d’expressio de la polimerasa dNAdRel bacteriofag T7.
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Aquesta polimerasa només reconeix els seus prosnot@s capac¢ de transcriure
sequéncies que la polimerasa d’ARNEsEherichia colino transcriu prou eficientment.

El vector pET també conté diferents sequenciescadjs als llocs de clonatge, que
codifiquen per a diferents péptids que facilitemédeccio i purificacidé de les proteines
que les contenen. El gen deflalucosidasa es clona al costat d’'una sequéncia que
codifica per a una cadena de 6 histidines consagjtide manera que la proteina
s’expressa com una proteina de fusio, amb la duatidlines a I'extreniN-terminal.

Cultiu a escala semipreparatiia

Y

Centrifugacio |

Y

Resuspensié del boto cel-lulir
i lisi cel-lular per sonicacio

Cromatografia d'afinitat

Y

Dialisi

Figura 1.11.Esquema de les etapes de purificacié giedhicosidasa d8treptomycesp. QM-
B814.

Les cel-lules &Escherichia coltransformades s’han cultivat en un matras d’Erlgrene
en un medi tamponat ric. Comfaglucosidasa s’expressa a nivell intracel-lulssdaa
purificacié implica la lisi del botd cel-lular, ges realitza amb ultrasons en preséncia
d’'un detergent no ionic per tal d’'ajudar a solubdr parcialment la paret cel-lular. A
continuacio la fraccio intracel-lular es purificar romatografia d’afinitat fent servir
una reina a la que s’han ancorat cations de nidghiaprofita I'elevada capacitat
d’aquests cations per tal de formar complexes agytigs composats per residus
d’histidina consecutius, amb l'objectiu de retdnip-glucosidasa unida a la columna i
separar-la de la resta de proteines i metabolithddi intracel-lular. Per a I'elucié de la
[S-glucosidasa es fa servir imidazole, que competaik la proteina per tal de quelar els
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cations de niquel. Finalment, es concentra la llisgbde proteina i es dialitza enfront
de tamp6 fosfat sodic pH 7. La puresa de les dumeipes avaluada per electroforesi
d’acrilamida en condicions desnaturalitzants (SI2&EB) ha estat superior al 90%.
Generalment les proteines s’'emmagatzemen liofilézaa 4 °C, pero en el cas dga
glucosidasa d&treptomycesp. QM-B814 s’ha comprovat que la proteina perdann
per cent important de la seva activitat durant ec@s de liofilitzaci6. Com a
consequencia la proteina s’emmagatzema en tampelt fasdic a pH 7 a 4 °C. En
aguestes condicions la proteina perd un 10% ditattisada 15 dies.

Comparant els metodes de purificaci6 de la 1,334glicanasa deBacillus
licheniformisi de lag-glucosidasa d&treptomycesp. QM-B814 es fa palesa la millora
gue suposa el fet de poder purificar una prote@gmrecpmatografia d’afinitat, ja que en
una unica etapa cromatografica s’obté la protelmaedes amb elevada puresa. Aixo
comporta la reduccié del temps de purificacio iaeteetapes de manipulacié de mostra,
I @ meés, permet evitar etapes de purificacio qusepao tenen lloc a les condicions
més adequades per a I'estabilitat de la proteioipl€gat juga a favor de I'estabilitat de
la proteina d’interes.
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Capitol 2. Sintesi de substrats i analegs de substmper
a I'analisi cinetica de la 1,3-1,4%-D-glucanasa de
Bacilluslicheniformisi de lag-glucosidasa de
Streptomyces sp. QM-B814

2.1. Estructura dels substrats emprats en la caraetitzacio cinética de
glicosidases

La caracteritzacié cinetica de les glicosidases s#ualitzat tradicionalment emprant
substrats sintetics que incorporen un grup cronmfper la immediatesa que comporta
I'analisi enzimatica posterior. Els trets caradticé d’aquests substrats sintétics son
satisfer els requeriments estructurals minims secssperque I'enzim els reconegui
com a substrats, i que s’hidrolitzin per un Unidlaen alliberant una aglicona
cromoforica (o fluoroforica). Aquest tipus de substexplota, d’'una banda, les
propietats espectrofotométriques del grup que &ffpara com aglicona, i de l'altra,
I'especificitat d’'unio de I'enzim en estudi, quefideix I'estructura de la part gliconica.
Aixi, entre els substrats més emprats es trobed’atetilumbel-liferil glicosids i els
fenil glicosids [231-236].

Per tal de realitzar les caracteritzacions cinesqules analisis de Hammett defla
glucosidasa deStreptomycesp. QM-B814 i de la 1,3-14glucanasa deéBacillus
licheniformis en el present treball s’han sintetitzat dues liamd’aril 5-D-glicosids que
difereixen basicament en l'estructura de la seva gliconica (figura 2.1). Leg-
glucosidases son enzinexe que actuen sobre polimers de glucosa i tenerrdlec
actiu en forma de butxaca, de manera que la padngta dels substrats sintétics
emprats en la seva caracteritzacio €s una Unitat wi@ glucopiranosa. En canvi, la 1,3-
1,44-glucanasa dBacillus licheniformists un enzinende, amb un centre actiu format
per diversos subsetis i amb uns requeriments éstal& molt concrets per a la hidrolisi
del substrat [151, 152, 237], que defineix una ghcbnica amb I'estructura basicé: [
D-Glcp-(1—4)].-p-D-Glcp-(1—3)-4-D-Glcp. Donat que l'activitat enzimatica de fa
glucanasa augmenta en augmentar la longitud denidabgliconica del substrat fingia
= 3 [206], per a la seva caracteritzacio cinetiba glecidit treballar amb glicosids amb
I'estructura basica G4G3G-X i G4G4G3G-X (en que X la part agliconica del
substrat), aprofitant que el trisacarid G4G3G itafrasacarid G4G4G3G soOn els
principals productes obtinguts en la hidrolisi ematica dels-gluca d’ordi, que és un
dels substrats naturals de la 1,3-2-glucanasa.
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OH
HO 0\@ G-4NP
OH
NO,
OH OH
OH
HO. HO
o’ on OH \@j G4G3G-MU
P4
OH OH OH
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H HO (@]
oH o o o \[::[T:r G4GAG3G-MU
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Figura 2.1. Estructures de tres dels substrats sintetics émpnda caracteritzacié cinetica de la
S-glucosidasa d&treptomycesp.QM-B814 (4'-nitrofenils-D-glucopiranosid:G-4NP) i de la
1,3-1,4p-glucanasa deBacillus licheniformis (4’-metilumbel-liferil O-f-D-glucopiranosil-
(1—4)-O-p-D-glucopiranosil-(3>3)-4-D-glucopirandsid: G4G3G-MU, i 4'-metilumbel-liferil
O-f-D-glucopiranosil-(3-4)-O-p-D-glucopiranosil-(1-4)-O-4-D-glucopiranosil- (3 3)-4-D-
glucopiranosid: G4G4G3G-MU). Els dos substrats alg-glucanasa només difereixen en la
longitud de la part gliconica.

Per a I'analisi de les interaccions entre la 148#tglucanasa d8acillus licheniformis

i el grup hidroxil a C2 de la unitat de glucopiraaoque ocupa el subseti -1, s’ha
sintetitzat el 2-desoxicompost G4G4G3(2dG)-4NP uflg 2.2), fent servir una
estrategia sintetica diferent. En aquest glicosidddoxil a C2 de la unitat de
glucopiranosa que sustenta I'enlla¢ a hidrolitza esubstituit per un atom d’hidrogen,
impedint la possible formacio de les interaccioasgont d’hidrogen.

OH OH OH
OH
HO 0 HO Q H 0
H 0 J H o
OH OH OH

G4GA4G3(2dG)-4NP

R
NO

2

Figura 2.2. Estructura del compost 4'-nitrofeniD-4-D-glucopiranosil-(1- 4)-O-f-D-gluco-
piranosil-(1- 4)-O-p-D-glucopiranosil-(L 3)-2-desoxig-D-glucopiranosid (G4G4G3(2dG)-
4ANP).

Finalment, per a I'avaluacié de les cinétiques dthtacié de glicals per part de la 1,3-
1,4$-glucanasa, s’han estudiat diferents metodes p& sintesi de glicals 8-
substituits i s’han sintetitzat els glicals @acetilats (G4G3Ga: i (GAG4G3G').. La
desO-acetilacio del primer rendeix el glical que s’fet Servir en les cinétiques, el
G4G3G’ (figura 2.3).
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Figura 2.3. Estructura de dos dels glicals sintetitzats en mdsgnt treball: D-4-D-
glucopiranosil-(3>4)-O-4-D-glucopiranosil-(3-3)-1,5-anhidro-2-desoxi-arabino-hex-1-
enitol: G4G3G’, i [10-(2,3,4,6-tetrad-acetil#-D-glucopiranosil)-(1- 4)-0-(2,3,6-tri-O-acetil 5-
D-glucopiranosil)-(L 4)-0-(2,3,6-tri-O-acetil5-D-glucopiranosil)- (1L 3)-4,6-di-O-acetil-1,5-
anhidro-2-desoxi-arabino-hex-1-enitol: (G4G4G3Gp).

2.2. Sintesi quimica d’enllagos glicosidics

La reaccio principal en la quimica de carbohidéstda formacio d’un enllag glicosidic.
Aquesta condensacio d’'una unitat de carbohidrag, apijua com a donador, amb una
altra molécula, que fa d’acceptor, és formalmerat eaccidé de substitucié nucleofila.
Els diferents métodes sintétics, de manera anadga reaccions de biosintesi que es
donen a la natura, introdueixen un grup funcior@re el carboni anomeric del
donador. Aquest grup, en les condicions d’activaciéquades, es transforma en un bon
grup sortint i en la reacci6 és substituit pel eafil (figura 2.4).

ACCEPTOR
o Activaci6 o) Nu-H o Nu® ]
X Nu

- x©®
DONADOR

Figura 2.4. Mecanisme general de la reaccio de glicosidacio.

Des de principis del segle XX, en qué es va desclauprimera reaccié de glicosidacio
[238], el nombre de metodes que introdueixen vemescen el grup sortint del donador
o en les condicions de catalisi de la reaccié naddigat de créixer (per a una revisié
veure [239, 240]). Un altre aspecte a tenir en ¢derép que, a diferéncia del que passa a
la natura, on la biosintesi de glicosids esta itzéala per enzims de forma regio- i
estereoselectiva, en la sintesi quimica es fa sagdyls de grups protectors per tal de
guiar la regio- i estereospecificitat de la sinteSguesta darrera ve governada
essencialment per dos factors: I'assistencia angjigani I'efecte anomeric.

L’assisténcia anquimerica ve donada per la preaahion “grup assistent” en el carboni
vei al centre anomeric, que generalment és unégtgr o un grup amida en el cas dels
2-amino-2-desoxisucres. Aquest grup actua desmrd&lkliberament del grup sortint,
per atac al carboni anomeric per part d’'un delsl[saelectronics de I'oxigen carbonilic,
formant un catié dioxoloni (figura 2.5). En aquesstructura intermédia queda
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protegida la cara del pla sobre la que es trolgaugl anquimeric (si és equatorial queda
protegida la cara, mentre que si és axial, queda protegida laamireccionant I'atac
del nucleofil, que només pot donar-se per la ca@sada. El resultat és I'obtencio
estereospecifica d'un enllag glicosidic amb comfigido # per al grup anquimeric
equatorial, ix per al grup anquimeric axial.

o) -x® O 0, Q—H Q
P%X — PO{? — PO{R\ —> PO%/OR'
(0]
2 B . °
o=<( o 0o o=
R R R

P = grup protector

Figura 2.5. Mecanisme general d’assisténcia anquimerica.

Per una altra banda, I'efecte anomeric és “la tecided’'un substituent electronegatiu a
Cl1l d'un anell de piranosa a assumir preferentmanmtehtacio axial abans que
I'equatorial, relativa als mateixos conformers enamell ciclohexanic” [241]. Aquest
efecte estereoelectronic, observat per primer amtjans de la decada dels 1950 [242]
és capac de vencer la preferencia d’'un substiientanell de sis membres a adquirir
la configuracio equatorial per tal de minimitzas lateraccions 1,3- i 1,5-diaxials. El
seu efecte es fa especialment pales en absénsssticancia anquimerica, ja que com a
productes de la reaccio de glicosidacio s’obtenem@s anomers amb una relaaif
superior a la unitat (figura 2.6).

0 -x® 0 Nu-H 0 o
R X R R
R Nu

anomer a anomer 8

R = grup no assistent MAJORITARI
P = grup protector

Figura 2.6. Mecanisme general d’'una reaccio de glicosidaciébsgncia d’efecte anquiméric,
amb I'obtencié majoritaria de 'anomeren virtut de I'efecte anomeric.

L'efecte anomeric és el resultat de la combina@dlds efectes estereoelectronics. El
primer és la tendencia a minimitzar el moment dipobtal de la molecula, que és la
suma vectorial de tots els moments dipolars lod¢#fssubstituent anomeric equatorial

causa un moment dipolar local en la mateixa diéecsentit que el creat pels parells

electronics lliures de I'oxigen endociclic, mentpge un substituent axial el crea en la
direccié oposada. Aquesta tendéncia és més acuasatanés apolar és I'entorn de la

molécula. L'altre efecte rau en el fet que la iateid entre els electrons no enllagants
de I'oxigen endociclic i I'orbital antienllacant de I'enllag glicosidic es veu afavorida

geometricament quan el substituent anomeric tdgumaicio axial.
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2.3. Sintesi dels substrats cromoforics per a lesaisis de Hammett i
caracteritzacio cinética de I'enzim salvatge i mutats de la 1,3-1,4-
glucanasa deBacilluslicheniformis

La sintesi dels substrats cromoforics de la 1,384glucanasa, tret de la del 2',4'-
dinitrofenil trisacarid28, s’ha basat en el metode posat a punt anterioradetjuip
[198, 200] per a la sintesi de 4’-metilumbel-lifegiicosids, amb petites adaptacions.
D’aquestes, la més significativa és el canvi dedesdicions de I'etapa de d€s-
acetilacié per als substrats meés inestablkg de I'aglicona inferior a 6). A la figura 2.7
es mostra 'esquema general de sintesi d’aquelsstrats.

B-gluca d'ordi
l i
OR OR OR 1 R=H
RO RO O 3 R=Ac
ORO OR or™ OR
+
OR OR OR OR _
2 R=H
R RO R=Ac
OR ORO OR or™ OR 4
J iii
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O AcO
Ac (@] —
OA 6 n=2
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iv 7
8
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1, Ar = 4NP (4'-nitrofenil)
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Figura 2.7. Sintesi dels substrats cromoforit6-24 de la 1,3-1,4-glucanasa déacillus
licheniformis i) 1,3-1,48-glucanasa d@&acillus licheniformis40 °C, 19 hji) Ac,O/Py (1:1),
t.a., 24 h, separacié cromatografica (rendimeresstietii: n =1, 44% en pes referit Atgluca,
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n=2, 23% en pes referit g-gluca); iii) HBr/HAcO 33%, t.a., 30 min (99%)y) ArOH,
BTEBA, NaOH 1.25 M, CHG| reflux, 2-12 h (n=1, Ar=P, 22%;n=1, Ar=3NP, 57%;n=1,
Ar=MU, 49%; n=1, Ar=4NP, 62%;n=1, Ar=3,5DNP, 51%;n=1, Ar=3,4DNP, 67%;n=1,
Ar=2 3DNP, 31%n=2, Ar=MU, 41%;n=2, Ar=4NP, 55%)y) NaOMe/MeOH 20 mM, t.a., 12
h (=1, Ar=P, 45%;n=1, Ar=3NP, 26%;n=1, Ar=MU, 93%; n=1, Ar=4NP, 36%;n=1,
Ar=3,5DNP, 66%n=2, Ar=MU, 95%;n=2, Ar=4NP, 62%)yvi) HCI 26% en MeOH (p/v), atm.
Ar, 4 °C, 20-25 hri=1, Ar=3,4DNP, 49%n=1, Ar=2,3DNP, 23%).

2.3.1. Digesti6 de g-gluca dordi amb la 1,3-1,48-glucanasa de Bacillus
licheniformis

A la primera etapa es fa servir un dels substratgrals de I'enzim, ef-gluca d’ordi,
com a producte de partida, aprofitant I'especHiciper substrat de la 1,3-144-
glucanasa d8acillus licheniformis que genera el trisacarldi el tetrasacari@ (figura
2.8) com a productes majoritaris d’hidrolisi [156Jom es tracta d’'una digestio llarga,
19 hores, la reaccié s’ha dut a terme a 40 °C,é&guena temperatura de compromis
entre el maxim d’activitat de I'enzim, de 55 °C 91,6 la seva estabilitat termica. Cal a
més, una segona addici6 d’enzim cap a les 12 higereaccié. El cru de reaccio
obtingut s’ha destil-lat a pressio reduida i eides’ha assecat exhaustivament al buit
per tal d’eliminar al maxim la preséncia d’aigua.

OH OH OH
HO. HO. 0.
o’ OH on™ O

G4G3G
OH OH OH OH
H HO
OH o’ OH on™" O
G4G4G3G

Figura 2.8. Productes majoritaris de la hidrolisi giegluca d’ordi, substrat natural, per part de
la 1,3-1,45-glucanasa dBacillus licheniformis

2.3.2. Acetilacié del cru d’hidrolisi

El cru d’hidrolisi s’ha acetilat directament ambaumescla d’AgO/Py (1:1) a
temperatura ambient. Aquest metode d’acetilaci§criteper Verley i Bosling [243] i
aplicat a la quimica de carbohidrats per FischBerigmann [244], forma part de la
metodologia més habitual per tal de protegir urpdnidroxil en forma d’ester, fent
servir un anhidrid o clorur d’acid en presenciand’base, sovint la piridina, que actua
alhora de dissolvent. La separacié cromatografasiguior del cru de reaccié resultant
ha rendit el tri- i tetrasacarid péracetilats3 i 4 amb un rendiment del 44% i 23% en
pes referit alp-gluca, respectivament. Els composts 4 aillats es digereixen per
separat en éter diisopropilic abans de les segétayss de reaccio.
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2.3.3. Sintesi dels bromurs de glicosil

La manera més usual d’obtenir els bromurs de dlieagtilats és per tractament del
glicosid per©-acetilat en una dissoluciéo al 33% de HBr en AcQ5]. Aixi,
I'obtencié dels bromurs d-glicosil 5 i 6 s’ha realitzat de forma quantitativa per
tractament dels glicosids p€racetilats3 i 4 respectivament amb HBr/AcOH al 33%
sota atmosfera de nitrogen i a temperatura ambienteaccié es dona per acabada
guan s'observa la dissoluci6 completa del produdée partida, i cal aturar-la
immediatament per tal de minimitzar la solvolisil geoducte d’interés. Donada la
labilitat del bromur, aquesta reaccié s’efectud alsans de la reaccioé de glicosidacio,
sense emmagatzemament del producte de reaccié.

2.3.4. Glicosidacié dels bromurs de glicosil

La reacci6 de glicosidacio transcorre amb invedscconfiguracid, obtenint els afit
glicosids d’interes mitjancant una reaccié ambeglof corresponent amb catalisi per
transferencia de fase. Seguint el métode desariDpsset al [246], la reaccio té lloc
en un sistema heterogeni NaOH(aq.)/CH&la temperatura d’ebullicio de la barreja, i
es fa servir el bromur de benziltrietlamoni (BTEBAom a catalitzador de
transferencia de fase. EI BTEBA transporta el féshade la fase aquosa a la fase
organica on, en trobar-se desolvatat, té un madempnucleofil.

El rendiment de la glicosidacié obtingut per alferints fenols se situa en un marge
que va des d'un 22% per al fenol fins a un 67% leocas del 3,4-dinitrofenol. Els
subproductes principals d’aquesta reacciéo son eflymte dep-eliminacio 25, i el
producte d’hidrolisi26 (figura 2.9).

OAC OAC OAc
Ac QAcO 0 o5
Acow Acl (@) Va
OAC OAc OAc

OAc OAc

OAC
Ac QAco Q o6
AcO. 0 AcO. O. OH
OAC OAc OAc

Figura 2.9. Estructura dels dos principals subproductes deetcié de glicosidacio, el
producte dg-eliminacié25i el producte d’hidrolisk6.

2.3.5. Desproteccio dels glicosids acetilats

La des©O-acetilacio dels glicosidg-11i 14i 15 per als que el de I'aglicona és
superior a 6, s’ha realitzat per transesterificaidmetanol anhidre emprant quantitats
catalitiques de metoxid sodic (transesterificacdgdZmplen) [247, 248]. En aquells
casos en qué ha estat necessari, el solid obtttapurificat cromatograficament i, en
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tots els casos, el producte final s’ha recristakti abans de fer-lo servir per a la
caracteritzacio cinetica dels enzims. Els rendisetitinguts varien per als diferents
glicosids des d’'un 26% per al G4G3G-3NF)(fins a un 93% per al G4G4G3G-MU
(23).

Els 3',4’-dinitrofenil i 2’,3’-dinitrofenil glicosds, 12 (pK, de I'aglicona 5.36) 13 (pKa
de l'aglicona 4.96) respectivament, que sOn meédslab les condicions basiques
emprades en la transesterificacido de Zemplen, sles®-acetilat per tractament amb
una solucid diluida de clorur d’hidrogen en metd2dB]. La reaccid s’ha realitzat sota
atmosfera d’'argo, a 4 °C i protegida de la llum faérde minimitzar la hidrolisi del
producte de reaccio. Els rendiments obtinguts hstat ed’'un 23% per al 2',3-
dinitrofenil trisacarid22 i d’'un 49% per al 3',4’-dinitrofenil glicosi®l. En aquest
darrer cas el control del curs de reaccié s’hatraalper HPLC amb detector d’'UV-
visible, a una longitud d’ona de 280 nm, ja que pertf. s'observa la coeluci6 de
productes que dificulta el control de la reaccié.

2.3.6. Sintesi del 2’ 4-dinitrofenil  O-g-b-glucopiranosil-(1—4)-O-f-b-
glucopiranosil-(1—3)-f-p-glucopiranosid (28)

La sintesi del G4G3G-2,4DNRS) no s’ha realitzat seguint el procediment deg@ita

la resta de substrats, ja que en aquest cas Baglide K, 3.96, €s un molt bon grup
sortint, i el substrat resulta ser massa labil @ dendicions de reaccié basiques
emprades en la reaccio de glicosidacié per tramséea de fase. A la bibliografia es
presenten diverses opcions per tal de realitzaingesi de 2',4’-dinitrofenil glicosids
basades en la substitucié nucleofila aromaticalauioro-2,4-dinitrobenze per part de
I’hidroxil anomeéric del glicosid, proposada permera vegada per Koeners [250]. Les
dues estrategies principals parteixen, I'una, tebgid totalment desprotegit aprofitant
la major basicitat de I'hidroxil anoméric sobrerésta d’hidroxils, per tal d’obtenir el
producte desitjat en una uUnica etapa sintetical]{29hltra parteix del glicosid pe®-
acetilat, que es desprotegeix selectivament arbkid anomeric, i arriba al producte
d’interés després de tres etapes sintetiquesl[@8jrimera via ja havia estat explorada i
descartada per a la sintesi del 2’,4’-dinitroféndacarid28 per altres membres del grup
anteriorment al present treball, de manera que eiivir la segona via, que presenta
'esquema de sintesi que es mostra a la figura 2.10

La desproteccidé selectiva de I'hidroxil anomérid digsacarid per©-acetilat 3 es
realitza amb acetat d’hidrazina en DMF a 55 °C [2b&obté el trisacari®6 amb un
rendiment del 97%. A continuacio la substituciolaatila aromatica de I'1-fluoro-2,4-
dinitrobenze per part de I'hidroxil lliure del diisid 26 es realitza en DMF anhidra
emprant com a catalitzador 1,4-diazabiciclo[2.Z8§dDABCO) [250] sota atmosfera
inerta i en preséncia de tamisos moleculars. S'@b2&4’-dinitrofenil trisacarid pe-
acetilat27 amb un rendiment del 50% després de purificacithatografica. Finalment,
el 2',4'-dinitrofenil trisacarid d'interé&8 s’ha obtingut per de®-acetilacié del glicosid
27 en una solucio diluida de clorur d’hidrogen enanet [249] sota atmosfera d’argo,
a 4 °C i protegida de la llum. El comp@& s’ha obtingut amb un rendiment del 33%
després de recristal-litzacio.
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Figura 2.10. Sintesi del G4G3G-2,4DNP a partir de trisacarid-@acetilat 3. i) Acetat
d’hidrazina, DMF, 50 °C, 8 min (97%i)) 1-fluoro-2,4-dinitrobenze, DABCO, DMF, atm. Ar, 4
A MS , 18 h, 30°C (50%)jii) HCI 26% en MeOH (p/v), atm. Ar, 4 °C, 18 h (33%).

2.4. Sintesi dels substrats cromoforics per a lenalisis de Hammett |
caracteritzacio cinética de I'enzim salvatge i el otant C181A de lag-
glucosidasa destreptomyces sp. QM-B814

L’obtencio dels substrats emprats per a la caitgderd cinetica de |g-glucosidasa ha
estat més senzilla, ja que alguns dels substratcadercials. Per a la sintesi de la
resta, tret del 2’,4’-dinitrofenil glucosid, s’haguit el mateix esquema sintétic emprat
en la sintesi dels aril glicosids substrats de3all4$-glucanasa (figura 2.11).

Per a la sintesi del 2’,4’-dinitrofenil glucosidlj s’ha fet servir una estratégia de
glicosidacio diferent, pels mateixos problemes alalitat exposats en la sintesi del
2',4’-dinitrofenil trisacarid28. Tot i aixi, en aquest cas s’ha optat per la va parteix
del glicosid totalment desprotegit i aprofita lajonabasicitat de I'’hidroxil anomeric
sobre la resta d’hidroxils, ja que és la via méapst i permet obtenir el producte
desitjat41 en una Unica etapa sintética [251].
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38 Ar=35DNP iv) 41 Ar=24DNP
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Figura 2.11.Sintesi de diferents substrats dg-glucosidasa d8treptomycesp. QM-B8141)
ArOH (excepte 2,4-dinitrofenol), BTEBA, NaOH 1.25, @HCkL o CHCl,, reflux, 3.5-10 h
(Ar=4BrP, 30%; Ar=3NP, 22%; Ar=3,5DNP, 38%; Ar=3HP, 48%; Ar=2,3DNP, 50%)j)
NaOMe/MeOH 20 mM, ta., 2-9 h (Ar=4BrP, 12%; Ar=3NR1%; Ar=3,5DNP, 68%;
Ar=3,4DNP, 55%); iii) HCl en MeOH (26% p/v), atm. Ar, 4 °C, 7 h (Ar=2]8B, 40%);iv)
1-fluoro-2,4-dinitrobenzé, etanol/ NaHG@aq.), t.a., 12 h (9%).

2.4.1. Sintesi dels ari-D-glucopiranosids 36-40

Els aril glucosids acetilats s’han sintetitzat jpartiel bromur de glucosil acetila29),
fent servir el procediment de transferéncia de éasb BTEBA descrit per Dess [246].
Els productes de reaccié s’han purificat per crogpafiaflash excepte en el cas del
3’,4’-dinitrofenil 2,3,4,6-tetra@-acetil$-D-glucopiranosid 34), en qué n’hi ha hagut
prou amb una recristal-litzaci6. El rendiment deelaccié ha variat des del 22% per al
3’-nitrofenil 2,3,4,6-tetrad-acetilS-D-glucopiranosid §2) fins al 50% per al 2’,3’-
dinitrofenil 2,3,4,6-tetrad®-acetil5-D-glucopiranosid 35).

Els 4’-bromofenil, 3'-nitrofenil, 3’,5’-dinitroferii 3’,4’-dinitrofenil glucosids acetilats
(31-34) s’han desprotegit emprant la transesterifica@dZegmplen i, en el cas del
darrer, i de forma similar a la desproteccié dshtrarid12, seguint el curs de la reaccio
per HPLC. La purificacio del 3’,4’-dinitrofenif-D-glucopiranosid 39) ha precisat
d’'una cromatografia de polsos a mitja pressio tgram cristal-litzacié, mentre que la
resta de glucosids s’han purificat en una etapa&ridtal-litzacid. Els rendiments de
desproteccié obtinguts es troben entre I'11% per 4abromonitrofenil p-D-
glucopiranosid i el 69% per al 3',5’-dinitroferfitp-glucopiranosid. El 2’,3’-dinitrofenil
S-D-glucopiranosid acetila®5 s’ha deso-acetilat en clorur d’hidrogen en metanol sota
atmosfera d’argd a 4 °C i protegit de la llum. &iscde la reaccié s’ha seguit per HPLC,
I s’ha aturat en observar l'alliberament de 2,3tchfenol. El productelO s’ha purificat
per cromatografia de polsos a mitja pressio a 4#b&nint-se un rendiment del 40%.
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2.4.2. Sintesi del 2’,4’-dinitrofenil#-D-glucopiranosid (41)

S’ha fet reaccionar la glucosa amb bicarbonat sothftuoro-2,4-dinitrobenze emprant
una mescla aigua/etanol com a dissolvent. El ptedlices purifica per cromatografia
flash seguida de recristal-litzacio, obtenint urdmment del 9%.

2.5. Sintesi de -g-D-glucopiranosil-(1—4)-O-#-D-glucopiranosil-
(1—3)-1,5-anhidro-2-desoxip-arabino-hex-1-enitol (56)

L’obtencio del glicabé ha centralitzat una gran part dels esforgcos sistde la present
tesi. En anteriors treballs al grup ja s’havia st el glical G4G3G’'56), més que
actuar com a inhibidor de la 1,3-1443lucanasa dBacillus licheniformises comporta
com a pseudosubstrat, hidratant-se al 2-desoxgiyicoorresponent. L'estudi de la
cinética de la hidratacié enzimatica, junt ambtlids del possible paper del glicab
com a donador glicosidic en les reaccions en que3d,4p-glucanasa actua com a
glicosintasa (activitat estudiada en altres trabadlr altres membres del grup), motiven
I'obtencié d’aguest compost a gran escala. Dertssdtapes principals que conformen
I'esquema sintétic d’aquest compost (obtencié detyrsor, sintesi del glical trisacarid
per-O-acetilat42, i desO-acetilacid per tal d’obtenir el compost d’intel®8 I'etapa
central és la més conflictiva. Gracies a la grarsatditat dels glicals, que ha permes
fer-los servir ampliament com a donadors en laesinle molts derivats sacaridics
[253], s’han desenvolupat nombrosos métodes parsava sintesi [254-266]. D’entre
tots ells, destaquen els que es basen en la réddekccorresponent bromur de glicosil.
A continuacié es descriuen els métodes que s’hamjaisen la present tesi amb
I'objectiu d’estudiar la sintesi de glical acetéi@

2.5.1. Obtencié del glical O-(2,3,4,6-tetraO-acetil-f-D-glucopiranosil)-(1—4)-O-
(2,3,6-tri-O-acetil--D-glucopiranosil)-(1—3)-4,6-di-O-acetil-1,5-anhidro-2-desoxi-
D-arabino-hex-1-enitol (42)

Per a la sintesi del glicdR s’han assajat diferents metodologies que expldues vies
retrosintetiques diferents (figura 2.12). En unallds es parteix de I'estructura del
glucal, i després d’'una serie d’etapes de desmidtecactivacid, s’arriba a obtenir
I'oligosacarid 42 a través d'una reaccid de glicosidacié. En ageest concret, la
cel-lobiosa convenientment protegida i activadaaade donador, i un glucal protegit en
els hidroxils 4 i 6 actua d’'acceptor. La segonaoaeibgia es basa en la sintesi del
glical directament des del trisacarid amb I'estietdesitjada, Gsl,4Glqpl,3Glq,
convenientment protegit i activat.
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Figura 2.12.Diferents estrategies per a la sintesi del g(iGaIG3G ") -

Aquesta segona via ja havia estat estudiada al @nlp anterioritat al present treball,
amb la reducci6 del bromur del trisacarid aceblamprant quatre metodes diferents:
Primer, la modificacié de Helferich [267] (utilitzi@ d’'un medi de reaccid neutre) del
meétode original de Fischer i Zach [254], en quéetiuccid es realitza amb Zn en acid
acetic (figura 2.13 a dalt); segon, el metode déoR¢260], que fa servir crom(ll) en
medi basic (figura 2.13 a baix); tercer, el métalde Csuk [259], que fa servir un
complex de Zn/plata/grafit en THF; i finalmentreétode de Somsak [265], en qué es
redueix el bromur de glicosil amb Zn en pols endissolvent aprotic i amb catalisi
basica. D’aquests quatre metodes nomeés amb elgritiosrs s’obté el glical d’'interes
42 amb un rendiment quantificable, del 17% amb elooh@ide Helferich, i del 9% amb
el de Pollon (Meritxell Sigalés, comunicacié pedn

OAC OAc OAc OAC
ACO Q Ac O Zn/CUSO/NaACOMACOM,0  pcq ~ § 0
AcO OA(c) AcO OAC ACO de-20°Cat.a. %/O 4

Br 17%

5 42
OAc OAc
AcO ore O/wﬁr 1) Cr(AcO), H;0, DMF, 50°C /gg)
Acow AcO o! > . P
OA(c) OAc AcO Br 2) Ac,O/Py, t.a. %/
5 9% 42

Figura 2.13. A dalt: Sintesi del glicai2 fent servir la modificacié de Helferich del metadke
Fischer i Zach. A baix: Sintesi del gligi fent servir el métode de Pollet al

Sembla doncs, que si bé els diferents metodesitesorb la finalitat de dur a terme la
reduccio del bromur de glicosil donen rendimenteptables per a I'obtencié del glucal
i/o del cel-lobial, no estan exempts de problememcel glical que s’intenta obtenir
presenta l'estructura [G¥1,4],Glcpsl,3GIgp, onn = 0, 1, 2.... El fet que la posicio
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al-lilica del doble enllag del glical estigui sutigtla amb una unitat de glucopiranosa,
fa que en les condicions acides que solen empran-t&sintesi de glicals es produeixin
molts reordenaments i reaccions secundaries ndjatles [254]. Amb aquests

antecedents s’ha abordat la sintesi del gh@atles de tres fronts diferents. El primer
suposa estudiar la primera estrategia sintetioa,imgplica la glicosidacio del glucal; el

segon comporta I'estudi de les variables que aieletaeaccio de Helferich, que és el
metode amb el que s’havia aconseguit la sintegylaell d’interes amb més eficiencia
amb anterioritat a aquest treball, amb la finalitatmillorar el rendiment obtingut; i el

tercer implica I'exploracié d’altres metodes deued6 del bromur de glicosil.

2.5.1.1.0btencio del glical d’interes4R) per glicosidacié entre un glucal i un donador
oligosacaridic

Aquesta alternativa sintética d’entrada semblada laboriosa, ja que s’han de preparar
tant el donador com I'acceptor de glicosidaciéoppets dos poden obtenir-se facilment
a partir de productes comercials, a través de ima@studiades abastament i que no
presenten gaires complicacions. Com a acceptoogjtic s’ha fet servir el glucal
acetilat en els hidroxils a 4 i 84), que s’ha obtingut per accio de la lipasa PS dlAm
sobre el glucal peD-acetilat 43) en medi aquds tamponat a pH 7.0 [268] (figurdR.1
El producte44 s’ha obtingut amb un rendiment del 86% i s’ha idieat pel senyal
assignable a I'hidroxil lliure en la posicié 3 adpectre COSY.

OAS _ ) ) OAc
AcO Lipasa PS "Amano _ AcO (o)
AcO J HO. P

Tampé fosfat 0.25 M pH 7.0

43 t a. 44
86%

Figura 2.14. Des©O-acetilacio selectiva de I'hidroxil 3 del glucéB fent servir la lipasa PS de
la casa comercial Amano.

Com a donador glicosidic es pot fer servir el broneicel-lobiosil pe-acetilat 46),

en cas d’aplicar una glicosidacié seguint el metdee Konigs-Knorr [238], o el
tricloroacetimidat de cel-lobiosil p€&r-acetilat 48), si s’aplica el metode de Schmidt.
Aquests sbén dos dels métodes de glicosidacid m@sagsn En el primer es fan servir
halurs de glicosil com a donadors glicosidics (terells els bromurs sén els que
presenten el millor balang entre estabilitat i tedat [245]) i I'activacio es produeix
afegint com a catalitzador, sals d’argent [238,]269e mercuri [270]. Aquestes sals
actuen com halofors, provocant la sortida del bmomaugmentant d’aquesta manera
I'electrofilia del donador. En el metode de Schnfiditl], la reacci6 s’activa fent servir
com a catalitzador un acid de Lewis, que protondrieloroacetimidat accelerant
d’aquesta manera la seva sortida en forma dermmbetamida.

Els dos donadors glicosidics s’han preparat padentla cel-lobiosa péb-acetilada
(45). El bromur de cel-lobios#6 s’ha obtingut per tractament del compost comesmial
una dissolucié de HBr en HAcO al 33% a temperatumaient, amb un rendiment del
98% (figura 2.15).
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Figura 2.15. Sintesi del bromud6 a partir del pe-acetat de cel-lobios&%). HBr/HAcO
33%, t.a., 30 min.

L’obtencio del tricloroacetimidat s’ha realitzat em procés en dues etapes (figura
2.16). A la primera s’ha desprotegit I'extrem retuer reaccio del pgd-acetat de
cel-lobiosa amb acetat d’hidrazina en DMF a 552%2], obtenint 'hnemiacetal7 amb

un rendiment del 79% després de recristal-litzakid segona etapa s’ha fet reaccionar
I’'hnemiacetald7 amb tricloroacetonitril en diclorometa a temperatambient, fent servir
com a base carbonat de cesi. El donatlis’ha purificat per cromatografia i s’ha
obtingut amb un rendiment del 85%.

45 R=0Ac

OAc

OAcC
AW% 47 R=0H <«
AcO. AcO. ii
¢} R _ _ i
OAc OAC 48 R=a-OC(=NH)CCl; &«

Figura 2.16. Sintesi del tricloroacetimidat8 a partir del pe@-acetat de cel-lobios&%). i)
NH.NH,-HAcO, DMF, 55 °C, 30 min (79%i);) CIsCCN, CsCQ;, CH,Cl,, t.a., 90 min (85%).

En un primer intent de glicosidacié s’ha empratieloroacetimidad8 com a donador i
el glucal44 com a acceptor en diclorometa a -20 °C, i fentisaiflat de trimetilsilil
(TMSOTf) com a catalitzador. EI compost de glicasid obtingut no ha estat el glical
d’interés 42, sin0 el producte de transposidl@ (figura 2.17), com s’ha comprovat
mitjancant els espectres COSY i HETCOR.

OAcC
ACO o OAcC OAg OAg
P AcO AcO
HO. AcO o AcO 0. Z
a4 OAcC OAc
TMSOTf, 4A MS 7F 42
+ \

CH,Cl,, -20 °C
OAc

OAc
OAc OAc AcO o)
Ac 0 Q AcO. o Ac o OAc
Ac o  Aco - OAG AcO O&OAC
OAC O~peNH —
48 CCls 49

Figura 2.17. Productes obtinguts en la reaccié de glicosidéend servir com a acceptor el
glucal44i com a donador el tricloroacetimidé.
El compost49 s’ha format com a consequéncia de la transposieid-errier [272]

(figura 2.18), que és una transposici6 al-liliceldzada per I'acid de Lewis emprat en
la reacci6 de glicosidacio. La formacio del glich4® es podria produir a través de dues
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vies. Per una banda, mitjancant la transposicioddéle enlla¢ en el glucal4 i la
posterior addicié d’'una unitat del donador hidmslda sobre I'intermedi cationic. De
fet, la mateixa transposicio del gluesl podria aportar I'aigua causant de la hidrolisi
del donador. Per una altra banda, per transpasétiglical trisacaridi2.

OR
RO (0] ACId de Lewis RO Nu Ho NP R
RO F RO — o Nu

Figura 2.18.Mecanisme general de la transposicié de Ferrier.

En un intent de minimitzar aquesta reacci6 indegditjs’ha dut a terme la glicosidacié a
-78 °C, obtenint el glical d'intere42 amb un 15% de rendiment (figura 2.19). El
producte majoritari obtingut en aquest cas, améd3b, és el compo&0, producte de
transposicié i autocondensacio del glucal. Aqueseléproducte majoritari obtingut
també en altres reaccions de glicosidacid en gha sanviat el catalitzador de la
reaccio, emprant BFEtOEL, i en d’altres en que s’ha emprat el metdeleKonigs-
Knorr (en aquest darrer cas s’ha eliminat el meil dausant de la transposicio), sense
que s’observi millora en el rendiment de sintesiptleal 42.

OAc

OAc
OAC OAc
w A& AcO Q Acofi%
OAc AcO o  Aco o] 7
OAc

OAc
46 R=Br 42
48 R =OC(=NH)CCl, catalitzador, T, 4A MS

>

+ CH,Cl, oA
C

OAc OAc
HO. 7

44

Figura 2.19.Productes obtinguts en les reaccions de glicogigaunprant el métode de Schmidt
a -78 °C, fent servir com a catalitzada) triflat de trimetilsilil (rendiment del 15%) ¢b)
trifluorur de bor eterat, {c) emprant el méetode de Koénigs-Knorr a t.a. i amb HER)(CN),
com a catalitzador.

Donat els baixos rendiments obtinguts en aquestsgss es va decidir abandonar la via
sintetica d’obtencié de glicals emprant la glicasid del glucal amb altres unitats
oligosacaridiques, i el treball es va centrar nammen I'obtencié del producte

d’interés mitjancant la reduccié del bromur de @git corresponent.

2.5.1.2.Estudi de les variables per a I'obtenci6é del glididnterés emprant el métode
de Helferich

En el moment d’iniciar la present tesi, la varidatHelferich de la reaccio de Fischer i
Zach era el metode que havia ofert millors ressllfsr a la sintesi del glical amb
estructura Glpsl,4Glqp1,3Glg. Per tant, es va decidir avaluar la influéncialete
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condicions experimentals en el rendiment de laciéaper tal de millorar-lo. Per tal de
determinar els factors influents s’ha aplicat ussdny experimental [273], que consta
de tres etapes: la identificacié dels factors quaep afectar en el resultat, el disseny de
I'experiment de forma que es minimitzin els efedels factors no controlats, i I'analisi
estadistica per tal de determinar els efectes tsapeks diferents factors.

La metodica objecte d’estudi és la seglent: sobeesuispensio de Zn en pols en una
dissolucid de sulfat de Cu(ll) i d'acetat sodicamd acetic aquds a —20 °C, s’afegeix
lentament, el bromur de glicosil acetilat dissoltuma solucié aquosa d’acid acetic. Un
cop finalitzada I'addicio es deixa evolucionar éaccié a temperatura ambient. Per tal
d’augmentar la reactivitat del Zn, es realitza ao@vacio prévia a la reaccio per rentats
successius del Zn amb HCI, aigua destil-lada, ¢gblde CuS@ opcional), acetona i
eter etilic. Acabada la reaccio es filtra el cribrsoCelite, que es renta amb una
dissolucié aquosa d’acid aceétic, i els filtratsxe’euen amb cloroform.

Els parametres que s’han triat per tal de detemmada influéncia en el rendiment de
la reaccio son la concentracio de Zn, la conceigtrde Cu(ll), la temperatura de
reacci6 i I'activacié del Zn amb Cu(ll) prévia areaccié. Per a cada variable s’han
definit dos nivells: per a les concentracions deiZ@u(ll) els dos nivells son la
concentracié indicada a la metodica i el dobleadmateixa; en el cas de la temperatura
s’ha escollit temperatura ambient i 0 °C; i perdavaluar I'efecte de I'activacio del Zn
amb Cu(ll), els dos nivells s6n amb o sense adgva@via. Amb la finalitat d’avaluar
la influéncia d’aquests factors i les seves possibiteraccions s’ha realitzat un disseny
factorial complet (2 FC), que en aquest cas, comporta realitzar 16 riexpies.
Aquestes 16 experiéncies sumades a les que s’haeatizar posteriorment per tal
d’'optimitzar les condicions, fan economicament pdeable l'aplicacié d’aquest
procediment al bromur del trisacarid G4G3G acef8atS’ha decidit, per tant, realitzar
totes les etapes d’optimitzacié sobre el bromuceldobiosa pef-acetilada 46), que

€s un producte molt més senzill d’obtenir i forcésnassequible des del punt de vista
economic (figura 2.20).

OAc OAc
ZN/CUSO,/NaACO/HACOIH,0 O/i)
ACOW de-20°CaT Acow
OAc OAc

[Zn] =7
[Cu(in] =2
Activacié Zn ?

Figura 2.20. Reacci6 de Helferich per a la sintesi del celdbperO-acetilat £1) partint del
bromur de cel-lobiosa p€-acetilada46). S'indiquen els quatre parametres objecte d’estud

Tot i que fora ideal partir del bromdi6, la seva baixa estabilitat i el fet que la seva
sintesi sigui quantitativa fan recomanable pasilalcel-lobiosa peb-acetilada, i que

la sintesi del bromur corresponent sigui I'etapei@hde cada experiment. El rendiment
dels diferents experiments s’ha avaluat sobreweterreaccio en base al percentatge de
cel-lobial51 present a la mescla, determinat a partir delsaene'H-RMN fent servir
DMSO com a patré. El disseny d’experiencies del ehdakctorial complet, aixi com el
rendiment de la reaccio obtingut en cada cas etremcs la taula 2.1.
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Taula 2.1. Disseny d’experiéncies per tal d’avaluar I'efede la concentracié de Zn, de la
concentracié de Cu(ll), de la temperatura i detiNaciéo previa del Zn amb CuQCen el
rendiment de la sintesi del cel-lobial @acetilat, prenent com a referencia el métode de
Helferich. En les columnes corresponents s’inditanieell de cada variable emprat en
I'experiment en concret, on 1X i 2X corresponem &dncentracié indicada a la metodica i al
doble de la mateixa, respectivament. A la darrefancha es presenta el rendiment obtingut en
cada experiment.

Experiment [Zn] [Cu(ll)] Activacio del Zn T. reaccié Rendiment / %

Ci 1X 1X No t.a. 26.5
C2 2X 1X No t.a. 53.6
C3 1X 2X No t.a. 42.4
C4 1X 1X Si t.a. 54.8
C5 2X 1X Si t.a. 61.0
C6 1X 2X Si t.a. 48.3
C7 2X 2X No t.a. 52.9
C8 2X 2X Si t.a. 59.3
C9 1X 1X No 0°C 18.5
C10 2X 2X Si 0°C 38.6
Cl1 2X 1X Si 0°C 44.0
Cil12 1X 2X No o°C 13.4
C13 2X 1X No 0°C 14.6
Ci4 2X 2X No o°C 33.4
C15 1X 1X Si 0°C 30.5
Cl6 1X 2X Si 0°C 38.3

A partir d’aquests resultats i descartant les ateions de tercer i quart ordre s’arriba a
la conclusié que la temperatura en primer termagetat inicial amb coure per tal
d’activar el Zn en segon terme, i la concentracZoh en tercer terme, influeixen
positivament en el rendiment de la reducci6. S’ol@sque la concentracio de Cu(ll) en
el medi de reaccié no afecta el rendiment, i queflaéncia de les interaccions entre
parametres no és significativa. L'optimitzacio de rhetodica s’ha realitzat, doncs,
efectuant variacions sobre la temperatura de r@adai concentracio de Zn, mantenint
la mateixa concentracié de Cu(ll) que s’indica amratodica original. S’ha decidit
incloure I'etapa d’activacio previa del Zn amb Qu¢lom un pas més de la metodica, ja
que el seu efecte sobre el rendiment és positiu.

Donat que els dos factors a estudiar es valorendiim marge limitat (I'agitacio de la
reaccié es fa molt dificil a una concentracié desAregades superior a la indicada a la
metodica; i la temperatura maxima probablement is@ 2 prop de temperatura
ambient, que és la indicada a la metodica origiesliiecideix fer servir un disseny de
tipus uniforme, com ara el metode de Doehlert [2&glicat de forma seqlencial. En un
disseny uniforme es realitzen diversos experimgintsiitanis de forma sistematica que
permeten construir una superficie de resposta.l Hisgeny de Doehlert la distribucio
dels punts experimentals es localitza a la superfituna hiperesfera, i el nhombre
d’experiments ve donat per I'expressio+ n + 1, on ‘h” és el nombre de factors a
estudiar. Si cal estendre la superficie d’estuglieata extensid es realitza a partir de
punts adjacents previs, tal i com es podra veuseandavant.
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S’ha realitzat una primera série d’experiments @da que s’ha triat un marge de
temperatures d’estudi entre 10 i 50 °C, ja que ledisseny factorial complet s’ha
comprovat que a 0 °C el rendiment de la reacciéeded a temperatures superiors a 50
°C la velocitat de descomposici6 del glical podoanencar a ser important. Pel que fa a
la concentracio de Zn s’ha estudiat el marge éhiré vegades la concentracié indicada
a la metodica. Els resultats obtinguts han permeéisiduna superficie de resposta que
es mostra a la figura 2.21, on es presenten l@septacio tridimensional de la mateixa
i la projeccié en dos dimensions de les corbe®isdiment. | han permes determinar
un maxim, calculat matematicament, que corresparadtin 73.3% de rendiment a unes
condicions de 23.4 °C i una concentracié de Zn .d8 3egades l'explicitada a la
metodica.
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Figura 2.21.Resultats de I'estudi d’optimitzacio de la reaab&dHelferich seguint el métode de
Doehlert. Esquerra: superficie tridimensional eg g8 representa el rendiment obtingut en la
sintesi de cel-lobial p&d-acetilat 61) en funcié de la temperatura i la concentraciéZde
Dreta: Projeccio en dos dimensions de les corlissréhdiment en funcié de la concentracio de
Zn i de la temperatura, amb variacions entre codie&5%.

Al grafic bidimensional es comprova que la sup@&fite resposta presenta un maxim
molt ampli, comprés a temperatures entre 16 i 30 ¢Cuna concentracio de Zn entre
2.4 i 4.0 vegades superior a la descrita a la negodPer tal d’acabar de definir la
superficie a baixes temperatures es decideix ineldues experiments meés, a
temperatures entre 0 i 10 °C i concentracions derdre 3 i 5 vegades superiors a la
indicada a la metodica, definint una nova matriwddseny, que es mostra a la figura
2.22. En aquesta figura es mostren les condiciangedccions emprades en cada
experiment, aixi com els rendiments obtinguts. &spmrova com les noves experiencies
realitzades defineixen una zona plana de rendimewdltant del 60%, i que el millor
rendiment obtingut experimentalment en I'optimiibaés del 71%, que és meés del
doble del rendiment obtingut préviament en la sindel cel-lobial pe®-acetilat 61)
fent servir la metodica original, que és del 30%of@ Villalonga, comunicacié
personal).
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(oecsx) __, (30°C.50

62% 62%
(20 °C, 4X) \
0°c.4%) | 64% £ (@0°C,4%)
) \ / / \45%
(10°C, 3X) (50 °C, 3X)
50% (30 °C, 3%) 25%
71%
(20°C,2X)

g’ @o°c, 2x)
62% 48%

Figura 2.22.Disseny d’experiencies de Doehlert per tal d’'ofidar la concentracioé de Znii la
temperatura de la reacci6 en la sintesi del cédllgler-O-acetilat 61) seguint el metode de
Helferich. Es presenten els valors que adoptedaddactors en estudi en cada experiment i el
rendiment obtingut en cada reaccio.

Abans d’aplicar aquestes condicions a la sintdsjylaml trisacarid42 s’ha realitzat un
petit estudi amb el bromur de laminaribiosa Peacetilat 62), amb la finalitat de
determinar si el fet de canviar la posicié de lassitucio en la unitat de glucopiranosa
reduida afecta la dependéncia dels factors expetaisesobre el rendiment de la
reaccid. En el glical que s’obté fent servir aquesistrat, a I'igual que en el cas del
trisacarid42, la unitat que sustenta el doble enlla¢ estas2tbstituida i ja s’ha observat
amb anterioritat que en la sintesi d’aquests cotopass donen una série de reaccions
secundaries que porten a una disminucio del rendiae producte d’interés. Com les
condicions optimes en el cas del cel-lol&ales troben a I'hexagon definit per les
experiencies A-G, i un excés de Zn, no ofereix arélé sensibles de rendiment, s’han
escollit les condicions experimentals recollidesagnest hexagon per tal d’aplicar-les a
la sintesi del laminaribial p&d-acetilat 63) (figura 2.23).

OAc OAc OAC OAc
Acom Zn/CUSO,/NaACOMACOI,0 w o
AcO rYs ch de-20°CaT AcO o 7

Br OAc

52 53

(0°c, 4%) o (40 °C, 4X)

25%/ \21%
(10°C,3X) A (50 °C, 3X)
0% (30 °c 3X) 35%
28%

(20 °C, 2X) (40 °C, 2X)

26% 27%

Figura 2.23. A dalt: Sintesi del laminaribial pé-acetilat §3) partint del bromur de
laminaribiosa pef-acetilada %2). A baix: Disseny d'experiéncies de Doehlert pat t
d’optimitzar la concentracio de Zn i la temperatdeda reaccio en la sintesi del laminariial
seguint el métode de Helferich. S’indiquen els ralgue adopten els dos factors en estudi en
cada experiment, i el rendiment obtingut.
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A partir dels rendiments que es mostren a la figu28 s’observa que no nomeés
disminueix el rendiment de sintesi del laminaril®a@ enfront de I'obtingut per al
cel-lobial 51, sin6 que també varia la dependéncia del rendimerdintesi del glical
enfront de les condicions experimentals. S’ha cowgdrque la concentracio de Zn en
aquest cas no és un factor important, i que I'omtertemperatura s’ha desplacat cap a
temperatures meés elevades. En vista dels resoliitgyuts en la sintesi del laminaribial
53 s’ha decidit acabar d'afinar les condicions decc&n sobre el glical trisacarid
d’interes (G4G3G)), i tenint en compte que la concentracié de Zn s factor
determinant, es fixa en una concentracio 3 vegadpsrior a la descrita a la metodica
original (concentracié a la que s’ha obtingut ellanirendiment per a la sintesi del
cel-lobial 51), i s’han realitzat una serie d’experiments pérde definir I'oOptim de
temperatura. Prenent com a punt de partida 25 R@ assajat la reaccié a quatre
temperatures superiors (35, 50, 60 i 70 °C), amtilala conclusio que la temperatura
optima per a la sintesi del glicé2 és de 50 °C (figura 2.24) .

OAC OAc OAc OAc
Aw w& Zn/CUSO,/NaACOHACOH,0 5. o
AcO. Acl g O P
OAS OAG AcO | de-20°CaT g/
5

42

35

30

25+

rendiment G4G3G' / %

20

20 30 40 50 60 70 80
Temperatura / °C

Figura 2.24. A dalt: Reaccio de Helferich aplicada a la sintediglical42 a partir del bromur
de trisacaric. A baix: Representacio del rendiment de sintdsjlit=al trisacaridd2 enfront de
la temperatura de reaccio.

Amb els diferents experiments realitzats en laesindels tres glicald2, 51 i 53, es
constata que en el cas dels glical®-8ubstituits el rendiment de reaccid0 és menys
sensible a la variacié de les condicions experiaienDe tota manera, el rendiment
maxim assolit en la sintesi del trisacad@ després d'una etapa de purificacio
cromatografica, del 36%, queda lluny del rendimmaakim al que s’arriba en la sintesi
del cel-lobiabl, que és d’'un 71%.
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2.5.1.3.Estudi d’altres métodes de sintesi de glicals

Reduccio electroquimica

S’ha assajat una adaptacido del métode descrit par raduccio electroquimica de
bromurs de glicosil acetilats en dissolvents apsofP64]. Les primeres proves s’han
realitzat a nivell qualitatiu sobre l'acetobromagiga R9) fent servir un anode de

grafit, un catode de Pb i I'eléctrode de refereda#Ag’. Dels dos dissolvents emprats,
dimetilformamida i acetonitril, amb el primer s’hahtingut resultats més reproduibles,
tant a nivell de voltamperometria ciclica, per ti determinar el potencial de
semireduccid, com en la reproduibilitat de la r&adén canvi, la purificacié posterior

del producte és més complexa i porta associadamajar pérdua de rendiment.

Independentment del dissolvent emprat, en totsasdes s’ha obtingut el glucal acetilat
(43) com a producte majoritari per c.c.f.

La reduccié del bromur trisacaril s’ha realitzat en el mateix sistema fent servir
acetonitrii com a dissolvent i tetrafluoroborat tirabutilamoni (TBABE) com a
electrolit conductor i la reduccié s’ha dut a termen voltatge constant de —1.45 V
(figura 2.25). El rendiment obtingut és del 32%,0peomés s’ha aconseguit obtenir el
glical 42 treballant en I'escala dels centenars de mg. Ealasla reaccid per tal de
treballar a nivell de grams sembla que el catodpassiva i, en aquests casos, s’ha
obtingut majoritariament el producte d’hidrolisil deomur de glicosiR6. Maranet al
han observat que la reduccio electroquimica erepogs d’'un acid permet millorar molt
el rendiment de la reacci6 [264]. L'addici6é d’aeidetic al medi de reaccié ha permés
obtenir el glical trisacarid2 amb un 44% de rendiment, pero sempre treballpetita
escala. Tot i el bon rendiment obtingut en aqugsteges, la manca de reproduibilitat
d’aquesta reaccid electroquimica, juntament amblifigultat a I'hora d’escalar-la,
desaconsellen aquest metode per a I'obtencié dal g a gran escala.

OAc

OAc OA
A OAc m €® TBABF4, CH,CN, HACO ACO 8
Acom AcO. o > 0 P
OAc OAc ACO . 44% —
5

42

Figura 2.25. Sintesi del glicadl2 per reduccio electroquimica.

Reduccio amb sals organometal-liques de titani

Aquest métode substitueix el Zn emprat generalneenta reduccido de bromurs de
glicosil per clorur debis(ciclopentadienil) titani(lll), CpriCl [275, 276]. En la
formacio d’aquest reactiu es fa necessaria la pogséad’'un dissolvent amb parells
electronics lliures a fi d’estabilitzar la forma nwmeérica del reactiu, que és la que
reacciona amb el bromur, enfront del dimer, quéaéseva forma més estable [277]
(figura 2.26).
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Figura 2.26.Formaci6 de I'espécie reductora,TiC| amb ajuda del dissolvent.

La principal dificultat que presenta el metode o) és I'elevada inestabilitat del
reactiu organometal-lic en preséncia d’aire, de ersmue tota la manipulaciéo del
producte, inclosa la reaccié de reduccid, s’ha dalitear en atmosfera inerta.
Skrydstrupet al [278] descriuen un metode de genémasitu el reactiu reductor a partir
de la sal de titani(IV) CiCl,, i Mn, que també ddna bons rendiments en la sidées
glicals i permet treballar en condicions no inertes

En una primera prova, l'aplicaci6 d'aquesta metodal a la reduccié de
I'acetobromoglucosa ha permes obtenir el gld&tle forma quantitativa segons c.c.f.
Posteriorment s’ha obtingut la sintesi dels glitatacarid42 i tetrasacarid4 amb un
rendiment del 59% i 50%, respectivament (figura7R.2Aquests son els millors
rendiments aconseguits fins al moment en el grup @ela sintesi de glicals
d’oligosacarids 32-substituits.

OAc
Ac 0 CouTi OAc
p,TiClL,/Mn/THF t.a. AcO (0]
AcO. > 2
AcO AcO
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29 43 (rendiment quantitatiu )
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AcO QAco Q Cp,TiCI/MNTHF ta.  AcO 0,
Ac o | Ac O o z
OAc OAc AcO o, é/
n

1 42 n=1 59%
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5
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Figura 2.27.Reducci6 de bromurs de glicosil acetilats amb asaanometal-liques de titani.

2.5.2. Desprotecci6 de glicals pegd-acetilats

En totes les desproteccions de glicals acetilaés Sjuavien realitzat al Laboratori de
Bioquimica abans d’iniciar la present tesi s’haviditzat la transesterificacio de
Zemplen (NaOMe/MeOH), obtenint rendiments del 7644t per a la desproteccio del
cel-lobial per©-acetilat51 (Gloria Villalonga, comunicacio personal), com pela del
glical trisacarid42 [223]. Aquesta desproteccid, quan s’optimitza, pa@sentar uns
rendiments quantitatius; i, donada la conegudaditiabilels glicals en condicions acides,
s’ha plantejat la possibilitat de variar el proeesent de la reaccio, per tal d’evitar I'is
de la reina acida habitualment emprada en la niézai@d del medi de reaccio.
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En una variant del processament del cru de reateida reaccié6 de Zemplen s’ha
emprat CQ solid per tal de neutralitzar el medi de reacBi@questa manera, després
d’eliminar el dissolvent a pressid reduida a 0 &Cproducte de reaccid es troba
impurificat amb bicarbonat. La purificacié postergha realitzat per cromatografia de
columna sobre silice emprant com eluent la baivig®H/H,O (1:3). Els rendiments
obtinguts sén del 73% per a l'obtencid del celdbhpb5), i del 93% per a la
desproteccié del glicad2. D’altra banda, I'aplicacio en un experiment pdealde la
metodica classica de la transesterificacié de Zempgbbre el glicah2, ha permes
I'obtencié del glical desprotegit d'interé&6 amb un rendiment del 85%, després de
recristal-litzacié. Sembla, per tant, que la nditeeio del medi de reaccié amb &6),
introdueix una lleugera millora del rendiment, bér que implica una purificacio del
producte més complexa.

Prenent com a producte de partida el cel-lobialQpacetilat51 s’ha assajat també una
alternativa a la transesterificacio de Zemplen, ramip MeOH/HCI(g) en la seva
desproteccié. Si bé s’ha comprovat per c.c.f. qeapEs de 24 hores de reaccié s'obté
el glical d’interés, aquest descomposa durant datd’eliminacio de dissolvent a
pressio reduida, tot i que aquest procés es raalifz°C.

2.6. Sintesi del 4'-nitrofenil O-g-D-glucopiranosil-(1—4)-O-p-D-
glucopiranosil-(1—4)-O--D-glucopiranosil-(1—3)-2-desoxifg-D-
glucopiranosid (68)

La sintesi de 2-desoxiglicosids és un cas espenidh sintesi de carbohidrats. Quan
aguests actuen com a donadors en una reaccio assighcid I'estereoquimica del
producte resultant ve dictada només per I'efectaramic, ja que el fet de disposar de
dos protons com a substituents a C2 impedeix qugipdonar-se l'assisténcia
anquimérica. Com a resultat, per tant, s'obté ntajemment I'anomera, fet
especialment problematic en la sintesi dels 2-dgsglicosids. S’han desenvolupat
diferents estrateégies per a superar aquesta liditpge estan recollides en diferents
articles de revisi6 [279-281].

2.6.1. Metodes de sintesi de 2-desgiglicosids
Dels diferents métodes descrits el que s’empraadmd més generalitzada és el
d’introduccié temporal d’'un grup participant a CRegposteriorment s’elimina per

reduccio, ja que sense gran complicacio sintefmbtés 'anomer amb una elevada
estereoselectivitat (figura 2.28).
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Figura 2.28.Sintesi de 2-desoyglicosids introduint temporalment un grup partaipa C2.

2.6.2. Sintesi d’aril 2-desoxp-glicosids

El fet que el nucleofil en la reaccié de glicosidasigui un fenol introdueix nous
problemes, donada la seva reduida nucleofilia. 8isarvat que en aplicar els metodes
propis de la sintesi d’alquil 2-desgfglicosids a la sintesi d’aril 2-desgiglicosids
s'obté majoritariament I'anomer, ja que els fenols, en comptes de reaccionar dmb e
catio de glicosil en qué el grup assistent es tres@bilitzant la carrega generada,
reaccionen amb la forma en qué no hi ha assistg@erigrup vei (estructura B de la
figura 2.29), que en ser més inestable és també&enétva.

o o} o) ArOH Q
p ArOH p p @ > P
oAr < * o G
G ® G: OAr
a

B A B

Figura 2.29. Sintesi de 2-desoyglicosids emprant un fenol com a acceptor glidesid

L'estructura A representa la forma del catiéo deagil en qué el grup assistent participa en
I'estabilitzacié de la carrega, mentre que en leméb B el grup a C2 no participa en
I'estabilitzacié.

De les diferents metodologies desenvolupades [zesiatesi d’aril 2-desoxf-glicosids
en destaquen quatre. Dues d’elles parteixen d'icalgtcom a donador glicosidic,
mentre que les altres dues parteixen d’'un glicesidque els substituents a C1 i C2
formen un heterocicle amb configuraeidal carboni anomeéric.

Formacio d’estannileters sobre el nucleofil
Aquesta estratégia es basa en l'augment de ladfilicledel fenol per formacio del
corresponent tributilestanniléter [282]. A continida I'addicié sobre el doble enllag

d’un glical del fenol procedent de I'estanniletatun grup tiofenil provinent d’una sal
de sofre present en el medi, rendeixen el produlde glicosidaci6 amb una
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estereoselectivita:a de 3 a 1. Després de la glicosidacio s’ha de trealiuna
eliminacié reductiva del tiosubstituent que s’h&raduit a C2 per tal d’obtenir el
producte d’interés (figura 2.30).

F’h sbcl®

n
BnG ButzSnO, ph—s~>%s—ph Bno& [H] aril
\© > Bn o — > 2-desoxi-
S ,) CH,Cl,, 60 °C SPH \© B-glicosid
56%

La3:l

Figura 2.30. Utilitzacio d’arilestanniléters en la sintesi dl@&-desoxig-glicosids.

Glicosidacié emprant la reaccié de Mitsunobu

Roush i Lin apliquen la reaccié de Mitsunobu aildesi d’aril 2-desoxjs-glicosids
[283], introduint en un glical un grup feniltio erfilseleno equatorial a C2 (figura 2.31).
D’aquesta manera estabilitzen 'anomeiel donador glicosidic hemiacetalic, i fan que
la formacio de I'enllag glicosidic es doni a trawks mecanisme & de la reaccio de
Mitsunobu. Aixi obtenen el producte d’interes anma wstereoselectivitgta igual o
superior a 7 a 1. Posteriorment s’ha d’eliminagrap a C2 reductivament.

o) 1) PhXCl o) ArOH o] [H] aril
ROD Romr ——— RO —>  2-desoxi-
2) H,0/ o ] PhsP, DEAD P OAr B-glicosid

ph' OH  70-85%

X=S§, Se Ba>T1

Figura 2.31.Sintesi d’aril 2-desox#-glicosids emprant la reaccié de Mitsunobu.

Obertura de 1,2-anhidroglicosids

Aquesta metodologia es basa en [I'obertura dun ahl#droglicosid amb

estereoquimica per reaccid amb el fenoxid d’'interés sota condigide catalisi per
transferencia de fase solid-liquid [284] (figur&2). Posteriorment s’elimina el grup
hidroxil, generat a C2 en [lobertura de [I'epoxid,erp formacido del

pentafluorofeniltiocarbonat corresponent i reduccaticalaria del mateix [285],
obtenint estereoespecificament I'aril 2-desgxglicosid d’interes.

OBn OBn
HO. K2003 18-crown-6 [H] aril
BnO \© ——»  2-desoxi-
Bn MeCOMe, A \© B-glicosid

70%

Figura 2.32.Sintesi d'aril 2-desox#-glicosids per obertura de 1,2-anhidroglicosids.
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Obertura d’oxitiodiens ciclics

Franck i Marzabadi obtenen estereoespecificamarit P-desoxig-glicosid d’interés
per obertura d’'un oxitiodie ciclic amb estereoqeodmi a C1 [286] (figura 2.33). En
aquest cas, I'eliminacio reductiva del grup genar@P per obertura del cicle va resultar
problematica, disminuint considerablement el remsfinglobal del procés.

OBn OBn )

_ o Mo TfOH, But,NOTf BnO Q [H] aril

BnO + OO — > Bn o) ——> 2-desoxi-

n S PhCH S B-glicosid
L 69% =

o}

Figura 2.33.Sintesi d’aril 2-desox#-glicosids per obertura d’oxitiodiens ciclics.

Dels quatre metodes descrits, el principal avaatdé&is dos darrers és que la reacci6 és
estereospecifica per a 'anomgr tanmateix la sintesi dels corresponents donadors
glicosidics no és trivial. La formacié dexdanhidroglicosid és molt dependent dels
grups protectors [287] i especialment problemaginapreséncia de grups acetil (que,
per questions practiques, solen ser els grupsqgiooteemprats en el grup de treball), i
la sintesi del donador oxitiodié ciclic implica mombre forca més elevat d’etapes
sintetiques que en el cas dels altres donadorg@cidod’augmentar la nucleofilia del
fenol no sembla representar majors problemes ®ateperd ofereix una
estereoselectivitat insuficient. L'aplicacié del tode de Mitsunobu sembla la més
indicada per a la sintesi del producte d’interéssiderant tant la dificultat sintetica,
com |'estereoselectivitat del producte de reaccié.

Aprofundint en aquest darrer métode, sembla gused&l grup fenilseleno ofereix una
major selectivitat que I'is del grup feniltio [283]que I'estereoselectivitat de I'addicio
del grup PhSeCl o PhSCI sobre el doble enlla¢ tsnaht dependent dels grups
protectors presents al glical. Per tal d’afavotimeaxim I'obtencié del donador amb
configuraciégluco sobre la configuracithanno, el substituent a C6 ha de ser altament
electronegatiu, el grup protector a C4 ha de segrup polar, i el grup a C3 ha de ser
cessor. Una unitat sacaridica a C3 també garami@ixlevada estereoselectivitat [288].

2.6.3. Sintesi del 4’-nitrofenil O-(2,3,4,6-tetraO-acetil-f-D-glucopiranosil)-(1—4)-
0-(2,3,6-tri-O-acetil-f-D-glucopiranosil)-(1—4)-O-(2,3,6-tri-O-acetil-#-D-gluco-
piranosil)-(1—3)-4,6-di-O-acetil-2-desoxip-glucopiranosid (67)

Es va plantejar la sintesi del 2-desggticosid 67 fent servir dues estrategies diferents
(figura 2.34). D'una banda, funcionalitzar el glidatrasacarid d’interes després de
I'addicio d’'un grup participant a C2; o de laltrpartint d’un glucal obtenir un 2-
desoxif-monosacarid cromoforic, que posteriorment s’haude desprotegir
selectivament a C3 i actuaria com acceptor glicogid una reaccié de glicosidacio, per
tal de construir I'estructura oligosacaridica dada. En les dues estratégies, la @es-
acetilacio final del compo$i7 rendiria el 2-desoxiglicosid d’inter&s.
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Tot i que les dues estrategies sintetiques compeaitenateix nombre d’etapes, la tria
s’ha decantat per la via que parteix del glucai@ercetilat @3). La rad és que aquest
glucal és un compost comercialment assequible, memqie la sintesi del glical
tetrasacaridb4 d’'una banda és una reaccio que no presenta gaigerbndiments (en el
moment de plantejar la sintesi del comg@&encara s’estava treballant en els diferents
meétodes de sintesi del glical trisacatf), i de I'altra, parteix del tetrasacarid acetiat
que és un compost d’elevat valor afegit.

OH OH OH
H1O o | HO o
o OH R
n
OR,
o OR R oo RZO& R OR %
2 RO o +

RO RO

(0] OR R R (®]
OR or I, RO %
n

OR,
R0 ]

Rlo\&)/

Figura 2.34. Analisi retrosintetica per a I'obtencio d’afit2-desoxioligosacarids d’estructura

general f-D-Glcp-(1—4)],-p-D-Glcp-(1—3)-4-D-2-desoxi-Glp.

2.6.3.1.Intents de sintesi del donador de glicosidd&s86

Tal i com s’ha exposat a I'apartat 2.5.1.1, el glymerO-acetilat 43) s’ha desprotegit
regioselectivament en la posicio 3 fent servir ilgada PS de la casa comercial
“Amano”. En aquesta posicié s’ha introduit posterient un grup cessor, el grigrt-
butildifenilsilii (TBDPS) en diclorometa, fent servcom a catalitzador la 4-
dimetilaminopiridina (DMAP) [289]. Després de 63ré® de reaccio, la lentitud del seu
progrés (60% de conversid estimat per c.c.f.) wantgjar un canvi de sistema a
imidazole/DMF [290] assolint el producte d’intergg 4 hores i 30 minuts més tard,
amb un 93% de rendiment global (figura 2.35). Lespncia d’'un multiplet a 7.36-7.76
ppm i un singlet a 1.05 ppm a I'espectre'deRMN ratifiquen la introduccié del grup
tert-butildifenilsilil a C3.

TBDPSCI, DMAP, CH,Cl,, t.a.
lent \
OAC(; . " " OAc OAc
AZO&) Lipasa PS "Amano ACO o Ao 5
c > S :_’ P >
Tampé fosfat 0.25 M pH 7.0 H TBDPSO§ /\

43 t a. 44 rapid / 57

TBDPSCI, imidazole, DMF, t.a.

Figura 2.35.Primeres etapes de la sintesi del donador glicoséd
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El tractament del compoS7 amb PhSeCl en diclorometa anhidre a 0 °C, hatpaia
formacié de dos nous productes, sent un d’ells maljbritari (probablement d’anomer
amb configuraci@luco). Tanmateix I'intent d’hidrolisi del cru de reag@@mb AgCO;

a temperatura ambient, o bé amb NaH@®0 °C doéna lloc a una mescla de reaccio
complexa, de la que després d'una etapa de puiidiceo s’ha pogut aillar el compost
d’interes 69) (figura 2.36).

OAc OAc
AcO 0 Ac Q
TBDPSO 7 TBDPSO OH

PhseCl Ag2CO3

57 THF:H,0 9:1 59
CH2C|2 t.a.
deO0°Cat. a. OAc o bé
AcC (o] Na2CO3
TBDPOSB&A” ol THF:H,0 1:1

SePh 50°C

Figura 2.36.Intents de sintesi de I'hemiace®® a partir del glucab7.

El fracas d’aquesta estratégia ha plantejat I'op&Studiar la via que parteix del glical
del tetrasacari®4. Els grups acetil emprats com a grups protectoosnpleixen amb
les condicions d’electronegativitat i polaritat uegdes a C4 i C6 per tal d’afavorir la
configuraciégluco en I'addicio electrofila sobre el doble enllag, manera que s’ha fet
servir el composs4 com a producte de partida (figura 2.37).

OAG OAc OAc OAC OAc OAc
cT0O o Act O o
OAcC OAc

SePh

61

54 Ag,CO4
PhseCl THF:H,0 9:1
ta o bé
. gl:czclz N62CO3
e ata. THF:H,0 2:1a50°C
OAc OAc
OAc SePh

Figura 2.37.Intents de sintesi de I'hemiace@dl a partir del glicab4.
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Fent servir les mateixes condicions que en el eagldcal, per c.c.f. torna a observar-
se la formacié de dos compostos, essent un dlellarnent majoritari. Pero I'estrategia
tornar a fallar a la mateixa etapa, de manera qQugha aconseguit obtenir el producte
d’hidrolisi 61, ni per tractament amb AQO; a temperatura ambient, ni amb NaHCGO
50 °C. Tot i aixi a I'espectre del producte aikdbserva la introduccié del grup
fenilselenil, la qual cosa ha portat a pensar querimera part de la reaccié funciona
correctament i el problema es troba en I'etapadddthisi del clorur.

2.6.3.2.Glicosidacié partint del glicab4 sense aillar el donador glicosidic

Amb aquesta presumpcio s’ha fet un intent de glieasd sense aillar el donador, fent
servir les condicions de transferencia de fase ad&gren la sintesi dels altres substrats
cromoforics. D’entrada s’ha fet reaccionar el dlied amb PhSeCl en diclorometa
anhidre, i un cop acomplerta aquesta primera fa$m addicionat una dissolucié
aqguosa basica de l'acceptor glicosidic, en aquastla 4-metilumbel-liferona, i el
catalitzador de transferencia de fase (figura 2.88)purificacio del cru de reaccio ha
rendit el producte d’interé®2 amb un 4% de rendiment, identificat per la presedels
senyals corresponents a la 4-metilumbel-liferoslagrup fenilselenil a I'espectre di-
RMN, pero sense poder determinar I'estereoquimedéedllac glicosidic format.

OAc

OAc OAc
OAcC
Ac Q Ac O O AcO 0
AcO. o o  Aco 7
OAc OAC OAC

4

5

0
1) PhSeCl, CH,Cl,, 0°C Ac

%/ o) o__0

o SePh

2)”@ , But,N®HSO5 W
62

NaOH(s)/CH,Cl, . a.

4%

Figura 2.38.Sintesi del compo$2 per glicosidacio directa des del gliézal

2.6.3.3. Obtencié del 2-desoxi tetrasacar8? empranta-iodurs de glicosil com a
donadors glicosidics

La fallida en I'obtencié del donador glicosidic gal d’aplicar el méetode de Roush i
Lin, i el baix rendiment obtingut en l'intent daagisidacié sobre el producte generat en
la primera etapa han plantejat la necessitat deabusna alternativa que permeti
I'obtencié del producte de manera més eficientl@d7, aprofitant la idea de fer que la
reacci6 de glicosidacido es transformi en una réadsl tipus {2, es descriuen
addicions nucleofiles sobre-iodurs de glicosil que rendeixen majoritariameht e
producte de glicosidacio amb estereoquingi¢a91]. Aquest és el cas de I'addicio del
fenol sobre el iodur de 2,3,4,6-tetbabenzilw-D-glucopiranosil, que sense assisténcia
anquimerica, rendeix el fenitglicosid amb un 61% de rendiment (figura 2.39).

77



Sintesi de substrats i analegs de substrat

OBn OBn
BRO o) HO NaHMDS, 15-crown-5 Bn Q
BnO + > BnO. o)
ol THF, t. a. OBn \©

Bn” 61%

Figura 2.39.0btencio de-glicosids emprant com a donader®durs de glicosil.

Aquesta metodologia ha ofert una nova opcié pea aihtesi de l'aril 2-desoxi-
glicosid67, i donat que la utilitzacié d’halurs de glicosiine a donadors de glicosidacio
fins al moment havia donat bons resultats en gl,glha decidit explorar aquesta nova
via. S’ha plantejat la sintesi del iodur de glicd€84G4G3(2dG)).-| (66) en quatre
etapes de reaccié a partir del gliédl Les dues primeres etapes consisteixen en una
mercuracio-desmercuracio reductiva en un pracespot[292]. L’'addicié d’acetat de
mercuri(ll) al doble enllag del glical genera léninedi organomercurig3 que és reduit
amb NaBH per tal de formar el 2-desoxitetrasacaddl Segons l'article original,
I'etapa de reduccié és especialment delicada, ranant una durada exacta d’'un minut.
El producte64 s’ha obtingut a partir del glicd4, amb un rendiment del 47%, i la seva
estructura s’ha confirmat per espectroscopia de Rivti¥b un experiment DEPT, que
mostra la preséncia d’'un nou grup £H 35.3 ppm en el 2-desgfiglicosid.

OAcC

OAC OAc OA((;
AcO 0. o AcO 0. Va
OAc OAC OAc
OAc OAc
Hg(AcO), ACO/&&« NaBH, ACO’&“
O OH O OH

THF:H,0 4:1,0°C §/ HgOAc H,O:THF 4:1, 0 °C é/
1 min
63 64

Figura 2.40.Mercuracié-desmercuracio reductiva del glis4lrendiment: 47%.

Sintesi del iodur de glicos@6. L'acetilacio de I'hidroxil anomeéric, previa a léngesi
del iodur de glicosil, s’ha realitzat amb el siste®c,O/Py i amb un rendiment del
99%. A continuacio, el tractament d’'una dissolubéb productes5 en diclorometa amb
quantitats estequiometriques de iodotrimetilsil@ 2C ha rendit el iodué6 de forma
quantitativa [293] (figura 2.41). L'avantatge qufereix aquest métode és que tant
I'excés de reactiu com el subproducte generat emrdacio, I'acetat de trimetilsilil,
poden eliminar-se per destil-lacié a pressio rejujgermetent aillar facilment el
producte de reacci6é. Donada la inestabilitat dehmust 66, aquest s’ha fet servir
directament en la seglient etapa de reaccid, saresaritzacio prévia.
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OAc OAc OAc
OAc
OAc OAc
ACzo Py Ac TMSI 0

OAC  CH,Cl,, 0°C §/

Figura 2.41.Sintesi del iodur de glicosh6 a partir del tetrasacar@fl.
Substitucié nucleofila amb 4-nitrofendla glicosidacio s’ha realitzat en diclorometa a
temperatura ambient i el 4-nitrofenoxid s’ha generaitu afegint hexametildisilazanat

sodic (NaHMDS) a la dissolucié del donador glicasidel 4-nitrofenol (figura 2.42).
Per tal d’augmentar la solubilitat del fenoxid sdddicionat un eter corona a la reaccio.

OAc OAC OAc
Q Ac
ACO
OAc
HO.
O , NaHMDS, 15-crown-5
NO,

CH,Cl, t. a.
30%
OAc OAc OAc
Ac ° + +
o,
678 NO,

Figura 2.42.Productes obtinguts en la substitucié nucleoflars el iodur de glicosB6.

El producte de glicosidaci@?, identificat a partir dels senyals aromatics, sShéngut
amb un 30% de rendiment i amb una estereoselettfiit superior a 20:1. Com a
principals subproductes de reaccid s’han obtingut gécal 54, format per
deshidrohalogenacié catalitzada per base, i eladatarid pef-acetilat 68,
possiblement generat per restes d’acetat de tigiiepresents en el medi.

2.6.4. De-acetilacio dels grups hidroxil

El tetrasacarid finab8 s’ha obtingut per tractament del produéfeamb metoxid sodic
en metanol anhidre, amb un 88% de rendiment a pi@ttproducte acetilat.

2.6.5. Ruta final de sintesi del 4’-nitrofenil 2-dgoxi#-glicosid 68

Després de totes les vies de sintesi exploradestddinal de sintesi d’aril 2-desogi-

D-glicosids desenvolupada es mostra a la figura @et3al cas concret del 4'-nitrofenil
oligosacarid8, sintetitzat en el present treball.
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Figura 2.43. Etapes de sintesi per a I'obtencio del 2-desolegn@4G4G3(2dG)-4NH) 1,3-
1,48-glucanasa d8acillus licheniformis 40 °C, 19 hji) Ac,O/Py (1:1), t.a., 24 h, separacié
cromatografica (rendiment etapes i+ii: 30% en péy)HBr/HAcO 33%, t.a., 30 min (99%iy)
Cp:TiCl,, Mn en pols, THF, t.a., atm.;N13 h, (50%)y) Hg(AcO), THF/H,O (4:1), 0 °C, 45
min; vi) NaBH,;, H;O/THF (4:1), 0 °C, 1 min (rendiment+ vi: 47%);vii) Ac,O/Py (1:1), t.a., 7
h (99%);viii) TMSI, CH,CI,, 0 °C, atm. N 45 min;ix) 4NP, NaHMDS, 15-crown-5, THF, t.a.,
45 min (rendimentiii +ix: 30%);x) NaOMe/MeOH 20 mM, t.a., 13.5 h (88%).
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Capitol 3. Hidratacid de glicals

3.1. Glicals com a inhibidors i pseudosubstrats dglicosidases

Els inhibidors enzimatics competitius se subdividai en dos grans grups en funcio de
la seva estructura. Aquells inhibidors amb unauesira semblant als substrats naturals
de I'enzim s’anomenen analegs al substrat, i nenschracteritzar-se per constants
d’inhibicié (enteses com a constants de dissodiagaire baixes. Per contra, aquells
inhibidors amb una estructura estereoquimica ikctelnica similar a l'estat de
transicio de la reaccio, s'anomenen analegs at'@st transicio, i solen caracteritzar-se
per constants d’inhibicié bastant baixes, de I'erde micromolar o inferiors. Aquesta
diferenciacio es basa en la teoria que postulalajgatalisi enzimatica pot explicar-se
en base a una major complementaritat del centie @det’enzim a I'estructura de I'estat
de transicié que a l'estructura del substrat eseal estat fonamental [294, 295] . Sota
aquesta premissa, els inhibidors analegs a I'élgdtransicié s’han utilitzat com una
eina addicional per tal d’aprofundir en el mecamigia les reaccions enzimatiques.

En el cas de les glicosidases, com ja s’ha esmanttintroduccid, s’ha establert, en
diferents enzims i emprant diverses metodologiéscaeacter oxocarbocationic de
I'estat de transicié de la reaccidé d’hidrolisi, que lligat a una estructura planar al
voltant dels atoms C5, O5, C1 i C2. La mitja cadis una de les conformacions que
pot adoptar un anell de piranosa que acompleix amuolest requeriment de planaritat, i
s’ha postulat que és una de les possibles confosnsmadoptades a I'estat de transicio
per a la hidrolisi de glicosids. Els glicals, des punt de vista estructural, son enol eters
1,2-insaturats derivats de sucres, que adoptercamf@rmacio de mitja cadira (figura
3.1). Aquesta semblanca estructural amb I'estatraesicid, junt amb les primeres
determinacions de constants d’inhibicié en el rdagnicromolar per ab-galactal en el
cas de diverseg-galactosidases de diferents origens [296], vatapar proposar que
aguests compostos es comportaven com inhibidotsgma I'estat de transicio.

OH OH
H O HO Q
HO. HO. Z
OH

Figura 3.1. Estructures adoptades per un estat de transiciéaoocationic d’una glucosidasa
en conformacio de mitja cadira (esquerra), i petal (dreta).

Tanmateix, en aprofundir en l'estudi d’aguesta bidid es va comprovar que la
constant de dissociacio delgalactal per part de Je-galactosidasa &scherichia coli
és molt feble amb un valor superior a 10 mM, i gugue realment succeeix, és que
'enzim actua sobre db-galactal com si fos un pseudosubstrat i I'hidne¢a tal de
rendir la 2-desoxigalactosa (figura 3.2). Despramal etapa d'unié feble enzim-
inhibidor, el doble enlla¢ del-galactal és protonat per I'enzim i es forma uerimtedi
covalent glicosil-enzim, que en una segona etafaitbea s’hidrolitza, donant lloc a la
2-desoxigalactosa [297, 298]. El fet que I'etagadiOlisi de I'intermedi glicosil-enzim
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sigui molt més lenta que l'etapa de protonacié digble enllag fa que s’acumuli
I'intermedi de reaccid, provocant d’aquesta marardisminucié corresponent en el
valor de la constant d’inhibicié aparent respectela@ constant de dissociacié del
complex (equaci6 3.1) des del marge de mil-limalaricromolar.

Kl k2 k3
E + Galactal —= E-Galactal —> E-Galactalprotonat —>» E + 2-desoxigalactosa

Figura 3.2.Reaccio de Ig-galactosidasa &scherichia colsobre eb-galactal.

K -

| ,aparent — k
2

Equacio 3.1.

El mateix s’ha observat en el cas d’algunes glaasses per a les que es van determinar
constants d'inhibicid per als glicals corresponestsel marge de micromolar [299,
300]. Ara bé, apart d’aquests casos contats, sequiglageneralment en la hidratacio de
glicals per part de glicosidases I'etapa deterntidarla velocitat de reaccio sol ser la de
protonacié del doble enllag, de manera que lestantssd’inhibici6 mesurades solen
reflectir les constants d’inhibicio reals.

En contra del que s’havia esperat dels glicalsm&oria de constants d’inhibicio
mesurades estan en el rang de mil-limolar, i elcegportament, independentment de
si sén o no hidratats, es descriu millor com elndinhibidor competitiu analeg al
substrat. Per tal d’explicar aquest comportamenpreposen dues explicacions que
poden ser complementaries. D’una banda, la planagit els glicals és déna entre els
atoms O5, C1, C2 i C3, a diferéncia del que padssstat de transicio, en qué el pla
esta definit pels atoms C5, O5, C1 i C2, de mageeala conformacio adoptada no és
ben bé la mateixa. De l'altra, els glicals no teaksubstituent a C2 que s’ha demostrat
que, en el cas de I@sglicosidases que actuen amb retencié de configuraeclis en

el cas dalgunaa-glicosidasa, estableix amb I'enzim una interacclau per a
I'estabilitzacio de I'estat de transicio, amb umatcibucié energética que pot arribar a
ser de 8 kcal-mdl[301] (veure el capitol 4). Per tal d'estudiarfdete de I'hidroxil a
C2 s’hauria d’introduir aquest substituent a I'estura del glical, aquest compost
enolic, pero, es transforma rapidament en el taetdato, que descompon amb molta
facilitat. Tot i aixi, s’ha pogut determinar I'etecd’aquest substituent en el cas de tres
N-acetil-hexosaminidases (la de placenta humartkjick beani la de rony6 bovi), en
que es comprova que la incorporacié d’'un grapcetil a C2 converteix els glicals en
bons inhibidors amb millores d'afinitat superiors 1®° vegades respecte del
corresponent glical sense gripacetil [302], i que es tradueixen en una contiiduc
energética a |'estabilitzacié de I'estat de traidsite 4.2 kcal-mdl, atribuida en la seva
totalitat a aquest grup. Tot i que aquests compdsimbé son hidratats, s’ha comprovat
qgue la millora en afinitat és realment degudaiatkraccié enzim-inhibidor, i no és una
consequencia de la reaccid d’hidratacio. Es congpbaquesta manera que els glicals
convenientment substituits a C2 es comporten cdmbidors analegs a l'estat de
transicio.
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3.2. Hidratacio de glicals per part de glicosidases

En la majoria dels casos, els glicals es constiturecom una familia de pseudosubstrats
de glicosidases, que els transformen quimicament@responents 2-desoxiglicosids
(per a un recull d’'exemples veure [301]). Es prepgse aquests compostos s’uneixen
al centre actiu de I'enzim de la mateixa maneralguéa el substrat natural de I'enzim,
situant la unitat de piranosa que presenta el dafilac al subseti -1, i amb la mateixa
orientacio respecte dels grups catalitics [2991. iTaixi, hi ha alguns casos en que el
glical no és transformat [297, 300, 303], i en afgiecasos S'argumenta que la
interaccié amb el substituent a C2 del substratrabtieu ser molt important, i la seva
substitucié o canvi per un altre substituent, nongten dur a terme la reaccio. En els
altres casos el seguiment de la reaccidtdeRMN en medi deuterat ha permés detectar
I'estereoquimica de la reaccié. S’ha comprovat geea la majoria de glicosidases que
hidrolitzen els seus substrats naturals amb reiateiconfiguracio, la protonacié inicial
del doble enllag en el cas dels glicals correspisnes dona pel semiespai oposat a la
protonacié de l'oxigen glicosidic en la reaccio idiblisi (figura 3.3). Aix0 s’ha
comprovat en el cas dexiglucosidasa del llevafandida tropicalisi la p-glucosidasa
d’ametlla dolca [299], lap-galactosidasa &scherichia coli [298, 304], lesa-
glucosidases @spergillus niger de serum porci, d’arros, de fajol i de llavor de
remolatxa de sucre [300], la cel-lobiohidrolasa @& Trichoderma reese{305],
I'exocel-lulasa drpex lacteusi I'endocel-lulasa dAspergillus niger[306]. Aquest fet
s’interpreta com un canvi d’actuacio del residwaliit que fa el paper de nucleofil en
la reaccid d’hidrolisi de substrats, que passa tmaaccom a acid en la reaccio
d’hidratacié de glicals. Tanmateix, no totes lasagidases que actuen amb retencio de
configuracié i que protonen els glicals correspdsieno fan pel semiespai oposat a la
protonacié de I'oxigen glicosidic en la reaccididiblisi, i per exemple, en el cas de
I’ a-galactosidasa del gra de café [307] i de féé-hexosaminidases, com sén la de
placenta humana, la gack beani la de ronyo bovi [302], es considera que el iRate
residu que actua com a acid/base en la reaccidrdltsi exerceix la protonacio del
doble enlla¢ del glical. Independentment del residtalitic que actua en la primera
etapa de reaccio, en tots els casos en que s’ha getgrminar I'estereoquimica creada
en la hidratacio de glicals, s’ha observat que redycte final presenta la mateixa
estereoquimica que els productes de la reaccidrdiigi. Es a dir, si bé el paper del
residu que en una primera etapa protona el suloktpgn de la naturalesa del glicosid
sobre el que actua, I'atac a l'intermedi de reagcgife és el mateix que s’obté en la
hidrolisi dels analegs 2-desoxiglicosids del su#istB08-310], es dona sempre per la
mateixa banda, rendint la mateixa estereoquimica eknproducte de reaccio
independentment del tipus de substrat.

Aquesta dualitat de mecanismes en funcié del tgeissubstrat sobre el que actua
I'enzim fa plantejar la flexibilitat funcional defesidus catalitics [311] i, en definitiva,
posa en dubte la rigidesa mecanistica dels enZ396, [312]. Es proposa que en el
mecanisme catalitic de les glicosidases hi ha dn@epa fase flexible o plastica, en que
el paper funcional dels residus catalitics esgatlia I'estructura del substrat, i una
segona fase conservativa, que esta dictada p&utasa del centre actiu, i que marca
la direccié d’aproximaciéo del nucleofil que atacatérmedi de reaccio, definint
d’aquesta manera I'estereoquimica del producteaecio [300].
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Hidrolisi de substrats per una  Aglicosidasa que actua amb retencié de configuracio
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Figura 3.3. Mecanismes de la reaccié d’hidrolisi de substiihidratacio de glicals per a una
glicosidasa que actua amb retencié de configur@aba la reaccio d’hidratacio de glicals s’han
proposat dos mecanismes diferents en funcié derssiElu que protona el doble enllag en la
primera etapa de reaccid és el mateix que protorayén glicosidic en la reaccié d’hidrolisi
(mecanismé) [302] o si la protonacié es déna pel semiespairani (mecanisma) [301].
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Per tal d’explicar el canvi de papers observat &mpiimera etapa en la reaccio
d’hidratacié de glicals respecte de la reaccioditilisi, s'argumenta que en unir-se a
I'enzim el glical queda més proper al residu queegaiment actua com a nucleofil, que
no pas al residu que actua com a acid generakmaguest cas es troba massa lluny del
doble enllac per tal de poder exercir la seva pmato. A meés, I'estructura del glical és
més hidrofobica que no la del substrat naturalm@dmera que a les proximitats del
nucleofil es genera un microentorn més hidrofobicuair un glical que en unir un
glicosid, i aquest fet seria el causant de l'augnm K, d’aquest residu, que el
permetria actuar com a residu acid per a la praiérgel doble enllac del glical [299].

Només s’han observat dos casos en que una glisasigize actua amb retencié de
configuracié protona el doble enllag del glical ambmateix residu que protona
I'oxigen de I'enlla¢ a escindir en treballar sol@alicosids. Per a #i-galactosidasa de
gra de café no es planteja el motiu pel qual laatédié delb-galactal se surt del
comportament general, i directament s’assumeix ejyeseudosubstrat deu ocupar un
posicionament diferent al centre actiu de I'enziB07]. En el cas de leg-N-
hexosaminidases que actuen sobre &l-dtetilglucal, s’indica clarament que és el
posicionament del mateix al centre actiu, el guaiex la seva protonacio per la banda
superior [302]. D’'una banda, si la protonacido esédo pel semiespai inferior, el
substitueniN-acetil a C2 quedaria en una orientacio axial desé&ble. D’altra banda, el
fet de ser protonat per la banda superior, peringtup a C2 realitzar les interaccions
pertinents amb I'enzim per tal d’assistir tantdanfiacié com la consequent hidrolisi de
I'intermedi de reaccio.

En el cas de glicosidases que actuen sobre eksbstrats naturals amb inversio de la
configuracié del carboni anoméric s’ha observatsitwcio similar. Hi ha casos en que
les glicosidases protonen el doble enllag del gkrab el mateix residu que protona
I'oxigen interglicosidic en la reaccid d’hidrolisicom s’ha observat per a la
glucodextranasa Arthrobacter globiformisi les glucoamilases dehizopus niveus
Paecilomyces variofi300]; i d’altres en qué la protonacié es dueraie pel residu que
actua com a base a la reaccié d’hidrolisi de sahstom és el cas de I#samilases de
llavor de soja i moniato [312, 313], i la cel-lobidrolasa 6A deTrichoderma reesei
[305]. Tot i aixi, i a l'igual que passa amb legcgsidases que actuen amb retencié de
configuracié, en aquells casos que s’ha pogut mhiter, I'estereoquimica del producte
de reaccio és la mateixa en la reaccié d’hidrataedglicals que en la hidrolisi de
substrats. El plantejament proposat és per tannpateix. Es déna una primera fase
plastica marcada per la naturalesa del substiasele posicionament al centre actiu, i
una segona fase conservativa controlada per leataidel centre actiu de I'enzim, que
és la que defineix I'estereoquimica del productesaecio.

Els diferents mecanismes per a la hidrolisi de tsabsla hidratacio de glicals proposats
per a una glicosidasa que actua amb inversio dégooacié es mostren a la figura 3.4.
Val la pena remarcar que en el cas que la protordali glical es doni pel semiespai
oposat al de la hidrolisi del substrat, el mecarisia reaccié passa a ser de dues etapes,
ja que el mateix residu que actua com a acid dreepa etapa fa de base a la segona.
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Hidrolisi de substrats per una  a-glicosidasa que actua amb inversié de configuracio
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Figura 3.4. Mecanismes de la reaccié d’hidrolisi de substhhidratacié de glicals per a una
glicosidasa que actua amb inversio de configurd@d.a la reaccio d’hidratacio de glicals s’han
proposat dos mecanismes diferents en funcié derssilu que protona el doble enllag és el
mateix que protona I'oxigen glicosidic en la reédathidrolisi (mecanismé) o si la protonacio
es dona pel semiespai contrari (mecanigh{812].
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Finalment, nomeés queda constatar una darrera segabéntre la reaccié d’hidrolisi de
substrats i la d’hidrataci6é de glicals, en el fae dotes dues reaccions son susceptibles
d’inhibicio [299, 300] o bé d’activacio per excés substrat [300], i inclis en algun cas
s’ha observat la preséncia de productes de transglacio en la reaccid6 amb glicals
[306].

3.3. Antecedents amb la 1,3-1 4-glucanasa deBacilluslicheniformis

En treballs anteriors realitzats al Laboratori degBimica s’ha estudiat I'accié de la
1,3-1,44-glucanasa deBacillus licheniformissobre dos glicals diferents,OFf-D-
glucopiranosil-(3+>4)-O-p-D-glucopiranosil-(1>4)-1,5-anhidro-2-desoxy-arabino
hex-1-enitol, (G4G4G’, on G’ representa una urdiatl,5-anhidro-2-desoxi-arabino-
hex-1-enitol) i [O-4-D-glucopiranosil-(34)-0O-4-D-glucopiranosil-(33)-1,5-anhidro-
2-desoxibp-arabino-hex-1-enitol (G4G3G’56). Quan aquests dos glicals sén assajats
com a inhibidors de la hidrolisi del substrat G4G3G per part de Ig-glucanasa, i es
comparen les constants d’inhibicié obtingudes amshdels glicosids analegs, G4G4G i
G4G3G es comprova que tots quatre es comportenimoitidors competitius, amb
constants d’inhibicio en el marge del mil-limolaggra 3.5) [223].

OH OH
OH
HO o HO OH K, =12.0£0.1 mM
OH OH OH

G4G3G (1)
OH OH
OH
LS
HO o MO o 7 K, =25.8+0.7 mM
OH OH
G4G3G' (56)
OH OH OH
OH o’ OH K| =20.4£0.3 mM
G4GA4G
OH OH OH
O o 3
O O\J:E:ET\W) 7 K, =35.5+1.3 mM
OH
G4GA4G'

Figura 3.5. Estructura de quatre trisacarids assajats corhidds de la 1,3-1,4-glucanasa de
Bacillus licheniformisi constants d’inhibicié associades a cadascunlsd'€ondicions de
reaccio: tamp6 6.5 mM citrat, 87 mM fosfat, 0.1 n@®ACL, pH 7.2, 55 °C [223]. G: 1,5-
anhidro-2-desoxb-arabino-hex-1-enitol.

Les constants d’inhibicid dels glicals son supeariaies dels glicosids analegs indicant
que la perdua dels substituents a C1 i C2 pot m@oritant en la unié d’aquests
compostos a Ig-glucanasa. D’altra banda, s’observa que per agrigacarids que no
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disposen d’enllag-1,3 les constants d’inhibicié son superiors adets altres dos,
indicant un millor posicionament d’aquests daredrsentre actiu de I'enzim.

Es comprova també que faglucanasa només és capa¢ d’hidratar el G4G3G’ égue
I'dnic que presenta 'estructura basica per taselereconegut com a substrat [223]. En
aquesta reaccio s’observa que la protonacié déedoablac es déna per la cara inferior
del sucre, és a dir en el sentit invers a la réadtiidrolisi d’O-f-D-glicosids, i que
s’obté el 2-desoxiglicosi®9 amb I'estereoquimicg- esperada (figura 3.6). Aquests
resultats suggereixen un canvi del paper exertstnesidus catalitics durant la primera
etapa de reaccio, que s’ha descrit que va lligat @anvi en el seuy microscopic.

1,3-14-3
OH OHo OHo glucanasa OH OHO OHO
g R
WM . W% o
OH OH 2 OH OH D
56 69

Figura 3.6. Reacci6é d’hidratacio del glical G4AG3@384) per part de la 1,3-1 4glucanasa de
Bacillus licheniformisque rendeix el 2-desoxiglicOSi®.

Malgrat la proposta de plasticitat en el paper @kgrels residus catalitics, no s’han
realitzat estudis sistematics per tal d’avaluaseal canvi de 9, en unir els glicals.
Només s’ha descrit un perfil de pH de la reaccliditatacié de glicals en el cas de la
hidratacio del glucal per part deflaglucosidasa dspergillus wenti{308], pero ni tan
sols en aquest cas es va poder avaluar el carpKdeer la dificultat que van trobar en
determinar acuradament els valors ldg als diferents pH. Aixi doncs, i tot i que
I'explicacié del canvi de ¥, del residu que generalment actua com a nucleasé'le
manera passa a actuar com a acid general és |BgmEs i comunament acceptada, no
hi ha constancia d’aquest canvi d&;@n el cas de cap glicosidasa en la que s’observi
aquesta dualitat d’actuacio. Aquest fet és el gagva I'estudi cinétic de la hidratacio
enzimatica del glical G4G3G’' per part de la 1,34-glucanasa deBacillus
licheniformis i la seva dependéncia amb el pH.

3.4. Requeriments

Amb la finalitat d’estudiar la cinética de la re@cd’hidratacio del glical G4G3G’ per
part de la 1,3-1,#-glucanasa d®acillus licheniformisi realitzar un perfil de pH és
necessari disposar de I'enzim salvatge en quantiatmg i, donada I'elevada constant
d’inhibicio observada per al G4G3XK(= 25.8 mM [223]), de gran quantitat de glical.
Al capitol de sintesi de substrats s’exposa elattakalitzat per tal d’obtenir aguest
compost, i al capitol d’expressio i purificacio gnatica s’indica el procediment seguit
per a I'obtencié de I'enzim amb la puresa adequeda I'estudi cinétic.

L’altre repte per tal d’obtenir uns resultats refuibles i representatius de la cinética
enzimatica és el de trobar un bon meéetode de segtiae la velocitat de reaccio
d’hidratacié del glical. Les proves realitzadesemlillen a la part experimental (apartat
l1.4). Finalment s’ha decidit realitzar el seguimele la velocitat de reaccié per HPLC
a través de I'estudi de la desaparicio del glicdGBG’ (56) amb un detector d'index de
refraccio. Aixi, la reaccid0 procedeix a la temperat desitiada (30 °C) dins dels
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mateixos vials emprats en la posterior analisi atografica i a diferents temps
s’avalua el progrés de la reaccid per injeccié d'atiquota de reaccio al cromatograf.
Per tal d’'independitzar els resultats de possiéegcions en el volum d’injeccio s’ha
utilitzat el metila-D-glucopirandsid com a patr6é d’injeccio. A les camolns escollides
per a I'analisi, el pic corresponent al metib-glucopiranosid apareix a un temps de
retencioé de 4.6 minuts, el del glicah a 6.1 minuts i el del 2-desoxiglicost® a 7.7
minuts, sent la durada total del cromatograma dmibQts (figura 3.7).
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Figura 3.7. Cromatograma obtingut en l'avaluacié del progrésla hidratacié del glical
G4G3G’ per part de la 1,3-1Aglucanasa d8acillus licheniformisen el que es mostren els
pics corresponents al &O-Me, el glical G4G3G' i el 2-desoxiglicosib.

3.5. Determinacio de la cinetica d’hidratacio del kical G4G3G’ per
part de I'enzim salvatge i mutants en residus esseials del centre actiu
de la 1,3-1,48-glucanasa deBacilluslicheniformis

Hidratacié enzimatica

Dins de l'estudi de la reaccio d’hidratacio dekgliG4G3G’ per part de la 1,3-1/4-
glucanasa d®acillus licheniformisel primer que es comprova és que durant el temps
de seguiment de la reaccié no es detecta cappatideicte tret del 2-desoxiglicost®.

A més, s'observa que la disminucio de l'area delgel glical al llarg del temps es
correspon amb el creixement de I'area del pic sprent al producte d’hidratadd.
Per tal d’assegurar que el 2-desoxiglicosid fornregpon Unicament a l'actuacio de la
1,3-1,4$-glucanasa sobre el glical de partida, es realituea serie de reaccions
d’hidratacié del glical G4G3G’, en qué I'inic que earia és la concentracio d’enzim.
Tal i com era d'esperar, s'observa que la velodithidratacid del glical G4G3G’
presenta una relacié lineal amb la concentracid'etzim salvatge de la 1,3-1/4-
glucanasa deBacillus licheniformis (figura 3.8), fet indicatiu que la reaccid que
s’estudia transcorre per catalisi enzimatica.
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Figura 3.8. Relaci6 entre la velocitat d’hidratacio del gli€dG3G’ i la concentracié d’enzim
salvatge de la 1,3-1fkglucanasa deéBacillus licheniformis En el grafic es representa la
velocitat d’hidratacio inicial epM de glical transformat-srespecte de la concentracié d’enzim
salvatge emuM. Condicions de reaccid: tampd 5.5 mM fosfat, |9 citrat, pH 6.98, 0.1 mM
CaC}l a 30 °C, i una concentraci6 de G4G3G’ de 25 mM.

Importancia dels carboxilats Glul34, Aspl36 i Gl818n la hidratacié del glical
G4G3G’

Es realitza un estudi comparatiu de les velociigtgeaccio tant de I'enzim salvatge,
com dels mutants inactius en els tres residus &tidats a les proximitats del subseti
-1, els glutamats 134 i 138 i 'aspartat 136, pedtavaluar la importancia relativa dels
tres en la reaccio d’hidratacio. Els glutamats 1388, que son els residus que actuen
com a nucleofil i acid/base general, respectivapamta reaccioé d’hidrolisi de substrat;
haurien d’actuar com a acid general | base genesapectivament, en la reaccio
d’hidratacié del glical G4G3G'. A més, s’ha plaatefue l'aspartat 136, que és el
residu que es proposa que participa en el corpasieionament dels residus catalitics i
en la definicié dels seuKp en la reaccié d’hidrolisi del substrat, pugui teum paper
mes rellevant en la reaccié d’hidratacio de glicAigi, s’ha proposat que aquest residu,
que es troba en una posicio intermédia entre edgekidus catalitics, pugui exercir un
paper actiu en la transferencia de proto des d€l38 al Glu134 un cop unit el glical,
de manera que el Glul34 es trobi en I'estat deopeaié apropiat per tal d’actuar com a
acid a la primera etapa de reaccio, i el Glu138 admse en la segona etapa de reaccio,
i es conservi el balang protonic propi de I'enziigura 3.9) [223]. De no ser aixi, el
protd incorporat pel Glul34 provindria d’'una molecd’aigua, sense constancia de
com quedaria el balang protonic de I'enzim.

Glul3s Glu138

0 OJ\O
Aspl36 © Aspl36
oH OH OH J\
o HO 0 e HO Q Ho Q 0o
H HO o HO. ]
OH H
—— OH
Mj/ M =
Glu134 Glu134
3 2

Figura 3.9.Paper del residu Asp136 en la transferencia d® ¢ es proposa que té lloc en la
1,3-1,4$-glucanasa dBacillus licheniformisen unir el glical [223].
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Les cinétiques es realitzen en tampo 5.5 mM fostatmM citrat, pH 6.98, 0.1 mM de
CaCh a 30 °C, i una unica concentraci0 de G4G3G’ saturde 28 mM. La
concentracié d’enzim salvatge és de M, mentre que la concentracié dels tres
mutants inactius E138A, E134A i D136A és aproxinmadat 10 vegades superior. En
aquestes condicions de reaccié s’ha comprovat ajvelbcitat d’hidratacié del glical
G4G3G’ de I'enzim salvatge és de 0.53 sent la velocitat del mutant E138A un 0.3%
de la mateixa. En els casos dels mutants E134A36B] després de 50 hores de
reaccié no s’ha observat hidratacié del glical rmga de la que es déna de forma
espontania. A la taula 3.1 es ddna per a aquestsndtants un valor maxim per a la
velocitat d’hidratacio del glicab6 a partir del limit de quantificacié del métode. En
aguesta taula es resumeixen els resultats obtinmrtsaquests quatre enzims en la
reaccié d’hidratacié del glical G4G3G’, i s’'inclau¢éambé els resultats obtinguts pels
mateixos enzims en la hidrolisi del substrat G4@8G-a nivell comparatiu.

Taula 3.1.Resultats obtinguts per a la hidratacio del giea(>3G’ i en la hidrolisi del substrat
G4G3G-MU per part de I'enzim salvatge i els mutdt84A, D136A i E138A de la 1,3-14-
glucanasa d8acillus licheniformis Condicions de reaccio per a la hidratacio: talsysomM
citrat, 5.5 mM fosfat, pH 6.98, 0.1 mM CaCB0 °C, [G4G3G’] = 28 mM, [wt] = 1.58M,
[E134A] = 17.7uM, [D136A] = 13.9uM, [E138A] = 15.39uM. Condicions de la reacci6
d’hidrolisi: tampo citrat/fosfat (6.5 mM citrat, 8@iM fosfat) pH 7.2, 0.1 mM Cag;I30 °C.

Hidratacié G4G3G’ Hidrolisi G4G3G-MU
Vo/[=E]208(c’;ln[|\C/|5)4/G§ CT o activitat Keat / St % activitat
wt 0.53 +0.04 100 0.67 +0.0% 100
E134A < 9.4.19 <0.02 (4+£2)-16@ 6-10*
D136A <1.2.1¢ <0.02 (9.9 +0.1)-1H® 1.5
E138A 1.74-18 + 9.10° 0.3 (6.7 +0.4).16®@ 0.1

(a) resultats obtinguts per J.L. Viladot [207]; #Qrbert Furumo, comunicacié personal.

En la reaccié d'hidrolisi del substrat G4G3G-MU etautants en els dos residus
catalitics son els que presenten una activitat lmaésa, mentre que el mutant D136A,
gue no esta implicat directament en catalisi corasein 1.5% d’activitat. A la vista
d’aquests resultats, era d’esperar una davallagartant de l'activitat d’hidratacié en
el cas dels mutants en els residus catalitics, gmyta el resultat obtingut amb el mutant
D136A que dbéna evidéncia d’'un paper més importaafuist residu en la reaccio
d’hidratacié del glical G4G3G’ que no pas en lacod@d d’hidrolisi de substrats,
implicant-lo directament en catalisi. Aquesta padser una dada a favor del paper
proposat per al residu Aspl136 en la transferemtirria de prot6. També es podria
pensar en que aquest residu sigui el que protoactdiment el doble enllag del glical,
assumint el paper d'acid general, de manera qugueimat 134 en aquesta primera
etapa de reaccido homés actui com a nucleofilgivghmat 138, més allunyat del centre
de reacci6, jugui un paper en el manteniment ibégtcio de K, dels dos residus
catalitics.
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Cinetica d’hidratacio del glical G4G3G’

Les cinetiques d’hidratacio es realitzen en tampdn®M fosfat, 5.5 mM citrat, 0.1 mM
CaCl, al pH desitjat i a 30 °C. Per tal d’obtenir edsgmetres cinétics corresponents es
treballa a varies concentracions de substrat iOpdinjeccid), i a la concentracio
d’enzim adient. A diferents temps de reaccié sitwalper HPLC una aliquota de la
mescla de reaccio per tal de poder determinar a cancentracié de glical la velocitat
inicial de reaccié. A la figura 3.10 es presentlnresultats obtinguts a pH 6.98, on es
comprova que els resultats obtinguts no s’ajustenaacinetica de Michaelis-Menten,
sind que la dependéncia de la velocitat de reaaib la concentracié de substrat és
quadratica.

0.7 1
0.6+ ®e
0.5+
0.4
0.3
0.2+
0.1
0.0+

vJ[E],/s”

0 5 10 15 20 25 30 35
[G4G3G'] / mM

Figura 3.10. Cinetica d’hidratacio del glical G4AG3G’ catalitzagder la 1,3-1,4-glucanasa de
Bacillus licheniformis Condicions de reaccio: tampé 5.5 mM fosfat, 514 witrat, 0.1 mM
CacCl, pH 6.98, 30 °C, [wt] = 0.6@M.

Aquest comportament generalment es pot explicdrase a un mecanisme d’activacio
amb dues formes enzimaticament actives com el gjyeesenta a la figura 3.11, al que
a més se li ha afegit una etapa de formacié deptES’ que justifica la inhibicié
acompetitiva per substrat observada.

ES,'

Ki ]
s
Km / Kcat

ES —>E+P
4

a-Ku rs

/
ESZMESW

E+S

Figura 3.11. Mecanisme d'activaci6 amb dues formes enzimatiqaetives, i una etapa
d’inhibicié acompetitiva per substrat.

Ara bé, aquest mecanisme és massa complex i améselsats de que es disposa no es

pot obtenir una bona determinacié dels parametretics. EI mecanisme més simple
gue millor s’ajusta als resultats obtinguts es naoatla figura 3.12 i contempla alhora
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un comportament d’activacié al-losterica i d’inkibi acompetitiva per substrat. En
aquest mecanisme K és el producte de les dues constants de dissbcjaei porten a
la formacié del complex ternari productiu SES. Afigura 3.12 també es presenta
I'equacio de velocitat associada a aquest mecanigiseresultats obtinguts en 'ajust a
pH 6.98.

K kcat
SES——— > E+P+S

E+2S

kcat-[S]z[ | ko= 0.76 + 0|\./$8'é
s|® K=37+8m
K+[S]2+K-K, K=2.2+14mM

e,

Figura 3.12. Mecanisme ajustat a les cinetiques d’hidratacitgtieal G4G3G’ per part de la
1,3-1,48-glucanasa d8acillus licheniformisi equacioé de velocitat associada. S'indiquen els
valors dels parametres cinetics obtinguts en Itgjes a la reaccio realitzada a pH 6.98.

Velocitat d’hidratacio de glicals

Pel que fa a la comparacié entre la velocitat ddtatio de glicals i d’hidrolisi de
substrats que han estat descrites es poden di#dmigrans grups. Aquelles glicosidases
que hidraten els glicals a una velocitat molt iliera la velocitat d’hidrolisi dels
substrats corresponents, com €s el cas dg-d¢dscosidases &grobacterium faecalis
[303], d’ametlla dolca [299] i dspergillus wenti{308], lesp-N-acetilhexosaminidases
de placenta humana, dmck beani de ronyé bovi [302], lap-galactosidasa
d’Escherichia coli[298], o la cel-lobiohidrolasa Cel6A deichoderma reesdi305]. |
les glicosidases que hidraten els glicals a unacitat comparable a la d’hidrolisi dels
substrats oligosacarids corresponents, com és seldeala-glucosidasa deCandida
tropicalis [299], la glucodextranasa A¥throbacter globiformis les glucoamilases de
Rhizopus niveus Paecilomyces varioti[300], o la cel-lobiohidrolasa Cel7A de
Trichoderma reesdB05].

A més, en aquells casos en qué s’ha comprovatserod que la velocitat d’hidratacié
de glical guarda una correlaci6 amb la velocitahididlisi de 2-desoxiglicosids.
Aquells enzims que hidraten els glicals a una velbaenolt inferior a la velocitat
d’hidrolisi de substrats, hidrolitzen els 2-desowilegs també a una velocitat molt
inferior; i aquells enzims per als que 'hidroxilC2 no sembla jugar un paper rellevant
en la velocitat d’hidrolisi de substrat, sén el® dudraten els glicals a una velocitat
major.
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Taula 3.2.Comparacio de les velocitats relatives d’hidrddisi2-desoxiglicosids i d’hidratacio
de glicals respecte de la velocitat d’hidrolisiglieosids completament hidroxilats, en diferents
glicosidases.

Enzim kcat2—desoxiglicc‘)siékcatglicc‘>sid kcathidratacidkcathidrc‘)lisi
S-glucosidasa A3 &spergillus wentift 4.2.10° 1.9-10°
B-galactosidasa &scherichia colf 2.3.1¢° 2.3-1¢°
B-glucosidasagrobacterium faecali$ 1.8-10% 2.7-10"
o-glucosidasa d'arro 5.4 4.8-10
a-glucosidasa dispergillus nigef 28.2 1.6-18
a-glucosidasa de llevat de fleqder 1.1-10 No hidrata glicals
a-glucosidasa de llevat de cervésa 3.4.10% No hidrata glicals
a-glucosidasa de mel d'abella No hidrolitza 2- No hidrata glicals

desoxiglicosids

 Substrats hidrolisi: 4’-metilumbel-liferjp-p-glucopiranosid; 4’-metilumbel-liferil 2-desoki-
D-glucopiranosid [309]. Substrat d’hidratacidglucal [308].

® Substrats hidrolisi: 2’,4’-dinitrofenil3-p-galactopiranodsid. Degut a la labilitat del 2’,4'-
dinitrofenil 2-desoxis-D-galactopiranosid no arriben a determinar la seetocitat
d’hidrolisi enzimatica i assimilen la seka; a la de la hidrataci6 d@-galactal, ja que
I'etapa determinant de la velocitat de reaccio désf darrer €s la segona. Fent servir com a
substrat el 2',4’-dinitrofenil 2-desoxi-2-fluorfbD-galactopiranosid l& ., €s de 4.3-16s?
[31]. Substrat hidrataci@-galactal [298, 314].

¢ Substrats hidrolisi: 4’-nitrofeni-D-glucopirandsid; 4’-nitrofenil 2-desoyi-dD-glucopiranosid
[30]. Substrat d’hidrataci@-glucal [303].

? Substrats hidrolisi: 4’-nitrofenit-bD-glucopirandsid i 4’-nitrofenil 2-desoxi-D-glucopirandsid
[315]. Substrat d’hidrataciop-glucal [300], es compara amb l'activitat d’hidsilide
maltosa.

¢ Substrats hidrolisi: 4'-nitrofenit-p-glucopiranosid i 4'-nitrofenil 2-desoxi-dD-glucopiranosid
[316]. Substrat d’hidrataciop-glucal [300], es compara amb l'activitat d’hidsilide
maltosa.

" Substrats hidrolisi: Metil-isomaltosid i 2’-desexietil-a-isomaltosid; les dades de velocitat es
donen en V./Ky (s*-U") [317]. Substrat d’hidratacid@-glucal [297].

9 Substrats hidrolisi: Metil-isomaltosid i 2’-deseaxietil-a-isomaltosid; les dades de velocitat es
donen en V./Ky (s*-U%) [317]. Substrat d’hidratacid@-glucal [300].

" Substrats hidrolisi: 4’-nitrofenit-dD-glucopiranosid i 4’-nitrofenil 2-desoxi-D-glucopirandsid
[316]. Substrat d’hidrataci@-glucal [300].

La 1,3-1,4p-glucanasa deBacillus licheniformisforma part d’aquest segon grup
d’enzims, ja que la velocitat d’hidratacié del gli6G4G3G’ k.1 0.76 §" a pH 6.98) és
del mateix ordre de magnitud quekla: per a la hidrolisi del substrat G4G3G-Mkl 4
0.67 §" a pH 7.2) o del substrat G4G4G3G-4NP (0.73apH 7.2). Tanmateix, no es
pot dir que I'eficiencia catalitica de la reaccib@idratacio del glical G4G3G’ sigui del
mateix ordre de magnitud que la de la reacci6 ditigl de substrats, donat que la
concentracié de substrat a la que s’assoleix lacitat maxima en la reaccid
d’hidratacié és molt superior que no pas per a&ceié d’hidrolisi. O dit d’'una altra
manera, I'afinitat per substrat de la 1,3-%;4lucanasa és molt superior en el cas de la
reacci6é d’hidrolisi, que no pas en la reaccio d'aidcio de glicals.
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3.6. Perfil de pH de la reacci6 d’hidratacio del gtal G4G3G’ per part
de la 1,3-1,48-glucanasa deBacilluslicheniformis

3.6.1. Dependéncia de l'activitat enzimatica amb @H

De la dependencia de l'activitat enzimatica enfrdekt pH es poden obtenir el
cinétics de I'enzim, que habitualment s’atribueia residus catalitics. Generalment,
en un mecanisme de Michaelis-Menten la informadblinguda fa referéncia al
complex enzim-substrat si s'estudia la variaciophmetre., en funcio del pH, o a
I'enzim lliure si la dependencia del pH s’establaipartir del parametie./Ky. En el
mecanisme proposat per a la hidratacié del glieblparametrek.,; fa referencia al
complex productiu SES, i el paramekeg/K a I'enzim lliure. Ara bé, per a la correcta
assignacio dekl, obtinguts d’aquesta manera a un residu en corgthetde verificar el
pKa del mateix per un metode alternatiu independenmty poden ser, la valoracié dels
pKa per RMN [117, 318, 319], I'espectre diferencialfi®rescéncia o d’absorbancia de
triptofans propers a un grup ionitzable [320], ad&pendencia del grau d’inactivacio
enzimatica amb el pH [206, 321, 322].

En el model aplicat a aquest tipus d'estudi s'assyngue, si bé diferents formes
enzimatiques amb diferents estats de ionitzaci@pashir substrat, només una d’elles,
en qué el nucleofil es troba ionitzat i el residie @ctua com a acid es troba en la seva
forma neutra, €s activa, i per tant I'activitat iematica €s directament proporcional a la
seva concentraci6. Apart d’aquesta primera singplifio, que generalment és certa,
s’han de realitzar una séerie d’assumpcions que gtemfer el tractament de dades més
senzill: els grups s’han de comportar com acidsaseb perfectament valorables, les
diferents formes enzimatiques i intermedis de riéaestan en equilibri protonic (és a
dir, les etapes de protonacié no son determinanisa delocitat de reaccio, perque son
meés rapides que no les etapes quimiques), i na leahvi d’etapa determinant de la
velocitat de reaccid durant el marge de pH estuddatmés de totes aquestes
simplificacions s’ha de comprovar que I'enzim sigstable al llarg de tot el marge de
pH estudiat.

3.6.2. Perfil de pH per a la hidratacio enzimaticalel glical G4G3G’

Amb la finalitat de determinar elKp dels residus catalitics i comprovar si es dona el
canvi de [K, proposat per al Glu134 en unir el glical, es teal una serie de cinétiques
a diferents concentracions de glical cobrint ungeade pH des de 4.0 a 8.6. La
comparacio dels valors deKp obtinguts a partir dels perfils de pH dels paraeaset
cinetics corresponents hauria de permetre obsetvaanvi en formar-se el complex
enzim-substrat productiu. Ara bé, donat que el ¢k aporta informacid sobre les
dues etapes catalitiques, I'etapa determinant geléitat de reaccié ha de ser I'etapa
de protonacié del glical per tal d’obtenir inform@acsobre el complex SES. Si per
contra, la segona etapa de reacci6 fos I'etapardetant de la velocitat de reaccio el
parametrek.;: donaria informacio sobre l'intermedi de reaccid.d€t cas de la hidratacio
del glical G4G3G’ per part de la 1,3-144glucanasa dBacillus licheniformishi ha dos
tipus de resultats que indiquen que la primeraaetap I'etapa determinant de la
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velocitat de reaccié. D’'una banda, el fet que &de la constant d’inhibicié d’aquest
glical sigui de I'ordre dels mM i superior a la dgicosid G4G3G (sobre el que la 1,3-
1,4$-glucanasa no mostra cap tipus de reaccio), inglieaes tracta d’'una constant de
dissociacio real, i que molt possiblement no habamulacié de I'intermedi de reaccio.
D’altra banda, s’ha de tenir present que la segtapa en la reaccié d’hidratacié del
glical G4G3G’ i en la reacci6 d’hidrolisi del 2-aedgtrisacarid (G4G3(2dG)-4NP) és la
mateixa, ja que totes dues etapes parteixen debxmatermedi covalent glicosil-enzim.
En el capitol 4 de la present tesi es comprovalaindrolisi de 2-desoxisubstrats per
part de la 1,3-1,#-glucanasa és més rapida que no pas la de sulmtrgise no s’ha
substituit I'hidroxil a C2. Aixi doncs, donat qua Welocitat de reaccié en estat
estacionari reflecteix la velocitat de I'etapa rtedga, el valor de l&4 per a la hidrolisi

de 2-desoxisubstrats reflecteix un valor minima&x segona etapa tant de la hidratacio
de glicals com de la hidrolisi de 2-desoxisucredgnat que la velocitat d’hidratacio de
glicals a concentracio de substrat saturant éodbreé de lak., per al G4G4G3G-4NP i
inferior a la del G4G4G3(2dG)-4NP, es dedueix dempa de protonacio del glical és
I'etapa determinant de la velocitat de reaccio.agoest punt cal esmentar que mentre
que l'estudi amb 2-desoxiglicosids s’ha realitzahba un tetrasacarid, I'estudi
d’hidratacié de glicals s’ha realitzat amb un wésad. Per tant aquest raonament només
és aplicable si la velocitat d’hidratacio d’'un glicetrasacarid G4G4G3G’ és similar a
I'obtinguda amb el glical G4G3G’; aixi i tot aquedantejament es pot donar per bo, ja
que s’ha demostrat que per a la reaccido d’hidradisisubseti més important en
I'eficiencia catalitica de I'enzim és el subsetii+30 el —4, i els valors obtinguts en la
hidrolisi d’un trisacarid i un tetrasacarid de latgixa familia son del mateix ordre de
magnitud.

Les cinetiques es realitzen en tampo6 5.5 mM fost&tmM citrat, amb 0.1 mM Cagl

a 30 °C, a la concentracié adient d’enzim en cafg a varies concentracions de
substrat i patré d’injeccid, i als diversos pH élitso A diferents temps de reaccio
s’analitza per HPLC una aliquota de la mescla decié per tal de poder determinar a
cada concentracio de glical la velocitat inicialrdaccid. Les cinetiques sén lineals per
a tots els pH i concentracions de glical empraflesadascun dels pH de treball s’ha
realitzat també una determinacié de la hidratasjgortania de glical, verificant que
aquesta no és significativa en cap cas enfronadedratacié enzimatica. Els resultats
s’ajusten al model de la figura 3.12 (que es t@maostrar a continuacid) rendint els
valors cinetics que es recullen a la taula 3.3.aftlsts als diferents pH es mostren a la
figura 3.13. Els resultats obtinguts a pH 8.62 stsnque presenten una dependéncia
amb la concentracié de glical més complexa, i conomseqléncia presenten pitjors
ajusts.

K kcat
E+2S—=SES———» E+P+S
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Figura 3.13.Cinetiques d’hidratacio del glical G4AG3G’ amb 18-1,44-glucanasa dBacillus
licheniformis A les grafiqgues es representa #wt], enfront de la concentracié de glical.
Condicions de reacci6: tampd 5.5 mM fosfat, 5.5 pitvat, 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 lasfigur2.

Taula 3.3. Parametres cinetics obtinguts en I'ajust del maigela figura 3.12 a les reaccions
d’hidratacio del glical G4G3G’ catalitzada per 18-1,44-glucanasa dBacillus licheniformis

pH Keat/ S* KimM> K /mM (ka/K)/stmM?
4.03 0.445+0.008 199 +11 - 0.0022 + 0.0002
449 053+001 70+6 - 0.0076 + 0.0008
499 09+0.1 65+14 1.2+0.8 0.014 + 0.004
551 1.5+0.2 58+13  0.4+0.2 0.026 + 0.009
598 1.2+0.1 27+6  1.4+07 0.04 +0.01
650 1.1+0.1 52+13 0.9+0.6 0.021 + 0.007
6.98 0.76+0.08 37%8 2.2+1.4 0.021 + 0.007
750 0.67+004 67+9 1.3+05 0.010 + 0.002
8.02 1.4+0.5 436+1780.03+0.03 0.003 +0.002
863 09+0.6 472+397 0.1+0.3 0.002 + 0.003

Desglossant les diferents etapes del mecanisma figura 3.13 es comprova que per
tal de determinar el canvi d&pdels residus catalitics en unir el glical al cermtctiu es
fa necessari obtenir el¥Kp cinétics que fan referéncia al complex d’activaSe i al
complex productiu SES (figura 3.14). Amb aquestaliiat s’hauria de coneixer el
valor de la constarK, als diferents pH, per tal de poder comparar Elsgbtinguts a
partir de la dependéncia amb el pH dels paramdtzed,una banda, k../K- de l'altra.

S

o e o ka

E+S < SE < —> E+P+S

5

SES,

Figura 3.14. Mecanisme proposat per a les cinetiques d’hidi@tdel glical G4G3G’ per part
de la 1,3-1,45-glucanasa dBacillus licheniformis

98



Hidratacio de glicals

Ara bé, amb els resultats obtinguts només es gehwlun bon ajust de la constdt
que és el producte de les dues constants de disgd€i i K,. De manera que nomeés en
el cas que el valor de la constant d’activa&ig) oo varii amb el pH, el perfil de pH del
parametrek /K, podria assimilar-se al del parameitg /K. De fet, en els grafics de la
figura 3.13 es comprova que a tots els pH el punflekio es dona a una concentracio
de substrat inferior a 5 mM forca similar per & tells, per tant és possible que aquest
sigui realment el cas de la 1,3-B4ucanasa.

A partir dels valors ajustats #gy i dek:a/K, s’obtenen els perfils de pH que es mostren
a la figura 3.15. S’observa que el perfil ke no mostra la dependéncia en forma de
corba gaussiana esperada, i que els valoks,dds dos pH més elevats, que son els que
presenten un major error d’ajust, se situen maltspbere del valor esperat. El perfil de
pH de koK mostra una aparenca meés habitual, i tret del tedsalpH 6.5, la resta
defineixen una corba gaussiana a partir de la glgdtenen uns K, cinetics de
56+0.1ide 6.7 £0.1.

1.6 0.05-

1.44 «  0.04-
=

5 b £ 0.3
- 1.0 ‘»

3 = 0.021
<" 0.8- <

o6l <& 0.014

0.4 0.00-

4 5 6 7 8 9 4 5 6 7 8 9
pH pH

Figura 3.15.Perfils de pH etk (corresponent al complex SHE la figura 3.14) i ek./K per

a la reaccié d’hidratacio del glical G4AG3G’ per tpde la 1,3-1,4-glucanasa déacillus
licheniformis Condicions de reacci6é: 5.5 mM fosfat, 5.5 mMatitr0.1 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] =0.61uM a pH 4.99, [wt] = 0.35uM a pH 6.98 i [wt] = 0.1M a pH 6.50.

Malgrat la dispersié dels resultats observada guedll de k.,; enfront del pH es pot
ajustar una corba gaussiana als valors obtingogsafipH 7.5 (figura 3.16), obviant els
dos darrers punts del perfil, que a més sén elpesenten un major error d’ajust. Els
pK, cinétics obtinguts d’aquesta manera son de 4.2 +de 7.3 £ 0.2.
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Figura 3.16.Ajust d’un sistema amb dos residus ionitzable<ediilpde k., enfront del pH de la
reaccid d’hidratacid del glical G4G3G’' per part te 1,3-1,45-glucanasa deBacillus
licheniformis

Assumint que els kg, cinetics poden atribuir-se als residus catalit@ssonclusio més
important que es pot extreure del perfilldgamb el pH és que a la primera etapa de
reaccié es valoren dos residus implicats directareencatalisi. Aquest fet descarta
I'opcié que el glutamat 134 sigui el residu queuaethora com a acid general i com a
nucleofil, ja que de ser aixi, només s’hauria deraa un Unic residu catalitic. Donat
per tant, que la protonacié del doble enllag I'learéalitzar un altre residu acid, i que
s’ha comprovat que el mutant D136A és altamenttimaes pot proposar que sigui
I'aspartat 136 el que realitzi la cessié de proté.

En el suposit que la dependéncia amb el pH delnpatrak../K sigui un reflex del
perfil de pH del parametre./K,, en comparar elsky cinétics obtinguts a partir dels
dos perfils d’hidratacio es comprova que, de fosmnailar al que succeeix en la reaccié
d’hidrolisi, el K5 del nucleofil disminueix en formar el complex puotiu mentre que
el pK, del residu que actua com a acid general augmenika (3.4). La disminuci6 del
pK, del nucledfil és un altre argument en contra dal gaper com a cessor de proto. A
la bibliografia sempre que es proposa que el reqig®l actua com a nucleofil a la
reacci6 d’hidrolisi actua també com a acid genatal reaccioé d’hidratacio de glicals, es
justifica argumentant que es déna un augment delpikg en la unié provocat per la
proximitat del doble enlla¢ del glical. Ara bé, agqticanvi de g, no és més que un
argument teoric, ja que no s’ha demostrat en cap &ala 1,3-1,45-glucanasa de
Bacillus licheniformis en el suposit que la unié que doéna lloc al com@B& sigui
independent del pH, es comprova que en unir edlgBelG3G’ al centre actiu eKp del
nucleofil no només no augmenta, sind que disminugipedint d’aquesta manera que
jugui el paper de cessor de protons. D’altra balidagment de K, del residu que
actua com a acid general en unir el glical, segarams degut a I'apantallament de la
carrega del nucleofil sumat a una disminucié dedeofilia del seu microentorn.
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Taula 3.4.Comparacio delsky, cinétics obtinguts en la reacci6 d’hidratacié gledal G4G3G’
i en la reaccié d’hidrolisi del substrat GAG3G-MUpartir dels perfils de pH dels parametres
keafK (Keaf Km €N la reaccio d’hidrolisi) ke

Perfil kea/ K Perfil keat

Hidratacio G4G3G’

pKa 1 5.6 +0.1 45+0.2

pK 2 6.7+0.1 7.3+0.2
Hidrolisi G4G3G-MU

pKa 1 5.2+0.2 42+0.2

pKy 2 7.1+0.2 7.5+0.2

3.7. Conclusions

» La velocitat d’hidratacié del glical G4G3G’ per rpale la 1,3-1,4-glucanasa
salvatge és del mateix ordre de magnitud que lacitat d’hidrolisi de substrats
trisacaridics com el G4G3G-MU. Aquest fet indica da manca d’hidroxil a C2 en la
unitat que ocupa el subseti —1 d’aquest pseudastivgl comporta majors problemes
per a la seva transformacio quimica.

» Les cinetiques d’hidratacié del glical G4AG3G’ emfr de la concentracié de substrat
mostren un comportament més complex que el compertamichaelia, que inclou tant
una etapa d’activacié al-lostérica com una etapaithicid6 acompetitiva per substrat.
Es proposa el segiient mecanisme minim per talstzidee la reaccio:

K kcat
SES——— > E+P+S

-

SES,

E+2S

» La mutacio a alanina dels tres carboxilats sitaht®ltant del subseti —1, el Glu138,
el Glul34 i 'Aspl36, comporta una perdua quasiltdtactivitat respecte de I'enzim
salvatge. En el millor dels casos es conserva 34 @'activitat amb el mutant E138A.
Aquest resultat implica un paper essencial peasphrtat 136 en la reaccio d’hidratacio
de glicals.

> El perfil dek.s: enfront del pH (obviant els resultats als dos pés fpasics) mostra un
comportament en forma de corba gaussiana a patiladjual s’obtenen unskp
cinétics de 4.5 + 0.2 i de 7.3 + 0.2. H{jde 4.5 correspon al glutamat 134 i el de 7.3
s’assigna a l'aspartat 136, que es proposa que sigesidu que actua com a acid
general.
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» En el suposit que la unié de substrat per tabdadr el complex d’activacio SE sigui
independent del pH, el perfil de./K, enfront del pH mostra un comportament en
forma de corba gaussiana a partir de la qual S'eiteins K, cinétics de 5.6 + 0.1 i de
6.7 £ 0.1, que s’assignen alkjdel glutamat 134 i de I'aspartat 136 respectivairsm

el complex d’activacié. En aquest cas és impontamiarcar la disminucié deKp que
s’assigna al glutamat 134 en unir el glical, queratmra la proposta que aquest residu
no pot fer alhora el paper de nucleofil i de cesserprotons en la primera etapa
catalitica.
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