Capitol 4. Importancia de I'hidroxil a C2 en el
mecanisme enzimatic de la 1,3-1gglucanasa de
Bacillus licheniformis

4.1. Influencia dels substituents en la hidrolisigpontania de glicosids

La hidrolisi espontania de glicosids és una reacwd lenta, que porta associats temps
de vida mitja de I'ordre de 30" anys per als biopolimers basats en la seva astauct
[2]. Per tal d’avaluar la influéncia dels seus siisnts en la velocitat d’hidrolisi, es
compara la mateixa per a una série de compostgsebta familia respecte de la d'una
familia de compostos analegs. Els analegs més &rgwa els desoxi- i fluorodesoxi-
en les diferents posicions del sucre, en que sstisudgixen els diferents hidroxils del
glicosid per un atom d’hidrogen o de fluor. FentvBeaquesta estrategia es comprova
gue generalment la velocitat d’hidrolisi d’'un gkt augmenta com a conseqléencia de
la deshidroxilacio [309, 323-326].

Taula 4.1. Velocitats d’hidrolisi espontania d’'una familia @g4DNP glicosids en qué s’ha
substituit sistematicament un dels hidroxils dediésrents posicions de I'anell de piranosa per
un atom d’hidrogen (desoxiglicosids) o per un derfl(desoxifluoroglicosids) [326].
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*: El 2,4ADNP 2-desoxp-D-glucosid €s massa labil per a la seva purificacayacteritzacio, de
manera que el valor de la velocitat d’hidrolisissima basant-se en una correlacio (pendent 1.1;
r=0.997) entre les velocitats d’hidrolisi dels2NMP -D-glucosids amb els d’una série analoga
de fosfats di-D-glucosil [325].

La velocitat d’hidrolisi espontania relativa d’'us@rie de desoxi- i fluorodesoxiglicosids
respecte del sucre natural segueix el seglient patesoxi > 4-desoxi > 3-desoxi6-
desoxi > sucre natural > 6-desoxi-6-fluoro > 3-adessfluoro > 4-desoxi-4-fluoro > 2-
desoxi-2-fluoro glicosids, com s’exemplifica encak concret del 2’,4’-dinitrofenii-D-
glucosid a la taula 4.1. Aquestes velocitats sigxgn en base a les estabilitats relatives
de l'estat de transici6 oxocarbocationic en elerdifits glicosids, que esta influenciat
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principalment per I'efecte electronic exercit pglgstituents de I'anell sobre la carrega
que es desenvolupa, majoritariament, sobre I'oxigedociclic [326, 327]. D’aquesta
forma, com meés electronegatiu sigui el substitudmtl’anell, més es desestabilitza
'estat de transicio, fent que la reaccidé sigui n&sta. Ara bé, les diferéncies de
velocitats dins de les diferents series de gligsitésoxi i desoxifluoro, no depenen
Unicament d’efectes de camp i segurament tambécteiken diferencies en factors
esterics 0 en una diferent solvatacio, ja quetrdahanera, I'ordre de les velocitats de
reaccio seguiria la proximitat del substituent eshitce de desenvolupament de carrega
[326].

4.2. Influéncia dels substituents en la hidrolisi @ glicosids catalitzada
per glicosidases

En el cas de la hidrolisi enzimatica de glicosasnés de I'efecte electronic, la unié
enzim-substrat juga un paper molt important endbpaitat de reaccid relativa dels
diferents sucres. Pel que fa a I'efecte electrdindgen és el mateix, pero el seu grau
d'importancia és variable, ja que la densitat deega desenvolupada a l'estat de
transicio és un tret caracteristic de cada gliessid D’altra banda, també son
transcendents els efectes estérics, fruit de Iésraccions no-covalents que es
desenvolupen entre I'enzim i el substrat en I'edeatransicio, i en el cas concret de les
glicosidases, aquelles que impliquen els diferegrigps hidroxil sén basicament
interaccions per ponts d’hidrogen. Aquestes intgoas son estabilitzadores, de manera
qgue des del punt de vista dels efectes estéripsetgncia d’hidroxils en els glicosids és
beneficiosa de cara a 'augment de la velocitaidddtisi. Aixi doncs, es tracta de dos
efectes, I'electronic i I'esteric, que actuen entiég contraposats, i que estableixen una
gran diversitat en la importancia dels diferentgpgrhidroxils dels glicosids. En el cas
de fer servir analegs de glicosids per a I'estialijagests efectes, queda clar que en els
desoxianalegs I'efecte estabilitzant dels pont&dddgen es perd per complet, i en el cas
dels fluorodesoxianalegs només es perd completasiasitgrup hidroxil substituit és
cessor de pont d’hidrogen. El fet de no poder deter les contribucions individuals
dels dos efectes (electronic i esteric) impedeidigterniment de la seva importancia
relativa; tot i aixi, en moltes glicosidases laemtcio amb I'enzim d’'un grup hidroxil
en concret ha sobrepassat en gran mesura l'efeceptar de la seva naturalesa
electronica [30].

4.3. Paper del residu que actua com a nucleofil diestabilitzacio de
I'estat de transicio

Malgrat que durant el cicle catalitic el substna@véssa tota una serie de canvis
conformacionals, I'enzim no pateix canvis estrugursignificatius, i s’adapta als
canvis conformacionals del substrat variant lesradcions que aquest estableix amb els
diferents residus del centre actiu. Aixi, a tragd'éma série de grups situats amb precisio
per part de I'enzim s’estableixen una serie d’eterons que dispersen la carrega de
'estat de transicio, tant per formacié de xarxes mbnts d’hidrogen, com per
interaccions electrostatiques. Entre aquests resjoien un paper clau el residu que
actua com a nucleofil. S’ha comprovat que a lesogldases que actuen amb retencid
de configuracio la posicié d’aquest residu estatroeh fixada [97, 143, 328, 329, i
petites alteracions de la mateixa provoquen disondms importants en l'activitat
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enzimatica. Sembla que I'oxigen carbonilic deldesjue actua com a nucleofil juga un
paper especialment important en I'estabilitzacidl’dstat de transicio, interaccionant
amb I'hidroxil a C2 en leg-glicosidases que actuen amb retencié de configufac,
98, 330] o estabilitzant directament la densitat@eega desenvolupada sobre I'oxigen
endociclic en leg-glicosidases [103, 119, 121]. El fet que el nuiilgogui un paper
igualment clau, pero diferent, en funcié de la @urci6 anomerica del substrat, és
consistent amb el fet que, en cada cas, I'enziméwagucionat per tal de fer front de la
millor manera possible a tots els canvis que egnl@ntre I'estat fonamental i I'estat de
transicio, per tal d’acabar catalitzant la reacti;ma manera optimitzada [331]. A partir
d’aguest moment en aquest capitol, sempre que ®is deap-glicosidases es fa
referencia ap-glicosidases que actuen amb retencié de configyrac no ser que
s’indiqui el contrari.

Son diverses les estructures cristal-lografiquesodeplexes d’intermedis covalents de
diferents glicosidases en qué s'observa que l'oxigarbonilic del nucleofil esta
implicat en un pont d’hidrogen curt amb I'hidroxd a una distancia molt reduida del
fluorur en el cas dels 2-desoxi-2-fluoro analeg§€2a. El fet que s’hagi descrit que a
I'estat de transicidé aquesta interaccio sigui nimita en el cas de lgsglicosidases, i
que la distancia entre el nucleofil i aquest hidrsigui tan curta, de 2.37 A en el cas de
la Cex deCellulomonas fim{98], i d’aproximadament 2.5 A en altres casos, [89,
115], fan pensar que sigui el principal responsaldel’estabilitzacié de l'estat de
transicio a la catalisi enzimatica. Per exemplegsdructura de l'intermedi 2-desoxi-2-
fluorocel-lobiosil-enzim amb I'exoxilanasa/cel-lsgaCex de€ellulomonas fim[j98], els
residus que estan més a prop del fluorur situa @ I'’Asn126, que és un residu
conservat dins de la familia, i I'oxigen carbondel nucleofil (figura 4.1).
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Figura 4.1. Estructura parcial del complex covalent 2-desaHis8rocel-lobiosil-enzim en
I'exoxilanasa/cel-lulasa Cex deellulomonas fim{98]. Es mostra el glicosid i els residus que
estan a distancia de pont d’hidrogen amb I'hidrqeih aquest cas fluorur) a C2, en verd
I’Asn126 i en blau el Glu233 (nucledofil).

A través d'estudis de mutagénesi es comprova gie més de 10 kcal-midlque
s’assignen en aquest enzim a l'estabilitzacido dstdt de transicio deguda a la
interaccié a C2 amb el seu substrat natural, leracti6 amb I'amida de I'Asn126
contribueix aproximadament només 2.5 kcal‘h8B2, 333]. Per tant la interaccié amb
el nucledfil carregat sembla que és la major fakeda interacci6 amb aquest hidroxil.
Aquesta no es pot determinar directament per nutdel mateix, ja que la mutacio
d’aquest residu, en ser un dels dos residus essemtiplicats en catalisi, rendeix un
enzim inactiu.
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Se suggereix que la interaccio entre I'hidroxil 2 iCGel nucleofil que s’observa en els
intermedis, s’optimitza a l'estat de transicié tgabmétricament, ja que 'anell s’aplana
i posiciona I'hidroxil a C2 meés a prop del nuclédoiom electronicament, ja que la
carrega positiva que es desenvolupa al voltant amitre anomeéric, acidifica

transitoriament I'hidroxil a C2, augmentant la sesapacitat de donador de pont
d’hidrogen.

En el cas delg-mannosids, que tenen I'hidroxil a C2 en configidaestereoquimica
oposada als glucosids, se suggereix que la contosradoptada per I'estat de transicio
és la deB,s [74], que en posicionar I'hidroxil a C2 pseudodqual és I'inica que
permetria aquesta aproximacié amb el nucleofibfgd.2). Aquesta conclusio, a la que
s’arriba en base a l'estructura del complex de ks i del complex de l'intermedi
covalent en el cas de famannanasa deseudomonas cellulod@4], dona idea de la
importancia d’aquesta interaccio en feglicosidases, ja que inclus amb glicosids en
que 'hidroxil a C2 en el sucre lliure porta a pengue quedara lluny del nucledfil, el
glicosid és capac de realitzar un canvi conformediadient a I'estat de transicio, per
tal de disminuir la distancia entre aquests doslues permetre que es pugui donar el
pont d’hidrogen. Des del punt de vista energetitasbbservat que les energies
associades a aquesta interaccio en el cas delooimusacarids també és especialment
important. Per exemple, en el cas dg-laannosidasa déellulomonas fim[334] fent
servir un 2-desoxianaleg del substrat s'observalguateraccio amb I'hidroxil a C2
comporta un\AG* = 5.1 kcal-mot. Tenint en compte que aquest valor només és una
estimacié minima, ja que les propietats d’accegigocarrega dels grups hidroxil fan que
els substrats completament hidroxilats siguin iehnent menys reactius que els seus
analegs 2-desoxi, I'energia atribuida a aquestrantio és de l'ordre de magnitud
d’altres interaccions importants obtingudes enasl d’altresf-glicosidases que actuen
amb retenci6 de configuracio.
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Figura 4.2. Conformacion$H; i B, s adoptades a I'estat de transicié pergegiucosid i ung-
mannosid, respectivament.

Tot i reconeixent el paper del nucleofil en l'esligdacié de I'estat de transicid, per
formacio d'un pont d’hidrogen amb l'hidroxil a C2o s’han de menystenir les
interaccions que aquest mateix hidroxil pugui exexmb altres grups del centre actiu.
El fet que alguns dels residus amb els que formaspd’hidrogen siguin residus
conservats dins de les diferents families de glieses ddna idea de la importancia
d’aquestes interaccions [335]. Per exemple, #-tmlactosidasa &scherichia coli
I'asparagina 460 és un residu conservat que estatsa prop del residu acid/base
general, i s’ha observat que forma un pont d’hidroggmb el substituent a C2 en
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I'intermedi covalent i en complexos amb analegseatdt de transicio [51]. Amb
frequéncia, aquesta interaccié addicional amb dixd a C2 esta mediada per una
asparagina, com es veu a les estructures crigiafigues de complexes amb diverses
glicosidases [66, 69, 98, 102, 125, 336-339]. Dede els enzims del clan GH-A que
hidrolitzen substrats amb configuracitanne i gluco, que sembla que comparteixen
els mateixos elements de reconeixement, generalmérat una asparagina, un aspartat
0 una histidina a prop de la posicié de I'hidraxiC2, que s’ha postulat que pot jugar un
paper important assistint a la formacié de l'intedinglicosil-enzim [52]. En el cas
concret de leg-mannosidases de la familia 1, sembla que aqussiureque €s un
aspartat, esta implicat a més en la definicié dspkcificitat de I'enzim per mannosids
[340].

4.4. Interaccions amb 'hidroxil a C2 en el cas dg-glicosidases

S’han realitzat nombrosos experiments per tal di@rala importancia que tenen les
interaccions per ponts d’hidrogen amb el substrata hidrolisi catalitzada per diverses
p-glicosidases (lesp-glucosidases d'ametlla [341], ABpergillus wentti [309],
d’Aspergillus oryzad323], d’Agrobacterium faecali$30], i amb less-galactosidases
d’Escherichia coli[31, 342], i intesti prim de xai [343]). Es compaoque cada
glicosidasa marca les seves preferéncies, tanmagembla que la contribucié de
I’hidroxil adjacent al carboni anomeéric, és a dadroxil a C2 de la unitat de piranosa
que ocupa el subseti -1, és especialment impofg@®, 323]. Aquest hidroxil sol
contribuir entre 5 i 10 kcal-mbla la catalisi en aquests enzims, mentre que eé&sal
hidroxils de I'anell contribueixen entre 1 i 2 keabl™* [30, 31, 98, 330, 344].

S’ha proposat [97, 98] que les elevades energisscizgles a la interacci6 amb
I'hidroxil a C2, amb distancies entre oxigens d& &.o inferiors en el complex de
l'intermedi covalent, s’apropen a les dels enllages pont d’hidrogen fort, o de tipus
low barrier (LBHB), observats en altres sistemes [345, 34@. rEsultats obtinguts
mostren que les variacions en els valors dels petramcinétics de substrats hidroxilats
enfront dels desoxianalegs és més gran en el cag/é& (que dona informacié sobre
I'estat de transicié) que no &, (que correspon al complex de Michaelis) [347, 348]
Aquests resultats s6n coherents amb la presenamapdint d’hidrogen que s’enforteix a
I'estat de transicid, on la distorsié de I'anelt@ga més la distancia entre el nucleofil i
I'hidroxil a C2, i on 'augment transitori de la\geacidesa fa que el seis’apropi
més al K, del nucledfil. La principal critica a aquesta msia és que és innecessari
atribuir a una Unica interaccio tota la diferénmnergetica que comporta el pas a I'estat
de transicidé, quan al centre actiu d’'un enzim hirltenbrosos residus que poden
interaccionar alhora amb el substrat. Tot i aitdsi de la importancia de I'hidroxil a
C2 es veu reforcada per la potencia dels inhibidoédegs a I'estat de transicié que fan
servir aquesta interaccio [51, 57, 101, 333, 34835

Sembla que la gran contribucido d’aquest hidroxil'emergia d’'unio de l'estat de
transicio pot anar lligada a un paper decisiu déidtorsié d’aquesta unitat sacaridica en
I'itinerari de reacci6. L’hidroxil a C2 és el quatpix els majors canvis d’orientacio i
posicionament observats durant la distorsié deellashe piranosa [31, 51], i, contant
que la distorsio d’'una unitat de glucopiranosadiesa conformacio de cadira relaxada
“C, a una conformaci6 tensionada, com la que adopeatat de transicid, comporta un
cost energétic d’aproximadament 10 kcal‘m{852, 353], les variacions d’energia
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lliure lligades a les interaccions amb aquest hidirpoden ser quantitativament
determinants en la distorsio de I'anell [344, 33X hltra banda, les interaccions que es
donen a la resta de posicions de I'anell sacapelimeten mantenir I'anell de piranosa a
lloc.

4.5. Interaccions amb 'hidroxil a C2 en lest-glicosidases

En el cas de les-glicosidases sembla que la situacié és una mifsedt ja que
I'hidroxil a C2 no sempre juga un paper tan créticla hidrolisi del substrat i hi ha una
contribucié més equitativa dels diferents grupgdxid de la molecula de substrat en
I'estabilitzacio de I'estat de transicio, tot i glee importancia relativa dels diferents
grups depén molt de cada enzim. Hi ha casos, cosfseanzims de la familia 13 (les
glucosidases de mel dabella, detreptomyces cerevisiaede Bacillus stearo-
thermophilus de llevat i I'oligo-1,6-glucosidasa dgacillus cereul en qué els grups
hidroxil del substrat interaccionen amb I'enzim p@macio de ponts d’hidrogen amb
residus carregats, molts dels quals s6n motiusecoas a la sequéncia d’aquests
enzims [317]. A la taula 4.2 es presenta un resal® résultats obtinguts en el cas de
diferentsa-glicosidases. Tret de la glucoamilas&spergillus niger la resta d’enzims
de la taula actuen a través d’'un mecanisme amiciétde configuracio.

Taula 4.2. Resum dels resultats obtinguts en la hidrolisidésoxianalegs en el casod’
glicosidases. Per a cada enzim s’indica la trarsg®sia de la interaccié amb I'hidroxil a C2,
juntament amb altres consideracions d’aquest tifastudi. Al costat del nom de I'enzim
s’indica el tipus de mecanisme de reaccié (I: isderde configuracio, R: retencié de
configuracio).

Enzim Interaccio Comentaris
aC2
glucoamilasa dAspergillus  No Els hidroxils a C4 i C6 de I'extrem no-reductor sén
niger[355-359], (1) important critics per a la hidrolisi del substrat.
a-glucosidasa d’arros No Hidrolitza el 2-desoxianaleg a una velocitat superi
[315], (R) important que el substrat natural.
a-glucosidasa de No Hidrolitza el 2-desoxianaleg a una velocitat superi
remolatxa [316], (R) important que el substrat natural.
a-glucosidasa de blat de No Hidrolitza el 2-desoxianaleg a una velocitat superi
moro [316], (R) important que el substrat natural.
a-glucosidasa No Hidrolitza el 2-desoxianaleg a una velocitat superi
d’Aspergillus nigef316], important que el substrat natural.
R
gc-g)lucosidasa Il de fetge No Hidrolitza el 2-desoxianaleg a una velocitat superi
de rata [360], (R) important que el substrat natural. La resta d’hidroxils de

'extrem no reductor sb6n essencials per al
reconeixement del substrat.
a-glucosidasa | de fetge démportant Tots els hidroxils de I'extrem no-reductor son
rata [360], (I) importants per al reconeixement del substrat, tot i
gue I'hidroxil a C2 sembla el menys critic.
a-glucosidasa d’ordi [361],Important Les interaccions amb la resta d’hidroxils son més

(R) importants. La velocitat d’hidrolisi de la 2-
desoximaltosa és més de 30 vegades inferior a la de
la maltosa.
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2 a-glucosidases de mel Important Tots els hidroxils de I'extrem no-reductor son

d’'abella [316], (R) necessaris per a la hidrolisi.

a-glucosidasa de Important Tots els hidroxils de I'extrem no-reductor son
Saccharomyces cerevisiae necessaris per a la hidrolisi.

[316], (R)

a-glucosidasa dBacillus Important Tots els hidroxils de I'extrem no-reductor son
stearothermophilu§316], necessaris per a la hidrolisi.

(R)

a-glucosidasa de llevat  Important Tots els hidroxils de I'extrem no-reductor son
[317, 362], (R) necessaris per a la hidrolisi. Les interaccions més

importants son amb I'hidroxil a C2, es proposager
aquest hidroxil un paper similar al que juga aftes

glicosidases.
oligo-1,6-glucosidasa de Important Tots els hidroxils de I'extrem no-reductor son
Bacillus cereug317], (R) necessaris per a la hidrolisi. Les interaccions més

importants sén amb I'hidroxil a C2.
a-galactosidasa de grade No Els hidroxils a C3 i C4 de I'extrem no-reductor son

café [363], (R) important essencials. Hidrolitzen els analegs 2- i 6-desa@g m
lentament que el galactosid original.
a-galactosidasa de No Els hidroxils a C3 i C4 de I'extrem no-reductor sén
Mortierella vinaceg363], important essencials. Hidrolitzen els analegs 2- i 6-desa@g m
(R) lentament que el galactosid original.
a-galactosidasa No Tots els hidroxils de I'extrem no-reductor tret de
d’Aspergillus nigef363], important I'hidroxil a C2 son importants. Hidrolitza el 2-
(R) desoxianaleg a una velocitat molt superior que el
substrat natural.
a-mannosidasa dack Important Els hidroxils a C2, C3 i C4 de I'extrem no-reductor
bean [364], (R) s6n essencials per a la hidrolisi.
a-mannosidasa d’ametlla Important Els hidroxils a C2, C3 i C4 de I'extrem no-reductor
[364], (R) sbén essencials per a la hidrolisi.

Com a conclusio de tots aquests experiments edlgair que la importancia de

I'hidroxil a C2 és molt variable en el cas de deglicosidases, i que tot i que per a
alguns enzims es proposa una importancia compaadbleue se li atorga en el cas de
les p-glicosidases, per a d'altres sembla tenir un papés aviat desestabilitzant a
I'estat de transicio.

4.6. Estudi del paper de I'hidroxil a C2 per a la 13-1,4f-glucanasa de
Bacilluslicheniformis

La 1,3-1,48-glucanasa deBacillus licheniformisés una glicosidasa que actua amb
retencié de configuracio i donada la transcendémheiba interaccié amb I'hidroxil a C2
per a aquest tipus de glicosidases, s’ha decidiitzar I'estudi corresponent en aquest
enzim.

Aquest estudi s’aborda des de dos punts de vist@lemnentaris, d’'una banda es muten
els residus de la proteina que se suposa quedai@nan amb I'hidroxil en concret, i de
I'altra, se sintetitza un substrat en que el grgpdxil a C2 s’ha substituit per un atom
d’hidrogen. L’estudi cinetic posterior de les espgaesultants ha de permetre avaluar
la importancia de la interacci6 a C2. Per tal deesaguins son els residus que
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interaccionen amb [I'hidroxil en questid es va reeorinicialment a un modelatge
molecular de I'estructura de I'hexasacarid G4G4G3@3 al centre actiu de la 1,3-1,4-
S-glucanasa analoga @&acillus macerangfigura 4.3) [187].
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Figura 4.3. Mapa d’interaccions proposat per modelatge motégadél complexs-glucanasa-
hexasacarid per a I'enzim &acillus maceran§l87]. En blau s’indica la Tyr121 (Tyrl52 en la
nomenclatura d®acillus licheniformi} que es proposa que interacciona amb I'hidroxd2a
formant un pont d’hidrogen de 3.1 A.

En aquest modelatge, en que el substrat cobreiggmeplet el centre actiu de I'enzim,
es proposa que I'hidroxil a C2 del subseti -1 nomésracciona per pont d’hidrogen
amb el residu que es correspon amb la tirosina db2a f-glucanasa ddacillus
licheniformis i que el residu que actua com a nucleofil estasaallunyat per establir
interaccions amb ell. Ara bé, el posicionament giddstrat al centre actiu en aquest
modelatge no és del tot correcte ja que no conterfgldistorsié de la unitat de
glucopiranosa que ocupa el subseti —1, i aquest cenconformacio possiblement fa
variar les interaccions enzim-substrat, especialméwoltant de I'hidroxil a C2. De
manera que l'estudi s’aborda tenint en compte dasiia 152 i el glutamat 134
(nucledfil), donada la transcendéncia que s’atitbada interacci6 amb el nucleofil en
nombroseg-glicosidases. Com la mutacié del residu que actua a nucleofil rendeix
un enzim inactiu, aquesta interaccié no es potdestulirectament, siné a través de la
mutacio d’altres residus que interaccionen amb Tt a les diferents estructures
cristal-lografiques de les 1,3-144glucanases d®acillus com als modelatges amb
diferents lligands, s’observa que la tirosina 152aia formant una interaccio
d’apilament hidrofobic amb el triptofan 132, quehah interacciona per pont
d’hidrogen amb el nucleofil, possiblement contritiual seu correcte posicionament
(figura 4.4). Estudis de mutagénesi sobre el tigndde lag-glucanasa déacillus
maceransque es correspon amb el Trpl132 g-glucanasa d@®acillus lichenifomis
demostren que aquesta interaccié és important posagtionament del nucleofil, ja que
rendeixen un mutant inactiu [212]. A la vista desultats obtinguts amb faglucanasa
de Bacillus maceransla mutacio del Trp132 tampoc permet avaluar taractcio amb
I'hidroxil a C2, de manera que s’ha de recorrerwdamla tirosina 152. Aixi doncs, es
planteja I'estudi de la interaccio a C2 amb lasiina 152 fent servir el mutant Y152F,
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en que s’elimina el grup hidroxil de la tirosina)estudi de la interacci6 amb el
nucleofil en base als resultats obtinguts amb elanmtuY152A, en que es muta la
tirosina a alanina, afectant d’aquesta maneraretcie posicionament del nucleofil.

Figura 4.4. Estructura parcial del modelatge del complex dk 3al,45-glucanasa d8acillus
licheniformisamb I'hexasacarid G4G4G3G4G4G. A la figura es mosgha seccio del centre
actiu de I'enzim on se situen la tirosina 152 trigtofan 132, apart dels dos residus catalitics.

Per tal de poder realitzar I'estudi de la importamte I'hidroxil a C2 en el cas de la 1,3-
1,4$-glucanasa deBacillus licheniformispreviament s’han d’obtenir dels mutants
Y152F i Y152A per técniques de biologia molecula’ha de realitzar I'expressio i
purificacié de les proteines corresponents, aixh @e I'enzim salvatge. Les etapes
d’obtencié dels diferents enzims s’expliquen encapitol d’expressio i purificacio
enzimatica. Pel que fa als lligands emprats, laataritzacié cinética dels enzims s’ha
realitzat fent servir ef-gluca d’ordi i el trisacarid G4G3G-MWY), que s’ha sintetitzat
seguint els protocols ja establerts al grup per sela obtencié. Els estudis d’inhibicid
s’han realitzat fent servir com a inhibidor el &agarid G4G3GX) obtingut per hidrolisi
enzimatica def-gluca d’ordi. D’altra banda, I'estudi de I'efeatausat per eliminacio
de I'hidroxil a C2 s’ha realitzat sobre el substGG4G3G-4NP 34), la qual cosa ha
obligat a sintetitzar tant aquest tetrasacarid ebri-desoxianaleg corresponeB)
Com ja s’ha explicat al capitol de sintesi de sabstl compos?4 segueix la mateixa
ruta sintética que el compo%B, mentre que la sintesi del 2-desoxi glico6Rl ha
resultat més complexa principalment com a consaggiéle la manca d’aquest hidroxil
en concret, i pel paper que desenvolupa el substiten aquesta posicid en I'etapa de
glicosidacio de la sintesi del substrat. A la faydr5 es mostren les estructures dels
diferents glicosids emprats en aquest capitol pdéa a@aracteritzacio cinetica dels
enzims.
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Figura 4.5. Estructura dels tres substrats sintétid; 24 i 68) i de I'inhibidor (1) emprats en la
caracteritzacio de I'enzim salvatge i els mutant$2F i Y152A de la 1,3-1,4-glucanasa de
Bacillus licheniformis

4.6.1. Antecedents

Préviament a la realitzacié d’aquest treball, alpgja s’havia realitzat un estudi de
mutagenesi avaluant les diferents possibles intemas enzim-substrat en el cas de la
1,3-1,4f4-glucanasa deBacillus macerans[212], que presenta un elevat grau de
semblances estructurals i funcionals amp-glucanasa d®acillus licheniformis Pel
que fa a la posicio analoga a la tirosina 152, wkatjtreball se’n desprén que:

- La mutaci6 Y121F (analeg al mutant Y152F de flglucanasa deBacillus
licheniformig no té cap efecte sobre la unié de l'inhibidor G831), de forma que es
va proposar que la tirosina 121 no interaccionectiiment amb 'hidroxil a C2.

- Si bé la unié de I'inhibidor G4G3@A) per part de I'analeg al mutant Y152A és millor
que la de I'enzim salvatge, l'activitat d’aquest temi enfront del substrat sintetic
G4G3G-MU (18) és fins a deu vegades inferior a la de I'enziimadge. Es va proposar

que la perdua d’activitat és deguda a un efectieeicte de la mutacio, que comporta un
efecte negatiu sobre el posicionament del nucleofil

4.6.2. Perfil d’activitat enfront del pH de I'enzim salvatge i els mutants Y152F i
Y152A de la 1,3-1,43-glucanasa deBacilluslicheniformis

Es realitza el perfil de pH dels dos mutants dé-¢gucanasa en la posicio 152 i el de
I'enzim salvatge fent servir com a substrat el GE&3U. Es treballa amb tampo 11
mM citrat, 11 mM fosfat, 0.1 mM Caglmantenint la forca ionica constanta 0.1 Mi a
una temperatura de 30 °C. S’ajusta una equacio ideaklis-Menten amb inhibici6
acompetitiva per substrat (equacio 4.1) als resudtiatinguts. A la figura 4.6 es mostren
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les grafiques de la dependéncia dels parametrefask., | Keof Ky @amb el pH per als
tres enzims.
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Figura 4.6. Perfils dels parametres cinéticg; (esquerra) k../Ky (dreta) enfront del pH per a
'enzim salvatge (superior), i els mutants Y152Fnieg) i Y152A (a baix) de la 1,3-14
glucanasa d®acillus licheniformis Les cinétiques als diferents pH es realitzenasmpth 11
mM citrat, 11 mM fosfat, 0.1 mM Caglforca idnica 0.1 M i a 30 °C.
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Els ajusts dels perfils de pH sobre el paramieféky son molt millors que els ajusts
sobre el parametré.,. En aquest sentit és important recordar que larnmdcio
obtinguda a partir d’aquests parametres no nomesfdeencia a especies enzimatiques
diferents (enzim lliure, en el primer cas, i compie Michaelis, en el segon), siné que
a més, aporten informacio sobre etapes de reader@mts. En un mecanisme basic de
retencié de configuracid en dues etapes el pararkgify aporta informacio de la
reaccio fins a la primera etapa irreversible, dg éins a I'etapa de glicosidacio, mentre
qgue el parametrie.o; proporciona informacié a partir de la primera atapeversible, és

a dir, 'etapa de glicosidacié i tot el que suckeai continuacio, i sigui cataliticament
significatiu.

Aixi doncs, semblaria que per a letapa de glicasial es compleixen les
simplificacions assumides en realitzar el perfil ¢ (veure apartat 3.6.1), i I'ajust
d’'una corba gaussiana és basicament correcte perfdlde pH erk.,/Ky. Tanmateix
no queda tan clar que aquest sigui el millor gpastals perfils de pH ea. Semblaria
gue alguna de les assumpcions realitzades pefingdrgretar els perfils de pH no és
del tot correcta. Com no s’observa una pérdua brdsctivitat en variar el pH ni en les
cinétiques de reacci6é ni en el perfil de pH (quenés, s’hauria de veure en els dos
perfils de pH), es pot descartar una possible pediestabilitat de |#-glucanasa en el
marge de pH estudiat. Queden doncs, com a opciésspnobables, un canvi d’etapa
determinant de la velocitat de reacci6 en funciipéte o que hi hagi més d’'una espécie
enzimatica activa que es fa evident en estudipaglmetrek.,, perd no en estudiar el
parametre../Kyv. En no disposar un model cinetic més acurat dajusa gaussiana als
perfils de pH tant dé&.,; com dek../Ky amb la finalitat d’obtenir uns bons ajusts dels
pK, cinétics dels enzims lliures, i una aproximaci® @, cinetics dels complexos de
Michaelis. Donat els bons precedents observatd eased’altres glicosidases, a l'igual
que en el cas del residu que actua d’acid general eas de la 1,3-14glucanasa de
Bacillus licheniformig206], s’ha considerat apropiat assignar &g gnétics obtinguts
en els ajusts, als residus que actuen com a nil¢lacid/base general en cada enzim.

Taula 4.3. Valors de [, assignats als residus que actuen com nucleofill(&8l) i acid/base
general (Glul38) per a I'enzim lliure en el cad’dezim salvatge i els mutants Y152F i Y152A
de la 1,3-1,45-glucanasa dBacillus licheniformis

PK,Glul34 K, Glul38
wt 5.36+0.09 7.06 +0.09
Y152F 523+0.09 7.1+0.1
Y152A 5.06+0.08 7.0+0.1

Comparant els valors d&pdels enzims lliures recollits a la taula 4.3, emprova que
en el cas del Glul38 (residu que actua com a asd/lgeneral) el es manté
basicament constant. Aixd no és d’estranyar jagjuesidu mutat esta a una distancia
de 6.7 A respecte del Glu138 (Glul38-Qyr152 OH), massa lluny per establir cap
mena d’interaccio directa. A més, aquests resultatgjuen que amb les mutacions
tampoc es trenca cap xarxa d’interaccions que gquplaguest residu. Pel que fa al
nucleofil, sembla que I'eliminacio del grup hidrbxin el mutant Y152F no afecta
substanciosament el selpmentre que en el cas del mutant Y152A, la dispithde
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0.3 unitats de Ig, ja comenca a ser significativa. Aquesta disminpatanar lligada a
la pertorbacié de la interaccié que es proposaeyseceix la tirosina 152 sobre el
nucledfil a través del triptofan 132. Es possiblee gen eliminar la interaccié
d’apilament hidrofobic la posicié del Glul34 vdkiugerament, de manera que es trobi
en un entorn meés hidrofilic que justifiqui aquedisainucio.

La dependéncia del parameitg; enfront del pH permet fer una comparacié #g p
similar en el cas del complex enzim-substrat. Casiha esmentat, aquesta comparacio
s’ha de realitzar amb forca cautela, d’'una bandalgpmanca de bondat dels ajusts, i de
I'altra, perguée com a consequencia de la mutaxidd@a un eixamplament (sumat a un
desplacament en el cas del mutant Y152A) delslpeaté k.o; enfront del pH (figura
4.7), que fa que la majoria dels resultats obtgetsituin a prop del maxim d’activitat.
En el cas del mutant Y152F els resultats obtinglegpH més extrems amb prou feines
sén un 50% inferiors al maxim d’activitat, mentngegen el cas del mutant Y152A la
zona acida no queda ben definida. Amb tot, elsltesuobtinguts en I'ajust es
presenten a la taula 4.4.
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" L 012 3
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Figura 4.7. Comparacio dels perfils de, enfront del pH per al mutant Y152F (esquerra) i
Y152A (dreta) prenent com a referéncia I'enzim atge de la 1,3-1,4-glucanasa d8acillus
licheniformis En els dos grafics la linia continua correspdiajast de I'enzim salvatge i la
linia puntejada al dels mutants.

Taula 4.4.Valors de [K, assignats als residus que actuen com nucleofill(&8l) i acid/base
general (Glul38) en el complex enzim-substrat enasl de I'enzim salvatge i els mutants
Y152F i Y152A de la 1,3-1,8-glucanasa dBacillus licheniformis

PK.Glul34 K, Glul38
wt 4.1%0.2 7.9+0.2
Y152F  3.7+0.1 8.4+0.2
Y152A  <4(3.1) 7.2+0.2

Analitzant la banda de pH basics, que és la quereslor definida en el cas dels tres
enzims, s’observa que per als tres es déna un aaigieé K, corresponent al residu
que actua d’acid/base general en el complex enabstisat respecte del seu valor en

115



Interaccions amb I'hidroxil a C2

I'enzim lliure. Aix0 és consequencia directa, d’'umenda, de I'expulsié de molécules
d’aigua del centre actiu provocada per la uniésidstrat, generant d’aquesta manera
un entorn de menor constant dieléctrica (més hithiof, que afavoreix 'augment de
pKy; | de l'altra, del trencament d’'una xarxa d’intg@ns entre residus del centre actiu,
de la que formen part tant el Glu138 com el GluIfg®e esta present en I'enzim lliure, i
gue s’ha suggerit que ajuda a modular el $&u p

A la figura 4.8 es presenten tres estructures dé,3al,4p-glucanasa deBacillus
maceransla primera €s una estructura d’'una part del eeattiu de I'enzim lliure on es
veu una xarxa de ponts d’hidrogen en la que estalidats, entre altres, els dos residus
catalitics, el Glul07, que fa el paper d’acid/bgeseeral, i el Glu103, que fa el paper de
nucleofil, (corresponents al Glul38 i el Glul34 &n numeracié deBacillus
licheniformig [186]. Les dos figures seglents son les de dogplexos enzim-lligand
diferents, la del mig correspon al complex ambatrasacarid que s’uneix als subsetis
generalment ocupats per I'extrem no-reductor detes{L49], en qué s’han mutat els
dos glutamats catalitics a glutamines; i la de rietad és I'estructura de I'enzim en
complex covalent amb un inhibidor, el 3',4-epoxibicel-lobiosid, en que la part
sacaridica de linhibidor s'uneix als subsetis -21i[183]. En aquestes estructures
s’observa que el glutamat 107 esta formant un gtidrogen amb la glutamina 117 en
I'enzim lliure, que es debilita en el complex amtpeducte d’hidrolisi (tetrasacarid)
fins acabar trencant-se en el complex covalent lantbbidor. La glutamina 117 és un
dels residus altament conservats a la familia 1§lidesil hidrolases [212]. Un altre
residu conservat és l'aspartat 105 (Aspl36 a laemacd deBacillus licheniformiy,
que s’ha suggerit que junt amb els residus queeactom a acid/base general i
nucleofil, formen una triada catalitica, i en m&sd ocasio s’ha atribuit a aquest tercer
carboxilat un paper important en el posicionamers desidus catalitics al centre actiu
de les glicosidases i en la regulacio del s€u[f9, 117, 365-369]. Aquest residu que
en l'estructura de I'enzim lliure esta formant pathidrogen amb el nucleofil, esta
formant pont d’hidrogen amb el residu acid/basesgren el modelatge molecular del
complex amb I'hexasacarid [187]. La diferéncia endéf modelatge molecular i les
estructures cristal-lografiques presentades, ésadeg estructures cristal-lografiques el
sucre només ocupa els subsetis de I'extrem no4@gunentre que en el modelatge es
va treballar amb I'estructura d’'un substrat quepacaompletament el centre actiu de
I'enzim. Independentment de quina sigui la intei@@redominant, que segurament és
una combinacié de totes, el que és cert és quaitadiun lligand al centre actiu de
'enzim provoca un acomodament dels seus residug pot portar al canvi
d’interaccions, i que es pot traduir, entre altceses, en una variacio d&pdels
residus catalitics.

116



Interaccions amb I'hidroxil a C2

Trp190 J
P

48

3 293

Glu107 GIn117 & 335

~ I GIn117 Glu107 Nlemw
k‘l.u “, 2.71 GIn107 o Mrag,,, 4.97 st e,
.04 i

' .
.Fh (\ R .,
A "

5 3 e, R
H 345 4.90 H 6.62
i389 f\*\ ) Glu129 1279 oo
$ % 3.20 :
: A Glu129

P Asp105 Glu129
@f.’ P ‘MSN% Asp105

- 2.92

%, 2.74 E
Glu103 GIn103 % Glu103
2.96 ¢
Trp101 Trp101

Figura 4.8. Estructures cristal-lografiques d’'una part delreactiu de la 1,3-1,4-glucanasa
deBacillus macerangn la que s'indica la distancia entre els resglieses troben formant una
xarxa de ponts d’hidrogen al voltant dels dos resithtalitics. Els residus Glu107 i Glu103 s6n
els residus catalitics d’aquest enzim. D’esquendeeta es presenten les estructures obtingudes
per a I'enzim lliure, el complex enzim-productenieaomplex enzim-inhibidor.

Comparant els valors deKp del glutamat 138 per al complex enzim-substratlsn
diferents enzims, es comprova com en el cas dehmht152F aquestiy augmenta,
indicatiu d’'un entorn meés hidrofobic al voltant geest residu. En estudis de modelatge
molecular s’ha observat que I'eliminacié del grugrbxil de la tirosina 152 comporta
un apropament entre aquest residu i I'agliconasdbktrat, molt possiblement afavorit
per una interaccio d’apilament hidrofobic entre ellque es fa especialment palés en el
cas d’aglicones aromatiques. Aquesta interacci@ g fenilalanina meés a la vora del
residu que actua d'acid/base, augmentant s’aguestaera el seu K. Com a
consequencia, en el cas del mutant Y152A, en queojas pot establir aquesta
interaccio, el K, torna a disminuir, fent-se en aquest cas infaiae I'enzim salvatge.

Els diferents valors que adopta & el glutamat 134 en el complex enzim-substrat,
entre els diferents enzims, fa de mal compararj tpte sembla clar que en els dos
mutants aquest valor és inferior al de I'enzim atgje. Donat que possiblement una de
les interaccions més importants que exerceix elenfit en aquest complex és amb
I'hidroxil a C2 del substrat, es pot plantejar méerpretacié d’aquest resultat en base a
aquest pont d’hidrogen. En aquest cas, la dismindel <, del nucleofil en els
mutants és consequéncia d'un enfortiment d’aquéstieraccié, que sembla més
important en el cas del mutant Y152A. Tanmateix, a0 poden oblidar la resta
d’interaccions que es donen al centre actiu i pepgue juguen en l'establiment dels
pK, dels diferents residus.

La comparacio delqy, entre I'enzim lliure i el complex enzim-substral dlutamat 134

s’ha d’analitzar amb cura. El que sembla clar éseaquels tres enzims es produeix una
disminucié del seulf, en formar el complex de Michaelis. Es evident elsemateixos
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factors que afecten elKp del residu acid/base general en unir el substmaibé
influeixen en el K, del nucleofil, perd de manera diferent. Es possifile en aquest
cas la interaccié per pont d’hidrogen que s’estat#atre el nucleofil i I'hidroxil a C2
del substrat prengui un paper destacat. A travéstutlis de mutagénesi dirigida s’ha
pogut avaluar que I'energia d’estabilitzacio destid de transicié associada a un pont
d’hidrogen entre grups no carregats és de 0.5-tarkol', i si un dels grups és
carregat pot arribar a ser de 3-5 kcal‘h@70-372]. De manera que la disminuci6 de
pK, d’aproximadament 1.3 unitats en el cas de I'ereditwatge (que és el cas en qué es
pot valorar millor aquesta diferéncia), que equivaina energia de 1.8 kcal-mopot
perfectament anar associada a un enfortiment d&deaccio per pont d’hidrogen en
I'estat de transicio. En el cas dels dos mutanssipement la disminucié dekp sigui
encara meés important, cosa que quadraria amb wateeafeajor de la interaccié amb
I'hidroxil a C2.

4.6.3. Determinacié dels parametres cinetics de figim salvatge i els mutants
Y152F i Y152A de la 1,3-1,4-glucanasa deBacilluslicheniformis

Les cinétiques per tal d’avaluar I'efecte de leganions s’han realitzat amb el substrat
G4G3G-MU a 30 °C en tamp6 6.5 mM citrat, 87 mM &s0.1 mM CaGl a pH 7.2.
Els parametres cinetics obtinguts en I'ajust dguacié de Michaelis-Menten amb
inhibici6 acompetitiva per substrat es resumeixda taula 4.5, i a la figura 4.9 es
mostren les representacions de les velocitats alsicobtingudes enfront de la
concentracio de substrat.

Taula 4.5. Parametres cinetics obtinguts en I'ajust de l'eguale Michaelis-Menten amb
inhibicié acompetitiva per substrat a les reaccided’enzim salvatge i els mutants Y152F i
Y152A de la 1,3-1,4-glucanasa ddacillus licheniformisamb el substrat G4G3G-MU, en
tampd 6.5 mM citrat, 87 mM fosfat, 0.1 mM CaCd pH 7.2 i 30 °C. A la taula es presenta
també el valor de IAAG* dels mutants respecte de I'enzim salvatge, caleLsagons I'equacié
4.2.

Enzim  keat/ S Ku/mM K/ mM  (keafKv) /S5mM* AAGH/ kcal-mott

wt 0.63+0.01 0.92:£0.03 11.0+£ 0.7 0.68+ 0.03 -

Y152F 0.261+0.007 0.18+0.01 4.0+ 0.3 1.5+0.1 -0.48+ 0.07

Y152A 0.056+ 0.001 1.03+0.03 98+ 2 0.054+ 0.002 1.52 0.05
AAGi = - R-T:In[keal Km)mutan{ (Keal Kt )] Equacio 4.2.
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Figura 4.9. Cinétiques d’hidrolisi del substrat G4G3G-MU anibnkim salvatge, i els
mutantsY152A i Y152F de la 1,3-1/&glucanasa d@&acillus licheniformisa 30 °C i pH 7.2.
En els tres casos es representailfEly enfront de la concentracidé de substrat i s’ajusta
model de Michaelis-Menten amb inhibicié acompetitper substrat, segons I'equacié 4.1.

La comparacio dels resultats obtinguts amb elseinggms es realitza en base als valors
dels parametrelg., Ky | AAG*. La AAG* s'avalua a partir del valor de./Ky aplicant
I'equacié 4.2, que pren com a referencia I'enziteatge. Mentre que la comparacio de
Kuv dona idea dels efectes de la mutacio en la fodondei complex de Michaelis, els
efectes en l'estat de transici® es mesuren en dlaseanvis en |aAAG*, que també
queden recollits a la taula 4.5.

En el cas del mutant Y512F, en qué s’ha eliminarep hidroxil que suposadament
forma pont d’hidrogen amb I'hidroxil a C2, s’obsaruna gran estabilitzacio tant de
'estat fonamental, amb una disminucido Hg de 5 vegades respecte de I'enzim
salvatge, com de I'estat de transicié amb AA&* de -0.48 kcal-mdl Com laky del
mutant és inferior a la de I'enzim salvatge, I'bditzacio de I'estat de transicio pot
atribuir-se principalment a un efecte en la unibsidstrat. Ara bé, el parametg no
sempre es correspon amb la constant de disso@aziin-substrat lligada a I'etapa de
formaci6 del complex de Michaelis, sin6 que endaasdefinicié estan presents tots els
complexos enzim-lligand que es formen a partiradenio bimolecular E+S (incloent-hi
la unié de tercers compostos), i tenen una aportgnificativa aquells que es troben
en concentracions apreciables a l'estat estaciodarl’equacié 4.3 s’expressa el
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parametreKy en funcié de les diferents especies enzimatiquesepts en un model de
Michaelis-Menten amb inhibicié acompetitiva per stndt.

_ [el'[s]

v = [ES] +[EP] Equaci6 4.3.

En aquest cas, a més del complex de Michaelig,iattou I'intermedi covalent. Per tal
de determinar la importancia del mateix en el vd®iaKy, es decideix realitzar una
analisi de Hammett qualitativa del mutant Y152F anels substrats diferents, sent el
G4G3G-MU un d’ells. Els altres dos substrats egsadlon dos substrats més activats
per a la hidrolisi, el G4G3G-2,4DNRS) i el G4G3G-3,4DNP Q1) (figura 4.10), de
manera que es pugui avaluar la importancia de pketde desglicosidacio en el
mecanisme. Si la desglicosidacio és I'etapa detemtide la velocitat de reaccio en la
hidrolisi del G4G3G-MU, també ho sera per als dobstats més activats, i en
conseguéncia, com la velocitat de I'etapa de dasgjtiacié no depén de la naturalesa
de la part agliconica del substrat, no s’hauridbgé@var dependéncia del parametre
cinétic k.ot amb el Ky de I'aglicona cromoforica. En la taula 4.6 es prneen els
resultats dek.a: i Keaf K 0Obtinguts en els ajusts, aixi com dels seus logas, que son
els que estan representats en els grafics de Haramg}; i enk.o/Ky en funcio del K,

de l'aglicona (figura 4.11). A nivell comparatiu @sostren també les analisis de
Hammett corresponents per a I'enzim salvatge dk3&l,4$-glucanasa amb aquests
tres substrats (figura 4.12), per als que I'etagt@rdhinant de la velocitat de reaccio és
la glicosidacioé (capitol 6).

OH OH OH
How H o o G4G3G-2,4DNP (28)
OH OH OH

NO,

OH OH OH
o A A
H Jd H o o NO, G4G3G-3,4DNP (21)
. oH OoH \©:

Figura 4.10. Substrats sintetics de la 1,3-B4fucanasa d8acillus licheniformis que es fan
servir per tal de realitzar les analisis de Hammpeditatives del mutant Y152F.

Taula 4.6. Parametres cinétidg, i keafKy, Obtinguts en I'ajust de I'equacio de Michaelis-
Menten, per a la hidrolisi dels substrats G4G3G-NB4G3G-3,4DNP i G4G3G-2,4DNP per
part del mutant Y152F de la 1,3-144lucanasa ddBacillus licheniformis A la taula es
presenten, a més, els logaritmes d’aquests pamsr@tretics i elsk, de les aglicones dels tres
substrats emprats. Condicions experimentals: tagpomM citrat, 87 mM fosfat, 0.1 mM
CaCl, pH 7.2 30 °C.

Aglicona pKa Keat/ St (KealKn) / SEmM?*  log(kea)  10g(Keal Kn)

MU 7.36 0.261% 0.007 1.5:0.1 -0.58 3.17
3,4DNP 5.36 15.3t0.3 &5 1.18 4.84
2,4ADNP 3.96 250+ 10 250@ 600 2.40 6.40

120



Interaccions amb I'hidroxil a C2

2.5 °
p=-0.84+0.01 B=-090+009 |
2.0- i
1.5 3
S 5 X
x” 1.0 g
i =
S 0.5 4 D
0.0- -
-0.5 L 3
4 5 6 7 4 5 6 7
pK pPK

Figura 4.11.Grafics de Hammett dQ,; i k.ofKy del mutant Y152F de la 1,3-1Aglucanasa de
Bacillus licheniformisa pH 7.2 i 30 °C. En els grafics es representagalritme del parametre
cinétick., 0 keof Ky enfront del K, de I'aglicona. A I'interior del grafic es mostrapgendent de

I'ajust.
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Figura 4.12. Grafics de Hammett e i k.ofKy de I'enzim salvatge de la 1,3-154glucanasa
de Bacillus licheniformisa pH 7.2 i 30 °C. En els grafics es representbogdritme del
parametre cineti&., 0 k.o/Ky enfront del [, de I'aglicona. A l'interior del grafic es mostrh e

pendent de I'ajust.

Es comprova que per als dos enzims la velocitaddhsi augmenta amb elkp de
I'aglicona, rendint per al mutant Y152F pendents—@84 i —0.9 en les analisis de
Hammett enk.y i en keafKy, respectivament. Aquests valors sén molt semblalsts
obtinguts en el cas de I'enzim salvatge. En eldeds dos enzims es pot concloure que
la similitud entre les dues analisis de Hammett, @m el valor del pendent indiquen
que la glicosidacié és I'etapa determinant de laciat de reaccid per al conjunt de
substrats emprat, minimitzant d’aquesta maneraglsépcia de lI'intermedi de reaccio.

Sembla per tant, que K és representativa de I'etapa de formacio del cexnghzim-

substrat en el cas del mutant Y152F i que l'elimidadel grup hidroxil comporta
realment una millora significativa en I'etapa denfacio del complex de Michaelis. El

121



Interaccions amb I'hidroxil a C2

fet que l'eliminacié del grup hidroxil de la Tyrl5@&mporti una millora i no un
empitjorament de la unié en l'estat fonamentab ipnovoqui canvis en I'estabilitzacié
de l'estat de transicio, concorda amb les dademaldes amb Ig-glucanasa de
Bacillus maceransi questiona la bondat del modelatge obtingut diméxasacarid,

segons el qual la perdua del pont d’hidrogen difigroxil a C2 i la tirosina 152 hauria
de provocar un empitjorament de la unié6 enzim-idjaque molt possiblement
s’observaria tant a I'estat fonamental com endtede transicio.

El cas del mutant Y152A és diferent, ja que eniekmntot el grup fenol 1&y no varia
significativament respecte de la de I'enzim salegtgro el valor dé&../Ky és més de
deu vegades inferior. Aixo indica que I'eliminaciél residu mutat desestabilitza I'estat
de transicio de forma significativa. | donat quenita diferencia entre el mutant Y152F
i el mutant Y152A és el grup aromatic que s’elimirsembla que I'esmentada
desestabilitzaci6 pugui anar lligada a un posicioerat incorrecte del nucleofil,
impedint que aquest realitzi el seu atac amb eifiige De fet, s’ha observat en diverses
ocasions que en les glicosidases el correcte pasicient del residu que fa el paper de
nucleofil és molt important, inclis més que no paglel residu que fa d’acid/base
general [328, 373, 374].

4.6.4. Cinétiques de reaccio de I'enzim salvatgesis mutants Y152F i Y152A de la
1,3-1,4p-glucanasa deBacillus licheniformis amb un substrat natural de I'enzim, el
p-gluca d’ordi

Per tal d’aprofundir en 'estudi de la interaccié k& Tyrl52, es decideix avaluar les
cinétiques d’hidrolisi d’'un dels substrats naturddsla 1,3-1,4-glucanasa, ef-gluca
d’ordi, amb els tres enzims. En aquest cas, lediques se segueixen en discontinu fent
servir 'assaig d’extrems reductors de Somogyi-biel875, 376].

A la taula 4.7 es presenten els parametres cinetiteguts en l'ajust de I'equacié de
Michaelis-Menten als resultats obtinguts en legttjues, que es mostren en la figura
4.13. Es comprova que en aquest cas, Kia es manté basicament igual,
independentment de [I'enzim utilitzat, indicant ques mutacions no afecten
significativament la unié del substrat. Per tabdéer realitzar aguesta comparacio s’ha
assumit que la glicosidacio és I'etapa determidania velocitat d’hidrolisi del substrat
natural per part dels tres enzims, tot i que npatsaber amb certesa si €s aixi, ja que
els valors dé,; obtinguts amb e#-gluca estan per sobre dels obtinguts amb el G4G3G-
2,4DNP, que és el substrat sintetic més actiu dmbess’ha treballat.

Taula 4.7.Parametres cinetics obtinguts en I'ajust del ma@eMichaelis-Menten a les dades
obtingudes en la hidrolisi dgtgluca d’ordi amb I'enzim salvatge i els mutants52E i Y152A
de la 1,3-1,4-glucanasa d8acillus licheniformisen tampd 30 mM fosfat, 0.1 mM CaQObH
7.2 30 °CAAG" = - R-TIn[Keal K ) mutand (Kead Kna)wil-

Enzim ket /S* Kw/mgmL} (kalKy) / mL-st-mg* AAG*/ kcal-mott

wit 880+ 50 0.5£0.1 i8oat500 000000 -
Y152F 470+10 0.47+£0.04 100Gt 100 0.4+ 0.2
Y152A  59+1 0.39+ 0.03 150+ 10 1.5+ 0.2
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Figura 4.13. Cinetiques d’hidrolisi dels-gluca d’ordi amb I'enzim salvatge i els mutants
Y152F i Y152A de la 1,3-1,#-glucanasa dBacillus licheniformisen tampé 30 mM fosfat, 0.1
mM CaCl, pH 7.2 i 30 °C. A la grafica es representa§Ey, enfront de la concentracio de
substrat i es mostra I'ajust de I'equacio de Mitisaldenten als resultats obtinguts.

Semblaria doncs, que els resultats obtinguts emdmolisi del G4G3G-MU amb el
mutant Y152F poden ser consequencia del fet d’empra aglicona diferent de la del
substrat natural. De fet, la part agliconica debstat sintéetic t¢é un component
hidrofobic important que no té I'aglicona del suashatural (figura 4.14). Com ja s’ha
esmentat abans, és possible que en eliminar eltgdupxil de la Tyrl52 s’estableixi
una interaccié per apilament hidrofobic entre lailédanina i la metilumbel-liferona,
que fa canviar el seu posicionament, i que no Bsnt@ortant quan I'aglicona €s un
anell de glucopiranosa. Tot i que les interaccemtse una piranosa i un residu aromatic
son interaccions estabilitzants, descrites ambUé&ega en proteines que uneixen
carbohidrats [17, 377], i que poden arribar a ddi@r a energies lliures d’'unié
d’aproximadament 1.5 kcal-mbl[378], també és cert que I'energia associada a les
interaccions per apilament hidrofobic, que sénnadtiat dependents de la naturalesa del
lligand, poden en alguns casos arribar a ser supel379, 380]. Aixi doncs, aquest
canvi d'interacci6 en el subseti +1, que possiblanes tradueix alhora amb un grau de
distorsié diferent en el subseti —1, pot ser elkaatide la gran millora d’afinitat que
presenta el mutant Y152F pel substrat sintéticommfdel substrat natural. Un altre
argument a favor d’aquesta hipotesi €s que aquéstaccio sembla desapareixer en el
mutant Y152A, en el que s’ha eliminat I'anell ardimai la Ky d’aquest mutant €s molt
similar a la de I'enzim salvatge, tant si s'empmmca substrat eb-gluca, com si
s’empra el G4G3G-MU.

E/O 0__O OH
OH
R: fragment de cadena polisacaridica
Figura 4.14. Estructura de la part agliconica que ocupa eletubd en el cas del substrat

sintetic (dreta) i del substrat natural (esqueigag sén la 4-metilumbel-liferona i una unitat de
D-glucopiranosa, respectivament.
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Pel que fa a l'estat de transicio en el cas dels dwtants s’observa una
desestabilitzacié, que pren un valor de 0.4 kcdl'nem el cas del Y152F i de 1.5
kcal-mol* per al Y152A. Aquests valors indiquen que la titasl52 juga un paper en
I'estabilitzacio de I'estat de transici6. Comparagtiests valors amb els obtinguts fent
servir el substrat sintetit8 es comprova que per al mutant Y152A els resudtéibsels
mateixos, i d’entrada sembla que els resultatsngbts amb el mutant Y152F son
oposats, ja que en el cas del substrat sintétfecte de la mutacidé el../Ky és
estabilitzant. S’ha de tenir present que en landad del parametrk../Ky entren en joc
tant el valor de l&.o: com el de &Ky, i en les cinétiques del mutant Y152F amb el
substrat sintetic, el fet que K, sigui cinc vegades inferior a la de I'enzim sajeat
mentre que l&., només és dos vegades inferior, fa quiédasigui el parametre que té
més pes en el valor final del paraméggKy, fent que per al mutant, aquest valor sigui
superior (figura 4.15). Ara bé, I'efecte de la nuidaY152F enk.o; €s similar en el cas
dels dos substrats, amb una disminucié d’aproximadéa la meitat respecte de la de
I'enzim salvatge. Es possible que aquest mutantleromplex de Michaelis amb el
trisacarid 18 estabilitzi una estructura distorsionada més samild la de I'estat de
transicio; d’aqui la seva major afinitat per sudistique també es tradueix en una
estabilitzacié addicional de I'estat de transicio.

AG
+ enzim salvatge

EP

E+S

ES E+P

Coordenada de reaccio

Figura 4.15. Diagrama d’energies per al mutant Y152F respeetkedzim salvatge de la 1,3-

1,4$-glucanasa d8acillus licheniformisen el que es mostra que a través d’'una estabilitza
molt important del complex de Michaelis s’arribairza estabilitzacié addicional de I'estat de
transicio en el cas del substrat G4G3G-MU, quesndéma en el cas del substrat natural.
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4.6.5. Estudis d’inhibici6

Una altra forma d’avaluar les interaccions enzigaihd és a través d’estudis
d’inhibicio. Si linhibidor s’uneix al centre actide I'enzim, com més s’assembli
I'estructura de l'inhibidor a alguna de les forntege adopta el substrat al llarg de la
coordenada de reaccid, millor descriura les intéoas que es donen en aquella etapa
de reaccié en concret. Per tal d’avaluar la intdééaamb I'hidroxil a C2 es realitzen
estudis d’inhibicié amb el trisacarid G4G3G, queoah és un dels productes de reaccio
de la hidrolisi del G4AG3G-MU. Estudis anteriorsliteats al Laboratori de Bioquimica
de I'lQS ja havien determinat que el trisacarid G&Ges comporta com un inhibidor
competitiu de I'enzim salvatge, competint amb dbsstat pel centre d’'unié [223].
Donat que la seva conformacio en solucio és lairstpie la del substrat, la finalitat
de I'estudi d’'inhibici6 és la d’avaluar els cangise es produeixen en les interaccions de
I'extrem no reductor en el complex de Michaelisvautar la tirosina 152.

4.6.5.1. Determinacié de les constants d'inhibicié de I'enzsalvatge, i els mutants
Y152A i Y152F de la 1,3-1#4¢glucanasa de Bacillus licheniformis

Els estudis d’'inhibicio de la 1,3-1#4glucanasa es realitzen avaluant la disminucié de
velocitat deguda a la preséncia de quantitats em&x d’inhibidor a diferents
concentracions de substrat. La determinacié declacitat de reaccid es realitza per
seguiment de l'alliberament de la 4-metilumbelrtifea en la hidrolisi del G4G3G-MU
en tampd 6.5 mM citrat, 87 mM fosfat, 0.1 mM Ca@H 7.2, forca ionica 0.2 M, a 30
°C. El valor de la constant d’inhibici6 s’obté pegressio lineal multivariable fent
servir la dependéncia de l'invers de la velocitatial de reaccio amb la concentracio
d’inhibidor, en qué les variables son 1/[S] i [§][d’acord amb I'equacié 4.4. A la
figura 4.16 es presenten els resultats de lesigirest i els ajusts realitzats.

[Elo_ 1 Ky 1. Ky [1]
Vo Ky Ky [S] K

Equacio 4.4.

cat cat

125



Interaccions amb I'hidroxil a C2

14 = [I]=0 mM 50
e [lI=1mM
i A [lI=2mM
12 v [|]=4:M ® 404
® 10+ * []=5.7 mM 2
=~ 8] = 30
Z 6] L 20
s L
il = 104
24
?
0- T T T T T 0- T T T T T
00 05 10 15 20 25 0 4 8 12 16 20
1/[G4G3G-MU] / mM 1/[G4G3G-MU] / mM
600-
500
(/2]
~  400-
2. 3004
S
3 200
Z 1001
0-

I 2 3 4
1/[G4G3G-MU] / mM”

Figura 4.16.Representacions de Lineweaver-Burk de I'ajusthadiel d’inhibicié competitiva
als resultats de les cinétiques dels tres enzintssrvir G4G3G-MU com a substrat i G4G3G
com a inhibidor. Els grafics corresponen a I'enzalvatge (superior esquerre), el mutant
Y152F (superior dret) i el mutant Y152A (inferiode la 1,3-1,45-glucanasa deéBacillus
licheniformis La peculiaritat d’aquesta representacié és que glemodel d’inhibicid
competitiva les rectes es tallen a I'eix d’'ordersadies cinétiques es realitzen en tampé 6.5 mM
citrat, 87 mM fosfat, 0.1 mM CaglpH 7.2, forca ionica 0.2 M, a 30 °C; i en elsfigeaes

representa [Elv, enfront de 1/[S].

Les constants d’inhibicio obtingudes en el cas ttelsenzims es presenta a la taula 4.8,
en qué també s’indica la variacido emi@,is, prenent com a referénciakade I'enzim
salvatge AAGynis = -R-T-IN[1/K|, mud K| wi)]

Taula 4.8. Constants d'inhibicié obtingudes en la regresai@dl multivariable associada a
I'equacio 4.4, per a I'enzim salvatge, i els musarit52F i Y152A de la 1,3-1 4-glucanasa de
Bacillus licheniformistambé s’indica IAAG,nis. AAGynis = -R-T-In[1/K; mu/K| wi)]. Condicions
de reaccio: tampé 6.5 mM citrat, 87 mM fosfat, W CaCl, pH 7.2, forca idonica 0.2 M, 30

°C.

Enzim Ki/mM  AAGyis/ kcal-mott

wit 2.7+x04 -
Y152F 2.86 +£0.08 0.1+0.1
Y152A 0.125 +0.003 -1.8+0.1
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S’observa que el fet d’eliminar I'hidroxil en el tant Y152F, no suposa una variacio
significativa sobre la constant d’inhibicio, perdegel mutant Y152A uneix I'inhibidor
molt millor que I'enzim salvatge, que es tradueixuga estabilitzacio de la unié de —-1.8
kcal-mol*. Per tal de tenir una idea de la contribucié @itali entropica a I'energia
d’'unio es fan les mateixes cinetiques d’inhibici@wes temperatures més, tant amb
I'enzim salvatge com amb el mutant Y152A de la1L,88-glucanasa. A la taula 4.9 es
presenten les constants d’inhibicié obtingudesaliferents temperatures. De la relacio
lineal del logaritme de l'invers de les constant;hibicio amb linvers de la
temperatura s’obtenen aquestes contribucions gedad enzims (equacié 4.5, figura

4.17, taula 4.10).

Taula 4.9.Constants d’inhibicié obtingudes per regressiédimmultivariable aplicant I'equacio
4.4, a les cinetiques d’inhibicié obtingudes featve el substrat G4G3G-MU i l'inhibidor
G4G3G, en el cas de I'enzim salvatge i el mutari2fl de la 1,3-1,4-glucanasa d8acillus
licheniformisa les temperatures indicades a la taula. Condicitenreaccio: tampd 6.5 mM
citrat, 87 mM fosfat, 0.1 mM CaglpH 7.2, forca idnica 0.2 M, a una temperatura T.

Temperatura Ky wt/ mM K, Y152A / mM

20°C 1.4+0.1 0.06 +£0.01
30°C 27104 0.125 +£ 0.003
45 °C 6.5+0.9 04+0.1
15- 4
< -6-\\\
10- = _8_\\\
< 51 o 30 32 34
= 10*(1T) /K"
T o
£
I -5 wt
-10

10°-(1M) I K"

Figura 4.17. Grafic en el que es representa el -IfK(LEnfront de I'invers de temperatura. El
pendent permet obtenir el valor d¢l, mentre que I'ordenada a I'origen aporta inforibac
sobre la contribucié entropica (equacio 4.5).

AH 1 AS .
-In = - Equacio 4.5.
(}{(Ij R T R g
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Taula 4.10.Valors deAH i AS per a la unié de I'inhibidor G4G3G al centre aacte I'enzim
salvatge i del mutant Y152A de la 1,3-BA4flucanasa dBacillus licheniformis Condicions de
reaccio: tampd 6.5 mM citrat, 87 mM fosfat, 0.1 mCh, pH 7.2, forca idnica 0.2 M, substrat
G4G3G-MU.

Enzim AH/kcal-mol' AS/cal-mof-K?

wt -11.4+0.1 -25.8+0.4
Y152A -14.1+0.5 -29 + 2

Per als dos enzims s’obté un& similar, si bé la contribucié entropica és unaami
superior en el cas del mutant, i utid de -11.4 kcal-mdi per a I'enzim salvatge i de
-14.1 kcal-mot per al mutant Y152A. Aixd comporta ude\H,nis entre el mutant i
I'enzim salvatge de -2.7 kcal-migl directament atribuible a un enfortiment de les
interaccions amb l'inhibidor en el mutant Y152A peste de les interaccions que es
donen en l'enzim salvatge, i molt possiblement eissla a la interaccié entre el
nucleofil i I'hidroxil a C2.

4.6.5.2.Dependéncia de la inhibicié per producte en furdabpH

Per tal d’aprofundir en la interaccio per pont dieigen entre el nucleofil i 'hidroxil a
C2 es decideix ampliar I'estudi d’inhibicio a airgH en que el nucleofil no estigui en
la forma ionitzada. D’aquesta manera, es passaidedir una interaccié per pont
d’hidrogen amb un residu carregat, a tenir-ne unh an residu neutre, cosa que faria
disminuir significativament I'energia associadaaaihteraccié. Tant el valor de la
constant d’inhibici6 com la seva dependencia amleraperatura indiquen que la
interaccié que es pretén valorar és més importaet eas del mutant Y152A que no en
el cas de I'enzim salvatge. De manera que si radlegtracta del pont d’hidrogen amb
el nucledfil, seria d’esperar una variacid majaadliesta interaccié en el cas del mutant
que no en el cas de I'enzim salvatge. Per tal ditzar I'experiment, es pren com a
referéncia el valor deliy, del nucleofil en I'enzim lliure. Per a I'enzim satge aquest
pK, és de 5.36, i per tant es decideix treballar &bfH(que ja seria suficient per tal de
tenir la major part del Glul34 en la seva formalagi A pH 5.0 pero, en el mutant
Y152A poc més de la meitat de I'enzim tindria etleofil en la forma no ionitzada ja
qgue el seu ¥, és de 5.06. Per tal d’assegurar que el nuclestig@ en la seva forma
acida en els dos enzims es decideix treballar taanpE 3.0, prévia comprovacio de
I'estabilitat de tots dos enzims a aquest pH dusdrtemps d’assaig. Per a I'enzim
salvatge s’ha realitzat també un darrer experird@mntibicié a pH 4.0.

A la figura 4.18 es mostren les representacionkiieweaver-Burk de les cinetiques
obtingudes amb l'inhibidor G4G3G per a I'enzim sage i el mutant Y152A a pH 5.0 i
3.0. A la figura 4.19 es fa servir, per a majoretkat, un grafic de Dixon (en el que es
representa [EJvo enfront de la concentracié d’inhibidor) per tal dgpresentar els
resultats obtinguts a pH 4.0 per a I'enzim salvatge la representaciéo de Dixon es
generen una serie de rectes, creixents amb lamac® d’inhibidor, que es tallen a un
valor de K, en el cas de la inhibicié competitiva, i que s@napleles en el cas de la
inhibicié acompetitiva, amb un punt de tall ambx’'d’abcises que es correspon amb el
valor de K, (1+Ku/[S]), és a dir, que tendiria &per a valors de [S] >Ky .
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Figura 4.18.Representacions de Lineweaver-Burk dels ajustsrdsigdtats de les cinéetiques de
'enzim salvatge (esquerra) i del mutant Y152A (dyede la 1,3-1,4-glucanasa d®acillus
licheniformis fent servir G4G3G-MU com a substrat i G4G3G comhgbidor, a dalt: pH 5.0,

a baix: pH 3.0. En els grafics es representg\gEgnfront de 1/[S]. Les cinétiques es realitzen
en tampo 6.5 mM citrat, 87 mM fosfat, 0.1 mM Ca®rca ionica 0.2 M, a 30 °C.
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Figura 4.19. Representaciéo de Dixon de I'ajust dels resultatdedecinétiques de I'enzim
salvatge de la 1,3-14glucanasa dé@acillus licheniformis fent servir G4G3G-MU com a
substrat i G4G3G com a inhibidor a pH 4.0. En eddigs es representa [f&], enfront de [l].
Les cinétiques es realitzen en tampd 6.5 mM ci@atnM fosfat, pH 4.0, 0.1 mM Cagforca

ionica 0.2 M, a 30 °C.
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A la vista de les figures 4.18 i 4.19 es fa palesa diferencia important de
comportament entre I'enzim salvatge i el mutant XA5Mentre que per al mutant
I'oligosacarid G4G3G actua sempre com a inhibidonpetitiu, per a I'enzim salvatge
el comportament varia en funcié del pH. A pH 5.0 cesnporta com a inhibidor
competitiu, de la mateixa manera que ho fa a pHpe® a pH 3.0, es comprova que la
velocitat de reaccié augmenta en augmentar la otrac@d de G4G3G, que és indicatiu
d’activacié i no pas d’inhibicié. Finalment a un phtermedi de 4.0 s’observa un
comportament mixte en funci6 de la concentracio sléstrat emprada. A
concentracions de substrat més elevades, amb pgergl@cticament nuls, sembla que
no hi hagi inhibici6, i a concentracions baixessdéstrat el comportament s’aproparia
més al d’un inhibidor acompetitiu que no pas ahdhhibidor competitiu.

Els resultats obtinguts amb I'enzim salvatge oldiga fer un replantejament del tipus
d’'unié que es deu donar. A pH superiors a 5.0 g€nlasinhibici6 competitiva i s’ha
assumit que el G4G3G s’uneix als subsetis de Bextno-reductor del centre actiu de
I'enzim, competint directament amb la uni6 del stdisA pH 4.0 sembla que aquesta
inhibicié deixa de ser competitiva i passa a sacampetitiva a nul-la en funcié de la
concentracié de substrat; i a pH 3.0, ja no s'al@seénhibicié i, en comptes, en
presencia del G4G3G, s’observa activacio. Per '&dtebr com a activador o bé el
trisacarid s’'uneix a Ig-glucanasa en un centre d’unio fora del centraiaotbé s’uneix

al centre actiu de I'enzim sense competir amb lestsat, fent, en qualsevol dels casos,
I'enzim meés eficient. Pel que fa a I'existénciard’segon seti d’unié de substrat, una
inspeccio de I'estructura tridimensional de la giod indica que si aquest lloc existeix,
seria més un punt d’ancoratge que no altra cospigano hi ha cap estructura clara que
pugui satisfer aquest proposit. La segona opci@, sjposa la unid compatible del
G4G3G i el substrat al centre actiu, tot i que mgmobable, tampoc pot descartar-se.

OH OH 0
HOWM/O\ VAN
Jd Ho
OH NHAC
OH

2’,3’-epoxipropil f-N-acetillactosaminid
(Gal--1,4-GIcNAc-Epo)

Figura 4.20. Estructura d'un complex del lisozim huma amb [imbdor epoxid Galg-1,4-
GlIcNAc-Epo que ha cristal-litzat amb dues moléecdlaghibidor unides al centre actiu [381].

De fet, en I'estudi de l'estructura de diferentsnptexos que estableixen el lisozim
huma i el de clara d’'ou amb diferents lligands @®lservar la formacié d’'un complex
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ternari, en qué dues molecules de l'inhibidor 2&Bobxipropil f-N-acetillactosaminid
(Gal-1,4-GIcNAc-Epo) (figura 4.20), s’'uneixen al centietiu de I'enzim, establint
una xarxa de ponts d’hidrogen i interaccions ded@mnWaals entre elles i amb I'enzim
[381, 382]. Ara bé, no hi ha cap evidéncia que @sirdestructures similars amb el
substrat, i encara quedaria el dubte de si aqussteEs cataliticament actives. A banda
d’aquesta opcid, també cal considerar que l'influibgluneixi a I'enzim en els subsetis
generalment ocupats per I'extrem reductor del satstiesprés de I'alliberament de
I'aglicona, de forma similar al que succeeix dutareaccio de transglicosidacio.

Aquest no és el primer cas en qué els resultatatapla la formacié d'un complex
ternari en el cas de Jaglucanasa. De fet, en nombroses cinétiques s'adsehibicio
acompetitiva per substrat, que comporta la unibukania de dues molécules de
substrat per tal de formar un complex ternari. E®n el cas de les cinetiques en estat
preestacionari també es postula la unié d'una segooiécula de substrat (capitol 5).
La novetat que aporten aquests resultats és quegyepa unid del trisacarid comporti
una activaciéo enzimatica, el complex ternari EShfat amb el trisacarid ha de ser
actiu. Integrant aquest fenomen d’activacié no resaé al mecanisme amb inhibicio
competitiva que descriu el comportament de I'ensalvatge a pH superiors a 5.0
s’arriba a proposar el model que es presenta iguaaf4.21. En aquest model I'enzim
presenta les dues branques corresponents al moaé dtompetitiu i acompetitiu
observats, i el complex ternari presenta activiEatpostula que la 1,3-1Aglucanasa
presenta en tot moment aquestes dues branquesjyeta importancia relativa de les
mateixes, que esta definida per la relacié de aotsK,, Ka i 5, depén del pH. Aixi, a
pH 5.0 o superiors, la inhibicié6 competitiva égriés important, mentre que a mesura
que es disminueix el pH la branca que comportaiVacido no essencial va prenent més
pes. A un punt intermedi, en una mateixa cinetiegpedria arribar a veure com a
determinades concentracions de substrat una mateixeentracio d’inhibidor passa
d’inhibir I'enzim, a activar-lo. De fet, aquest cas el que s’observa en les cinétiques
realitzades a pH 4.0 en que es veu que al voltanactoncentracio de substrat entre 1 i
3 mM, desapareix la inhibicio, i segurament a catregions de substrats superiors
s’hagués observat activacio.

Ks Keat

E+S —— ES—> E+P

< | | ) [E]O-[ﬁ.kcat.(y,g.m]
| Ka BKeat Vo = KS{“ [|]]+H_(l+l[<|]]

El ES| ——> E+P +1 ?, A

Equacio 4.6.

Figura 4.21. Esquema general del model d'activacié no esseaam inhibici6 competitiva,
amb I'equacio de velocitat associada.

El canvi de comportament en I'enzim salvatge erifudel pH dificulta la valoraci6 de
'efecte del canvi de l'estat d’ionitzacié del neefil en la seva interaccio amb
I'hidroxil a C2. Tot i aixi, els resultats obtingua pH 7.2 i 5.0 mostren una tendéncia,
en la que s’‘observa que la interaccid6 competitivab d’inhibidor s’afebleix en
disminuir el pH. A la taula 4.11 es presenten elorg de les constants
d’inhibicid/activacio per a I'enzim salvatge i elutant Y152A obtingudes als diferents
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pH. El valor de la constant d’activacio s’obté pegressio lineal multivariable fent
servir 'equacié 4.7 conforme al model d’activani® essencial.

[\E/(])0 1s]- KMl-KA [\E/i)o [s]-[I] Equacié 4.7.

Vo _ :zc;t [s]+ kcat"ﬂA [s]11]-

1
[E]O KM K KM

Taula 4.11. Resultats dels estudis d’inhibicié amb I'enzimvagge i el mutant Y152A de la
1,3-1,4$-glucanasa d8acillus licheniformisa 30 °C, emprant com a substrat el G4G3G-MU i
com a inhibidor el G4G3G a diferents pH. Per a @adam s'indica el valor de g, obtinguda
per regressié lineal multivariable aplicant I'eqidad.4, als diferents pH emprats, i deKa
(constant d’activacid) obtinguda per a I'enzim stde a pH 3.0 aplicant I'equacié 4.7. Les
reaccions es realitzen en tamp6 6.5 mM citrat, B¥fosfat, 0.1 mM CaGl | = 0.2 M.

Enzim pH K,/ mM Ka/ mM
wt 7.2 2.7+04
wt 5.0 7.4+0.6
wt 3.0 70 + 30

Y152A 7.2 0.125 + 0.009

Y152A 5.0 0.57 +0.04

Y152A 3.0 37+3

La tendencia proposada per a l'enzim salvatge elwbsclarament en el mutant
Y152A, amb un augment continuat del valor de lastamt d’inhibicié en disminuir el
pH. Agquests resultats permeten extreure la prirnen&lusio interessant: hi ha algun/s
grup/s implicats en la uni6 de l'inhibidor que edora/en a un pH al voltant del marge
de pH estudiat, i que aquesta interaccié és mésrtamt quan el grup esta en la seva
forma basica. De moment, i fent 'assumpcio que éoiiesta valorant una interaccio,
aquesta primera conclusio apunta que el nucleogupser el grup implicat.

Segonament, i com ja s’havia avancat, el canvaexAlGs en funcié del pH és més
gran en el cas del mutant Y152A que no en el cd®deim salvatge, de manera que
els resultats a diferents pH també sén coherentsedsnresultats obtinguts a diferents
temperatures. A la figura 4.22 es presenta un redenots els resultats d’inhibicié
obtinguts a 30 °C, on s’observa que el pas de.pt 3.0 comporta un®AGynis de 0.6
kcal-mol* per a I'enzim salvatge, mentre que per al mutafib2A és de 0.91
kcal-mol*. Tot i aixi, el valor obtingut per als dos enzime pot comparar-se
directament ja que elkp del nucleofil és una mica diferent en cada casprbporcio
d’enzim en que el nucleofil esta en forma acidaavakl pH de treball hi ha un 70%
d’enzim en qué el nucleofil esta en forma acideekenas de I'enzim salvatgeKp =
5.36), pero en el cas del mutant Y152K{p 5.06) aquesta proporcié es redueix a un
53%. Ara bé, per al mutant Y152A, la comparacidestdgs constants d’inhibicié a pH
3.0iapH 7.2, amb un 99% de nucleofil en formaac basica, respectivament, si que
permet valorar directament I'efecte de la sevagmatié en la unié de l'inhibidor. La
AAGynis associada a aquesta disminucié de pH és de 3l4nkta Aquest valor és
compatible amb el fet que un pont d’hidrogen pdedienir un acceptor carregat a tenir-
ne un de neutre, i per tant, el canvi d’energi@a@as al canvi de pH podria atribuir-se
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al canvi de protonacio del residu que actua comckenfil, i confirma la importancia
d’aquesta interaccio en el complex enzim-inhibiger, al mutant Y152A.

AANG =0.1+0.1 ANG =-1.8+0.1
Y152F (pH 7.2}4 wt (pH 7.2) > | Y152A (pH 7.2)]

K, =2.86+0.08 Ki=27+04 K;=0.125+0.0

Inh. competitiva AAG = 0.6 + 0.1 Inh.competitiva Ay~ — 591+ 009 Nh- competitiva
wt (pH 5.0) Y152A (pH 5.0))
Ki=74%0.6 K;=0.57 £0.04
Inh. competitiva Inh. competitiva

:

wt (pH 4.0) AAG =2.51 +0.09

En funcié de la [S]:
- Inh. acompetitiva
- sense inhibicié

Y

Y152A (pH 3.0)|

Ka=70+30 Ki=37+3
Activacié Inh. competitiva

Figura 4.22. Diagrama resum dels resultats obtinguts en elsdissd’inhibiciéo de I'enzim
salvatge i els mutants Y152F i Y152A de la 1,3/4-glucanasa d8acillus licheniformisa 30

°C fent servir el substrat G4G3G-MU i I'inhibido®G3G. Les reaccions es realitzen en tampo
6.5 mM citrat, 87 mM fosfat, 0.1 mM CagCll = 0.2 M. LesK, (Ka) s’expressen en
mM i les AAG s’expressen en kcal-riol AAGuig enzim = -R-T-IN[V/K| muanfKi, wil,
AAGyig, p= -R-T-IN[1/K; pn/K,, pr 7.9]-

4.6.6. Resum dels resultats d’'unié obtinguts ambdhzim salvatge i els mutants
Y152A 1 Y152F de la 1,3-1,4-glucanasa deBacillus licheniformis amb I'inhibidor
G4G3G i els substrats G4G3G-MU g-gluca d’ordi

A les figures 4.23 i 4.25 es mostren unes estrastyarcials dels tres referents
estructurals que s’han fet servir en el presenbatte ja sigui per al disseny
d’experiencies, ja sigui per a la interpretaciésdekultats obtinguts. A la figura 4.23 es
presenta una part del complex de la 1,3ftgldcanasa déacillus maceransamb
I'hexasacarid G4G4G3G4G4G [187]. L'estructura ofptiia en aquest modelatge, que
va ser la que es va fer servir en el plantejam&guest treball, situa I’hexasacarid al
centre actiu de I'enzim ocupant tots els subsati®) totes les unitats de glucopiranosa
en conformacidC,. Segons aquesta estructura I'hidroxil de la tivasi52 interacciona
amb I'hidroxil a C2 de la unitat de piranosa ddbseti -1 i amb I'hidroxil a C3 de la
piranosa que ocupa el subseti +1, mentre que ¢hrght 134 esta massa lluny per
interaccionar amb I'hidroxil a C2.
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Figura 4.23. Estructura parcial dels subsetis —1 i +1 correspba un modelatge molecular de
I'hexasacarid G4G4G3G4G4G al centre actiu de lal4$-glucanasa d8acillus macerans
S’observen les interaccions per pont d’hidrogen egtableix la tirosina 121 amb el substrat, i
que el glutamat 103 esta massa lluny per exercr interaccié per pont d’hidrogen amb
I'hidroxil a C2 de la unitat de piranosa que ocapaubseti —1. La tirosina 121 i el glutamat 103
de lag-glucanasa dBacillus macerangs corresponen amb la tirosina 152 i el glutarBdtde

la f-glucanasa dBacillus licheniformis

Els resultats cinetics obtinguts demostren quatkraccié amb I'hidroxil a C2 no es
dona, i obliguen a descartar aquest modelatge parirerpretacié posterior de les
dades. A la figura 4.24 es presenta l'estructutantedelatge molecular del substrat
G4G4G3G-MU al centre actiu de la 1,3-B4ucanasa deBacillus licheniformis
[150], en qué la unitat de glucopiranosa que o@lsabseti —1 adopta una conformacié
distorsionadaSs.

Figura 4.24. Estructura del modelatge molecular d’'un complexdalé,3-1,45-glucanasa de
Bacillus licheniformisamb el substrat G4G4G3G-MU. En aquest modelatgenitgat de
piranosa que ocupa el subseti —1 adopta una coafidntle nau torcadasKew-boat'S;, i
I'hidroxil a C2 interacciona per pont d’hidrogen lael Glu134.
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En aquesta estructura s’observa que la distandra €hidroxil de la tirosina 152 i
I'hidroxil a C2 és de 5.94 A, i la distancia entirguest mateix hidroxil i el nucleofil és
de 2.71 A (figura 4.25, esquerra). De manera quorse aquesta estructura no
s’estableix una interaccié per pont d’hidrogen entnidroxil a C2 i la tirosina 152,
perd0 aquesta interaccid si que s’estableix amkesidu que actua com a nucleofil.
Aquesta és l'estructura que s’ha pres com a refexade I'estructura del complex de
Michaelis. Finalment, a l'estructura de la dretaladigura 4.25 es mostra una visio
parcial del centre actiu de I'estructura cristglrédica del complex enzim-producte per
al mutant Glu103GIn de la 1,3-1/4glucanasa d8acillus maceran$149]. En aquest
complex s’ha observat que el tetrasacarid G4G4GBReix al centre actiu entre els
subsetis -1 i —4, amb totes les unitats de piraraseonformacié de cadira relaxada
“C.. En aquest cas s'observa que la distancia erftigrdxil a C2 del subseti -1 i el
nucleofil és de 2.79 A, distancia adequada peraini@raccié per pont d’hidrogen, i
que la tirosina corresponent a la 152 es trob@h A.del mateix hidroxil, massa lluny
perque es pugui establir una interaccié per pdmntidbgen entre ells.

-1 +1

-
ey
.
.
PR
ey
.
.
.
e

Glu134 Tyr152 GIn103 Tyr121

Figura 4.25.Estructures parcials corresponents als subseitisl-Hel modelatge molecular del
complex G4G3G-MWs-glucanasa d8acillus licheniformis(esquerra) [150], i al subseti -1 en
el complex G4G4G3@-glucanasa deBacillus macerangdreta) [149]. En els dos casos
s’indiquen les distancies entre I'hidroxil a C2 HigJand i I'hidroxil de la Tyr152 (o Tyrl21 en

la nomenclatura deBacillus maceransi el carboxilat del Glul34 (o Glul03GIn en la
nomenclatura dBacillus macerans

A I'hora d'interpretar conjuntament els diferenésultats d’'unié amb els dos substrats i
I'inhibidor s’observen certes discrepancies. Enebalsplantejament inicial, segons el
qual els estudis d’inhibicio6 amb el G4G3G permetrabtenir informacio sobre les
interaccions enzim-substrat per la banda no-redactel mateix, els resultats &g |
deK, dels tres enzims haurien de seguir la mateixaetasid. A la taula 4.12 es presenta
un resum dels resultats obtinguts per a aquestsmgdires a 30 °C i pH 7.2. Es
comprova que en el cas del mutant Y152A, i en ehddant Y152F amb el substrat
G4G3G-MU, la tendéencia observada respecte de tersalvatge per a aqguests dos
parametresKy i K|) és ben diferent.
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Taula 4.12. Constants de dissociacié dels complexos de Mighdedel complex amb
l'inhibidor G4G3G per a I'enzim salvatge i els mut® Y152A i Y152F de la 1,3-14
glucanasa d8acillus licheniformisLes reaccions es realitzen en tamp6 6.5 mM ci&amM
fosfat, 0.1 mM CagG| (I = 0.2 M en els estudis d’inhibicid), pH 7.3@°C.

Enzim Ky (G4G3G-MU) /mM Ky (8-glucd) / mg-mL* Ki/ mM

wit 0.92+ 0.03 0.5+0.1 2704
Y152F 0.18+ 0.01 0.47 +£0.04 2.86 £0.08
Y152A 1.03+ 0.03 0.39 £ 0.03 0.125 + 0.003

L’explicacié podria trobar-se en I'estructura diéilgands. D’'una banda I'inhibidor no té
aglicona, de manera que es perden les interacqioms’estableixen amb el substrat en
el/s subseti/s +1 i +2. En aquest sentit, s’haeth fpresent la interaccidé d’apilament
hidrofobic entre la fenilalanina 152 i el residurdétilumbel-liferil que possiblement es
déna en el mutant Y152F, i que fa disminuiKla per a aquest substrat unes 5 vegades
respecte de la de I'enzim salvatge. Ara bé, aquesfdicacié per si sola queda
incompleta en el cas del mutant Y152A que, amb Kipasimilar a la de I'enzim
salvatge per als dos substrats assajats, semblaajeserceix interaccions de valor
afegit sobre les que es donen amb I'enzim salvenigels subsetis reductors, i tot i aixi,
presenta und, per al G4G3G molt inferior a la de I'enzim sahatdel segon tret
estructural digne d’esment té a veure amb lesdatifsrconformacions adoptades pels
dos lligands al centre actiu de I'enzim, que s’'ltanegut recentment en el grup. A
través d’'uns estudis de simulacions de dinamicacomtdr de la conformacié que
adopta el sucre dins del centre actiu de I'enzimpegposa que la unitat de
glucopiranosa que ocupa el subseti -1 en el compleim-substrat presenta una
conformacié de nau torcadskéw-boat'S; [150], que dista molt de la conformacié de
cadira’C, adoptada pel producte de reaccid en el complexre@4G4G3G [149].
Aquests resultats guarden coherencia amb els @isarm altres complexos glicosidasa-
ligand on no s’observa distorsi6 de la piranos& aqupa el subseti —1 en els
complexos amb el producte de reaccio, mentre quet eomplex de Michaelis (en qué
I'aglicona se situa en els subsetis que uneixdratala reductora del sucre) s’observa
distorsié d’aquesta piranosa cap a una conforma@8§ similar a la de l'estat de
transicid. Aixi doncs, mentre que els estudis afrdubstrat, i més en concret el valor
de laKy, aporten informacio de les interaccions que ddsiteen amb I'estructura
distorsionada, els estudis amb l'inhibidor s’hamt@rpretar com les interaccions que
exerceix la 1,3-1,4-glucanasa amb el producte de reaccio. A més, senunt el
posicionament fi del lligand en el centre actiul'@azim difereix una mica entre el
substrat i el producte, i que en aquest posicionataepresencia de I'aglicona juga un
paper important. En el complex amb el producteedeaié sembla que tot el sucre esta
una mica desplacat cap a I'extrem no-reductor, reemiie la preséncia de l'aglicona
sembla ancorar millor el substrat per la bandaateda posicionant-lo per a la hidrolisi.
Aquest desplacament cap a I'extrem no reductompdsducte de reaccio respecte del
substrat s’ha vist en altres complexos glicosidégand [76, 383] donant a entendre
que no hi ha cap rad perqué les interaccions quewsn amb el producte de reaccio
siguin exactament les mateixes que s’estableixdnelraubstrat. Per tant els arguments
que justifiquen que les interaccions observadeteeservir com a lligand el G4G3G
siguin diferents de les observades amb els subst@i tres: I'existéncia/absencia
d’interaccions en els subsetis positius de I'enzandiferent conformacio de la piranosa
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que ocupa el subseti -1, i el desplagcament enstipaament del producte de reaccio
respecte del del substrat.

Aixi doncs, el conjunt de resultats cinétics ohtitsgpermeten avaluar la influencia de la
tirosina 152 en tres moments diferents de la régtaules 4.13 i 4.14). Els valors de les
Kw i kea/Km Obtingudes en les cinétiques apigluca i amb el substrat G4G3G-MU
donen informacié sobre la influencia d’aquest nesa el complex de Michaelis i en
I'estat de transicio, respectivament. | K§sobtingudes en preséncia de G4G3G aporten
informacié sobre el complex enzim-producte. Es iptssque les interaccions amb
I'inhibidor també aportin informacié sobre l'inteedi de reaccid, ja que si la 1,3-14-
glucanasa es comporta com altres glicosidases ®mjue el substrat adopta una
conformacié'S; en el complex de Michaelis, la conformacié entéimedi seria déC;.

Tot i aixi, com a l'intermedi la glucopiranosa qoeupa el subseti —1 es troba unida
covalentment al nucleofil, segurament es troba ldeada cap a les posicions de
I'extrem reductor respecte de I'estructura del clexgnzim-producte.

L’avaluacié de la interaccio directa de la tirositg2 amb el lligand s’estudia a traves
dels resultats obtinguts fent servir el mutant YA,5h que s’elimina el grup hidroxil de
la tirosina. Els resultats indiquen que els efestas practicament nuls en la unié del
producte de reaccio i del substrat, en el casmdeef®ir elf-gluca d’ordi, mentre que la
unié del substrat millora substanciosament en pmgede G4G3G-MU. Aquests
resultats sén coherents amb I'estructura del coxguieb el producte de reaccio, en qué
no s’'observa una interaccié directa de la Tyrl5d ahlligand, i deixen clar que
I'estructura del complex enzim-hexasacarid, en basequal s’esperaria un augment de
Km per péerdua d’interaccié per pont d’hidrogen entnédroxil a C2 i C3 de les
glucopiranoses que ocupen els subsetis —1 i +pectsament, i I'hidroxil de la
tirosina 152, no és representativa del complex dehdklis. Pel que fa a la diferent
afinitat per substrat que presenta el mutant Ylé&kers eff-gluca i el G4G3G-MU, ja
s’ha comentat amb anterioritat que I'augment ecaehcter hidrofobic de I'aglicona en
aquest darrer substrat comporta una interaccidldmpnt hidrofobic més forta amb la
fenilalanina 152. Aquesta diferent interaccio geedéna amb la 4-metilumbel-liferona
pot ser la causant de la disminuci6 K, directament, i/o indirectament, ja que pot
comportar una major distorsié de la piranosa qugae| subseti —1 optimitzant les
interaccions amb diferents residus del centre aqtie no pas en el cas que el centre
actiu estigui ocupat nomeés per unitats de piranosa.

Pel que fa a I'estat de transicio I'eliminacié tedroxil de la tirosina 152 provoca una
lleugera desestabilitzaci6 quan es treballa apabluca (0.4 kcal-mdi) i una
estabilitzaci6 quan es treballa amb el G4G3G-MU.480kcal-mof). Aquesta
estabilitzacié molt possiblement és una conseqéeticecta de la millora en la unié del
complex de Michaelis, potser a través d’'una estraatlistorsionada més semblant a la
que adopta I'estat de transicié. En la reaccio ahfbgluca, és possible que en eliminar
el grup hidroxil es perdi alguna interaccié amluihdtat de glucopiranosa que ocupa el
subseti +1, que és on es troba situat aquest reNlés probable que es perdi una
interaccio indirecta en un altre subseti, ja quesaestructures dels diferents complexos
resolts, no s’observa que I'hidroxil de la tirosiestigui formant part d’'una xarxa de
ponts d’hidrogen amb altres residus.
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Taula 4.13.Parametres cinetics que fan referéncia a la wlifligand a I'enzim salvatge i als
mutants Y152A i Y152F de la 1,3-1#4glucanasa deéBacillus licheniformis en diferents
moments de la reacci6. Els paramelgs k../Kn sON els obtinguts en la reaccié dels enzims
amb elp-gluca d'ordi i el G4G3G-MU, mentre que el parareédr s’ha obtingut a partir dels
estudis d'inhibici6 amb el trisacarid G4G3G endewtiques amb el substrat sintétic G4G3G-
MU a pH 7.2.

Substratp-gluca d’ordi Substrat: G4G3G-MU
, it (KealKwm) / (KealKm) /
Enzim | Ky / mg-mL mL-(s-mg)1 K,/ mM Kuv / mM MMt
wt 05+0.1 1800 + 500 2.7+0.410.92+0.03 0.68+ 0.03
Y152F| 0.47 £0.04 1000 + 100 2.86 £ 0.0$0.18+ 0.01 1501
Y152A( 0.39 £0.03 150 £ 10 0.125 +£0.003.03+ 0.03  0.054t 0.002

Taula 4.14.Valors deAAG associats als parametres cinetics de la taula grénent com a
referencia els resultats de I'enzim salvatge de3dal,48-glucanasa dBacillus licheniformis

Substratp-gluca d’ordi Substrat: G4G3G-MU
AAC':‘unié i AAC':‘unié AAC':‘unié ¥
Enzim substrat / AAG /1 producte / substrat / AAG /1
1 kcal-mol 1 1 kcal-mol
kcal-mol kcal-mol kcal-mol
wt - - - - -
Y152F -0.1+0.2 0.4+0.2 0.1+0.1 -0.98 £ 0.05 -0.48+ 0.07
Y152A1 -0.2%0.2 1.5+0.2 -1.8+0.1 0.07+0.04 1.52+0.05

L’eliminacié de tot el grup fenol de l'estructudel residu 152, que s’avalua en el
mutant Y152A, comporta canvis meés significatiusb&ino afecta gaire la unioé de cap
dels dos substrats, desestabilitza I'estat deiti@namb unaAAG* de 1.5 kcal-mdl, i
estabilitza la unié del producte de reaccié enkt@-mol*. Encara que sembli que
aquests dos efectes vagin en sentit contrari, €@ casos la mutacidé implica una
disminucié de l'eficiencia catalitica de la 1,3-B4lucanasa; en un dels casos, per
desestabilitzacio directa de I'estat de transi@dadglicosidacio; i en l'altre cas, perque
una millor unié del producte és sinonim d'una pitgissociacié, de manera que el
mutant ha d’invertir més energia, que no pas l®nsalvatge, en l'alliberament del
producte de reaccio abans d’iniciar el nou cictaldc.

En aquest cas, sembla que I'eliminacio del grug tenla tirosina 152 afebleix, directa
o indirectament, alguna interaccioé que no és inambren el complex de Michaelis, pero
que passa a ser-ho en l'estat de transicio, i quaés important en el cas del mutant
Y152A (AAG* de 1.5 kcal-mdi) que no en el cas del mutant Y1520AG* de 0.4
kcal-molY). Aquesta interaccid pot tractar-se del pont dgen entre I'oxigen
carbonilic del nucleofil i I'hidroxil a C2 de la iiat de glucopiranosa del subseti —1. En
eliminar el grup fenil deixa d’establir-se la irdgeci6 d’apilament hidrofobic amb el
triptofan 132, i és possible que es tradueixi ea variacid en la posicio del nucleofil
respecte del substrat, que en definitiva siguialasant de la disminucié de I'eficieéncia
catalitica de I'enzim de 12 vegades respecte deihie salvatge. En aquesta disminucio
d’activitat segurament juguen un paper important fa posicié del Glul34 per tal
d’actuar com a nucleofil, com la seva possibleradeié amb I'hidroxil a C2.
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D’altra banda, a partir de la dependéncia d€ lamb la temperatura del mutant Y152A
es determina que la millora en la unié del prodyse part del mutant respecte de
I'enzim salvatge comporta un&AH de -2.7 kcal-mdl. Donat que el parameti,
avalua solament la unid, independentment de I'aiatienzimatica, es proposa que el
principal efecte de la mutacié Y152A en la uni6 piedducte de reaccio, €s una millora
de la interaccié per pont d’hidrogen que es donaeeal nucleofil i el glicosid.
Segurament, aquesta interaccié també es ddéna erniniesalvatge, i en el mutant
Y152A nomeés es produeix una millora en la geometiiisstancia interatomica del pont
d’hidrogen.

Respecte de la conformacié adoptada pel lligarmkalre actiu, sembla que el mutant
Y152A estabilitzi preferentment la unié de la caniacié de cadira relaxada amb una
AAGynis de —1.8 kcal-mdi, mentre que el mutant Y152F, en el que pren rafiela la
interaccio hidrofobica en el subseti +1, s’afavorks unié d’'una unitat de piranosa
distorsionada amb un®AG,¢ de —0.98 kcal-mdl respecte de I'enzim salvatge en el
cas de substrats amb aglicones aromatiques.

4.7. Avaluacio de la interaccié que s’exerceix amkhidroxil a C2 a la
1,3-1,4p-glucanasa de Bacillus licheniformis per modificacio del
Substrat

Una altra manera d’estudiar la interaccio que ahdetx amb I'hidroxil a C2 es basa en
determinar els canvis que es produeixen en elinagaest hidroxil de I'estructura del
substrat. En aquesta aproximacio no es produeiggacions en I'estructura del centre
actiu i es pot avaluar la importancia d’aquestaratcié directament en I'enzim
salvatge. Si bé no es disposa de l'estructuraatiisgrafica d’'un compleg-glucanasa-
substrat, el modelatge molecular del complex ansule$trat G4G4G3G-MU [150] i els
resultats obtinguts amb els mutants de la tiro&®b2 indiquen que I'4nic residu que
estaria fent pont d’hidrogen amb I'hidroxil a C2@gesidu que fa de nucledfil, i per
tant, els canvis que es produeixin com a resuétdtetiminacié de I'hidroxil a C2 estan
directament associats a la pérdua d’'aquesta iwciéraces cinetiques de la 1,3-144-
glucanasa es duen a terme amb els substrats G4GABBGE G4G4G3(2dG)-4NP, que
només difereixen per la substitucié per un atonidddgen del grup hidroxil que ocupa
la posicido C2 en la unitat de glucopiranosa quéesis I'enllag a escindir. S’inclouen
també en I'estudi els dos mutants en la posici6, pg? tal d’aprofundir en I'efecte
exercit per aquest residu. Tot i que la hidrolispantania dels 2-desoxiglicosids és
superior a la dels glicosids analegs, i en comeetal G4G4G3(2dG)-4NP la velocitat
d’hidrolisi espontania determinada és de 3.7810‘8-[8] en M-§" a les condicions
emprades en els experiments, s’ha treballat a ur@scentracions d’enzim
suficientment elevades com perque la hidrolisi etjpua del substrat es pugui
considerar menyspreable. A la figura 4.26 es ptegeels resultats de les cinétiques
dels tres enzims amb els dos substrats diferen¢s, mostra I'ajust del model de
Michaelis-Menten amb o sense inhibici0 acompetitper substrat als resultats
obtinguts.

139



Interaccions amb I'hidroxil a C2

0.7 -
0.6
0.5-
0.4
0.3
0.2
0.1
0.0+

v /iwt], / s™

0

1

2

3

4

5

[G4G4G3G-pNP] / mM

6

0.18
0.15-
0.12
0.09
0.06 -
0.03

v /[Y152F], /s”

0.00+

0.0 05 1.0

15 2.0 25 3.0
[G4GA4G3G-pNP] / mM

0.05+
0.04+
0.03
0.02+

v /[Y152A], /s”

0.01
0.00+

0

1

2

[G4G4G3G-pNP] / mM

3

4

5

6

7

8

9

v /lwt], /s’

Kl
v/[Y152F] /s

v /[Y152A], /s’

3.0
2.5
2.0-
1.5-
1.0
0.5
0.0

T T T T T

0o 1 2 3 4 5

[G4G4G3(2dG)-pNP] / mM

1.4
1.2
1.0
0.8
0.6
0.4
0.2
0.0

1 2 3 4
[G4G4G3(2dG)-pNP] / mM

o
o

0.8-

0.6-

0.4-

0.2-

0.0

1 2 3 4
[G4G4G3(2dG)-pNP] / mM

o

Figura 4.26. Cinétigues de I'enzim salvatge i els mutants Y152FL52A de la 1,3-1,4
glucanasa dBacillus licheniformisamb els substrats G4G4G3G-4NP i G4G4G3(2dG)-4NP, e
tampo 6.5 mM citrat, 87 mM fosfat, 0.1 mM Ca@H 7.2, a 30 °C. En el grafic es representa
la W/[E]o respecte de la [S]. En cada grafic es mostradtajiel model de Michaelis-Menten
amb o sense inhibicié acompetitiva per substratregultats obtinguts.
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Taules 4.15. i 4.16Parametres cinétics obtinguts en les cinétiguebedeim salvatge i els
mutants Y152F i Y152A de la 1,3-1Aglucanasa d8acillus licheniformisamb els substrats
G4G4G3G-4ANP i G4G4G3(2dG)-4NP en tamp6 6.5 mM itBY mM fosfat, 0.1 mM
CaCh, pH 7.2, a 30 °C. A la taula 4.16 s’inclou M\G,,s que avalua la importancia
de la interacci6 amb [I'hidroxil a C2 en la formacidel complex de Michaelis.

AAGunié = -R-T:In (1/KM 2—desoxianale/gJ<M, substrat completament hidroxagt

Substrat: G4G4G3G-4NP Substrat: G4G4G3(2dG)-4NP
Enzim Keat/ S* (kealKnm) I SEmM?] keat/ 87 (keadKn) 1 st-mM?
wt 0.726 + 0.003 7.7+0.2 3.01 +0.02 11.5+0.3
Y152F 0.1709 + 0.0005 11.0+0.2 1.70 + 0.05 19 +2
Y152A 0.0434 +0.0005 0.23+0.01 1.15 + 0.04 1.69 + 0.09

Enzim Ku(G4G4G3G-4NP/ mM Ky (G4G4G3(2dG)-4NP/ MM AAGynis / kcal-mott

wt 0.094 + 0.002 0.261 + 0.006 0.62 +0.03
Y152F 0.0155 + 0.0003 0.088 + 0.008 1.05 +0.07
Y152A 0.186 + 0.009 0.68 +0.04 0.78 +0.06

Per a I'enzim salvatge I'eliminacié de I'hidroxilG2 implica un augment d€y, que es
concreta en UNAAGis per a la formaci6 del complex de Michaelis de ké&l-mol".
Aquesta millora de la uni6 del substrat completamigidroxilat respecte del 2-
desoxianaleg és bastant inferior a I'energia aagaca un pont d’hidrogen amb un
acceptor carregat, tot i aixi, s’ha observat camcument ens-glicosidases que la
interaccié a C2 no és gaire important en el compiMichaelis i que s’optimitza en
I'estat de transicid. Hi ha diferents explicacigussibles per a aquest valor en el cas de
la 1,3-1,4p-glucanasa:

- El pont d’hidrogen que s’estableix entre I'hiditoa C2 i el nucledfil no és una
interaccié que estigui optimitzada en I'estat foeatal, ni a nivell d’orientacié ni de
distancia. En aquest sentit és possible que etiposiment del nucleofil vingui més
marcat pel seu paper en catalisi, que no pas peests interaccio, que estableix
addicionalment. A més, és bo recordar que la KF-plucanasa deBacillus
licheniformis és una endosacaridasa amb un centre actiu estesp ccal que la
interaccié entre el nucleofil i I'hidroxil a C2 prgui un paper rellevant, ja que hi ha
diversos subsetis que poden jugar un paper ealbilistacio del complex de Michaelis.

- Una altra opci6 és que en el cas del desoxiartleg Ky no sigui representativa del
complex de dissociacié enzim-substrat. Aquestailpitisst només es planteja en el cas
del desoxiglicosid, ja que se sap que en el cassiiistrats completament hidroxilats la
glicosidacio és l'etapa determinant de la velocdat reaccié (veure el capitol 6).
L’eliminacio de I'hidroxil a C2 estabilitza elecstaticament els estats de transicio tant
de l'etapa de glicosidaci6 com de la de desgliGusd i potser en el cas del
desoxianaleg la desglicosidacié passi a ser limignla velocitat de reaccié. D’altra
banda, en diversos casos s’ha demostrat que kefbxtla deshidroxilacio a C2, per
perdua d’'una interaccié important amb lI'enzim, t&femés severament l'etapa de
desglicosidacié que no pas la de glicosidacio [B®9, 310], arribant inclis a fer que
aquesta passi a ser determinant de la velocitatedecio amb substrats en que la
glicosidaci6 és l'etapa determinant de la velocitle reacci6 per a l'analeg
completament hidroxilat [309, 310]. Com ja s’ha leegi en comparar leKy dels
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mutants de la tirosina 152, una desglicosidaciddint comporta una disminucio de la
Km que no té res a veure amb la dissociacio del argrhzim-substrat. En aquest cas,
com laKqy del 2-desoxiglicosidb8 seria superior a 1Ky, en comparar leKy s’estaria
infravalorant la forca de la interaccié amb I'higifca C2. Aquesta possibilitat podria
abordar-se realitzant una analisi de Hammett de3d,4$-glucanasa amb una familia
de 2-desoxiglicosids.

- Finalment, i en base a uns resultats de moderatijecular realitzats recentment, cal
considerar que la conformacio que adoptin els dbstgats al centre actiu de 'enzim no
sigui la mateixa. En modelar un substrat completdarhigroxilat al centre actiu de ja
glucanasa s’ha comprovat que la conformacié adappe la unitat de piranosa que
ocupa el subseti —1 és una conformacié distorsidadS;, mentre que la conformacié
adoptada en el mateix subseti per a una 2-descowigitanosa, en fer servir per al
modelatge el substrat G4G4G3(2dG)-MU, és®ie(figura 4.27) [384]. Acceptant que
aquestes siguin les conformacions adoptades enceafisplexos de Michaelis
respectivament, els resultats de les cinétiguessnpoden avaluar només en base a la
pérdua d’'una interaccio per pont d’hidrogen, ja,dgliena banda, les interaccions que
s’estableixen en el subseti —1 amb les dues corfuaons, i les que com a consequéncia
es donin en els subsetis adjacents, poden seremli$eri d’altra banda, el cami
conformacional seguit pels dos substrats al ll@rtadeaccié també podria ser diferent.

Figura 4.27. Estructura del modelatge molecular d’'un compleXdadé,3-1,48-glucanasa de
Bacillus licheniformisamb el substrat G4G4G3(2dG)-MU [384]. En aquedietatige la unitat

de piranosa que ocupa el subseti —1 adopta unarcomtio de nau torcadss, i el glutamat
134 adopta una conformacio clarament diferent aéoptada en el modelatge amb el substrat
completament hidroxilat.

El resultat més sorprenent no és I'efecte queetérinacio de I'hidroxil en la unio del
substrat, sind el seu efecte en catalisi (taul@s #4.4.17). Amb tots els antecedents
bibliografics amb els s’ha arribat a postular denf@ generica, que a Igsglicosidases
gue actuen amb retencié de configuracio, la intédbaamb I'hidroxil a C2 aporta la
major part de I'energia requerida per a la cat&isiimatica, el que sobta és que a la
1,3-1,4p-glucanasa déacillus licheniformisla catalisi millori en abséencia d’aquest
hidroxil, amb una 4 vegades superior per a la hidrolisi del 2-desogileg. LaAAG
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associada a I'eliminacioé de I'hidroxil, lluny desl&-10 kcal-mét descrita per a altregs
glicosidases, és de —0.24 kcal-thol

Taula 4.17.AAG* associada a la substitucié per un atom d’hidraggetihidroxil a C2 de la
unitat de glucopiranosa que ocupa el subseti {lag&enzim salvatge i els mutants Y152F i
Y152A de la 1,3-1,4-glucanasa ddacillus licheniformis Cinétiques realitzades amb els
substrats G4G4G3G-4NP i G4G4G3(2dG)-4NP en tanfpén®] citrat, 87 mM fosfat, 0.1 mM
Caclz. DH 7-2: a 30 OmAG¢ = -R-T:In (kcallKM, 2»desoxianéle}:/(kca{KM, substrat completament hidroxD;t-

Enzim AAG'/ kcal-mot*

wt -0.24 + 0.03
Y152F -0.33 £ 0.07
Y152A -1.20 + 0.06

Aquests resultats s’han d’interpretar estant okeertisies possibilitats diferents. L'una,
gue en abséncia d’aquest hidroxil el mecanismeitssigui basicament el mateix que
en els substrats completament hidroxilats (matesteuctura de I'estat de transicio); i
I'altre, que la conformacié de I'estat de transisiqui diferent en els dos casos, com
podrien indicar els estudis recents de modelatgecular [384]. En el primer dels
casos els resultats indiquen que a la 1,384gfiticanasa aquesta interaccié no és gaire
important, i que el pes de I'efecte electrostagdal substitucié del grup hidroxil a C2
per un atom d’hidrogen en l'estabilitzacié de lstle transicidé, que en la hidrolisi
espontania de glicosids s’ha postulat que és daparlament 3.1 kcal-midl[326], és
superior a I'efecte de la interaccio a C2. Aixi doarsembla que a la 1,3-144lucanasa
deBacillus licheniformisel glutamat 134 no juga el paper dual que exeremxicleofil

en d'altresp-glicosidases que actuen amb retencié de configyrpdoritzant en gran
mesura el seu paper de residu essencial en catsdisie el paper de principal
estabilitzador de I'estructura de I'estat de traidsiEn el segon dels casos, si es parteix
d’'un complex de Michaelis amb una conformacio @iferi es passa a través d’'un estat
de transici6 amb una conformacié també difererst,resultats obtinguts amb aquest
tipus d’experiment no son els idonis per tal d’aaalla importancia de la interaccio
amb I'hidroxil a C2. Tot i aixi, el fet que la p&ald’'un Unic hidroxil provoqui un canvi
de mecanisme estaria indicant que es tracta dhteaaccid clau en el mecanisme de
I'enzim salvatge. Aquesta ambigulitat es podrialdrecsi es disposés de les estructures
cristal-lografiques de la 1,3-14glucanasa en complex de Michaelis amb cadascun
dels dos substrats, per tal de comprovar si leaagtes observades en els modelatges
son les estructures que es donen realment, i deskesctures dels complexos dels
intermedis de reaccid, de manera que es pugui riar predicci6 de quina és la
conformacio adoptada per I'estat de transicio elacas.

Per als mutants de la tirosina 152, I'efecte daelshidroxilacio segueix el mateix sentit
que en el cas de I'enzim salvatge. Es a dir, |& wial substrat empitjora degut a la
deshidroxilacio, pero l&.q millora; com I'efecte erk.s: supera I'efecte eKy, en tots
els casos millora I'eficiéncia catalitica de I'emziEn la formacié del complex de
Michaelis es continua observant el fet que la udidliigosacarids amb aglicones
aromatiques en el centre actiu del mutant Y152& afstvorida, tot i que en el cas del 2-
desoxianaleg aquesta millora no és tant importantes 4.16 i 4.18). De fet, aquest és
el mutant en el que es nota meés l'efecte de laidiestilacié en la formacié del
complex de Michaelis amb unaAG de 1.05 kcal-mdl Ja s’ha proposat amb
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anterioritat que la millora en la uni6é que es dénaaquest mutant podria estar causada
per la unié d’'una conformacid6 més semblant a lal'dstat de transici6 en que
s’optimitzen les interaccions enzim-substrat. Silmeent 'analeg 2-desoxi s’uneix a
I'enzim amb una conformacio diferent a la del stdistompletament hidroxilat, tindria
sentit que aquest sigui el mutant en el que esfapalés aquest canvi de conformacio.

Taula 4.18. Valors deAAG associats a l'etapa d'unio de substradG,,s) | a I'estat de
transici6 AAG") per a la hidrolisi dels substrats G4G4G3G-4NRGBG3(2dG)-4NP amb els
mutants Y152F i Y152A, prenent com a referénciaressiltats de I'enzim salvatge de la 1,3-
1,48-glucanasa d®acillus licheniformis Cinétiques realitzades en tampé 6.5 mM citrat, 87
mM fosfat, 0.1 mM CaG| pH 7.2, a 30 °CAAG' = -R-T:In [Keal Kn, mud/(Keal Km, wi)l-
AAGunié =-R-T:In [1/(<M mullKM, Wt)]

Substrat: G4G4G3G-4NP Substrat: G4G4G3(2dG)-4ANP

Enzim [ AAGynis/ kcal-molt AAG* / kcal-mott | AAGynis / kcal-molt AAG* /kcal-mol*

Y152F| -1.09 +0.02 -0.21 +0.03 -0.65 + 0.07 -0.30 + 0.08
Y152A|  0.41+0.04 2.11 +0.04 0.58 + 0.05 1.16 + 0.05

El fet que l'estabilitzaci6 de l'estat de transiditduida per l'eliminacié del grup
hidroxil a C2 sigui més important en el cas dels dwtants, que no pas per a I'enzim
salvatge, amb un efecte especialment important|emueéant Y152A (taula 4.17),
indiquen, d’'una banda, que no es tracta nomeés dfaote causat per la diferencia
d’electronegativitat entre els substituents a @2jye en aquest cas els resultats serien
similars, i d’altra banda, que encara que aquesbgirta no estigui interaccionant
directament amb I'hidroxil a C2, la seva mutacidnporta un canvi significatiu en
I'entorn del residu que interacciona amb aquesiolif el nucleofil. Només en el cas
gue no hi hagi canvi de mecanisme com a consedidrdieliminacié de I'hidroxil, la
AAG* associada a aquesta deshidroxilacié permetriaiaveirectament la importancia
de la interaccié per pont d’hidrogen amb el nudlagiftre els tres enzims, considerant
que la contribuci6 electronica associada a I'elamia de I'hidroxil a C2 és similar per
als tres enzims. En aquest suposit, es comprogaeaquesta interaccié es va enfortint
per efecte de les mutacions ambG* associades de —0.24, -0.33 i —1.20 kcal’mpér

a I'enzim salvatge, el mutant Y152F i el mutant A5respectivament.

Per als dos substrats, la mutacié Y152A comporta pgrdua d’eficiencia catalitica
molt important, amb unaAG* de 2.11 kcal-mdi per al GAGAG3G-4NP, i de 1.16
kcal-mol* per al seu 2-desoxianaleg (taula 4.18). Aquestai@eAAG* permet avaluar
directament la importancia del correcte posicionandel nucleofil, ja que en fer servir
com a substrat el 2-desoxiglico€ifl s’elimina per complet la influencia en els redslta
del pont d’hidrogen a C2. Aixi doncs, aquesta debéizacié de 1.16 kcal-molper al
mutant Y152A (taula 4.18) és consequencia direetapdsicionament incorrecte del
nucleofil per a la catalisi. Consequientment, sea@ona canvi de mecanisme en funcio
del substrat, 'empitjorament de la catalisi ennaitant Y152A fent servir com a
substrat el G4G4G3G-4NP estaria causat principdlmpen dos efectes additius, la
pérdua d’interaccions del nucleofil amb altresdesidel centre actiu que ajuden al seu
correcte posicionament, i I'enfortiment d’'una i@esio amb I'hidroxil a C2 que
dificulta el seu paper en la catalisi.
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4.8. Conclusions

» A la 1,3-1,48-glucanasa d@acillus licheniformisel Glul34 és I'Gnic residu que
interacciona amb l'hidroxil a C2 de la unitat deaposa que ocupa el subseti -1 en el
complex enzim-substrat.

» El trisacarid G4G3G mostra un comportament diferm funcié del pH en les
cinétiques d’hidrolisi del substrat G4G3G-MU ambnkim salvatge de la 1,3-1/4-
glucanasa dBacillus licheniformisque porta a postular un mecanisme en qué es donen
conjuntament els fenomens d’inhibici6 competitivaagtivaci6 no essencial. La
importancia relativa dels dos comportaments depeh piH de treball, veient-se
afavorida la inhibicié competitiva a pH 5 i supesio I'activacio no essencial a pH 3. A

pH 4 s’observa un comportament mixt que depén denaentracio de substrat.

» Donat que amb els tres enzims estudiats (wt, YI5Z2E52A) la hidrolisi del 2-
desoxiglicosid68 és més rapida que la del seu analeg completanigmixitat 24,
s’arriba a la conclusié que, si la reaccié d’higriotlel compos68 segueix el mateix
mecanisme que la dels substrats completament lili@isxla interaccid per pont
d’hidrogen entre l'hidroxil a C2 del substrat i elcleofii no és una interaccid
important.

» ElI mutant Y152F estabilitza especialment la un& slibstrats amb aglicones
aromatiques de manera que aquesta estabilitzacita emotar també en l'estat de
transicid. Es proposa que aquest mutant uneix &j@edstrats en una conformacio
distorsionada més propera a la conformacié deafef# transicio que no pas I'enzim
salvatge.

» La mutacié Y152A comporta el trencament d’'una &atlinteraccions que posiciona
el Glul34 per a la catalisi, i provoca un enfortinée la interaccié per pont d’hidrogen
entre el nucleofil i I'hidroxil a C2 del substraCom a conseqiéncia la velocitat
d’hidrolisi dels substrats disminueix de forma #igativa.

» La conclusio conjunta dels resultats d’'unié pealaacio dels parametrd§, i K|
semblen indicar que el mutant Y152A presenta mafimitat per un Illigand amb una
conformacié de cadir&C; que no amb una conformacié distorsion&&a

4.9. Consideracions mecanistiques addicionals. Segobranca en el
mecanisme catalitic

Com a apunt final del capitol es vol remarcar uméee lliga amb els resultats obtinguts
en altres capitols de la present tesi. Per a larmaafle les cinetiques realitzades en
I'estudi del paper que juga la interaccio amb Fbidl a C2, el model de Michaelis-

Menten amb o sense inhibici6 acompetitiva per sabst’ajusta bé a les dades.
Tanmateix hi ha una série de cinétiques realitzames el mutant Y152F i una altra

amb el mutant Y152A que, a concentracions de sathslevades, no es descriuen prou
correctament amb aquests models. A la figura 4s28a@stren les cinétiques del mutant
Y152F amb els substrats G4G3G-MU (en qué s’hansévir concentracions de

substrat exageradament elevades per tal de reftadlor I'efecte), G4G4G3G-MU i
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G4G4G3(2dG)-4NP, i la cinetica del mutant Y152A ashbubstrat G4G4G3G-4NP. El
model amb inhibicié acompetitiva prediu que a comtiaeions elevades d’inhibidor la
velocitat de reaccio tendeix a 0. Com a la 1,3ftgldcanasa, el mateix substrat fa
també d’inhibidor acompetitiu, a concentracions tnetévades de substrat la velocitat
de reaccio hauria de tendir a 0. Tot i que en iestiques realitzades no s’arriba a
concentracions de substrat prou elevades, el ggeesés pot veure és que la velocitat
no tendeix a 0, sinG que a les cinetiques amb ¢éamhY152F es tendeix a un valor
inferior a Vinax pero diferent de 0; mentre que amb el mutant Y1%2Aelocitat, a
concentracions elevades de substrat, supera,dJadé I'ajust del model de Michaelis-
Menten (en aquest darrer cas i amb la finalitat ltgfecte es vegi millor, el model de
Michaelis-Menten s’ha ajustat prenent només elslta@s a [S] < 2 mM). Aquestes
cinétiques s’han repetit, en alguns casos tambéaranla [E], i en tots els casos, les
tendéncies son les que es mostren en els grafics.
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Figura 4.28. Cinetiques de reaccié del mutant Y152F de la 434glucanasa d@acillus
licheniformisamb els substrats G4G3G-MU (a dalt, esquerra), 4&8&-MU (a dalt, dreta),
G4G4G3(2dG)-4NP (a baix, dreta) i del mutant Y158Ala 1,3-1,45-glucanasa d&acillus
licheniformisamb G4G4G3G-4NP (a baix, esquerra). Condicionsraxgntals: tampo6 6.5 mM
citrat, 87 mM fosfat, 0.1 mM CaglpH 7.2, a 30 °C. En les grafiques es represamg[E],
respecte de la [S], s’ajusten dos models diferatgtgesultats obtinguts, en linia continua es
presenta I'ajust del model de dues branques (figL28), i en linia puntejada I'ajust del model
de Michaelis-Menten amb inhibicié acompetitiva ércas del mutant Y152F, i del model de
Michaelis-Menten en el cas del mutant Y152A.
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A la figura 4.28 la linia puntejada correspon guka del model de Michaelis-Menten
amb o sense inhibici6 acompetitiva per substrafitraeque la linia continua mostra
I'ajust del model amb dues branques que es modadigura 4.29, en qué hi ha dues
especies actives, tant el complex binari ES, corooeiplex ternari amb una segona
molecula de substrat, que descriu millor els rassilbbtinguts.

K kca
fes===es g SHE £ )

ks Vo [S]z A
BKeat KS+[S]+KA

ES,—> E+P+S

Ka

Equacio 4.8.

Figura 4.29. Model amb dues branques, en qué hi ha dues esytiges, el complex binari
ES i un complex ternari amb dues moléecules de mtb&S. L'equacio 4.8 és I'equacio de
velocitat associada al model.

El fet que la velocitat final estigui per sobre er sota de la Wax N0 implica dos
mecanismes diferents, sind una combinacié de autssthiferent, de manera que no és
d’estranyar que un mecanisme unic sigui capac ttxpels diferents comportaments
observats, inclos el comportament michaelia, arsérse inhibicié acompetitiva. En els
estudis d’inhibicio per producte a diferents pHlald,3-1,48-glucanasa també s’ha fet
palesa la preséncia d’'una segona branca, que ctai@dormacié d’un compost ternari
amb activitat enzimatica. | les cinétiques de liengalvatge amb e¢d-gluca d’ordi, que
és un dels seus substrats naturals, també refleateiajust millor en el cas d'un
mecanisme ramificat, que no en el cas del mecarlssie de retencié de configuracio
(a la figura 4.30 la linia continua mostra I'ajdst mecanisme ramificat que es mostra a
la figura 4.29, mentre que la linia puntejada naok&just del model basic de retencio
de configuracio).

0 1 2 3 4 5 6
[#gluca] / mg-ml”

Figura 4.30. Cinetica d’hidrolisi depp-gluca d’ordi en preséncia de I'enzim salvatgealé,B-
1,48-glucanasa dBacillus licheniformis Condicions de reaccié: tamp6 fosfat 30 mM, 0.1 mM
CaCl, pH 7.2 30 °C. A la grafica en qué es represkntg[wt], enfront de la concentracio de
substrat. En linia continua es mostra I'ajust dedleh ramificat que es mostra a la figura 4.29, i
en linia discontinua es presenta I'ajust del meraaibasic de retencio de configuracié en dues
etapes, als resultats obtinguts.
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Totes aquestes evidencies, permeten suggerir getévitat enzimatica de la 1,3-14-
glucanasa deéacillus licheniformises descriu millor amb un mecanisme amb dues
branques actives, com el mecanisme de la figurg, €8 que la primera branca del
model, definida per les constaidg; i Ks, correspon al mecanisme general d’hidrolisi
enzimatica de glicosids en dues etapes; que no ambmodel de retencido de
configuracié basic en dues etapes.

El desenvolupament formal d’aquest mecanisme d#zeean els seguents capitols

relacionats amb estudis en estat preestacionaralisess de Hammett de la 1,3-154-
glucanasa dBacillus licheniformis
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Capitol 5. Estudis mecanistics mitjancant cinetique
enzimatiques en estat preestacionari

5.1. Cinétiques enzimatiques en estat preestaciomar

Les cinetiques enzimatiques en estat estacionamgien establir I'especificitat per
substrat de I'enzim en estudi i obtenir informagéneral sobre les condicions de
catalisi, aixi com la seva dependencia enfront dlerehts condicions externes al
sistema [347, 385], pero generalment no aportenrimcio detallada del mecanisme de
reacci6. Per tal d’obtenir informaci6 mecanistichas de dissenyar experiments
especifics (andlisis de Hammett, efectes isotomids¢ realitzar les cinétiques en estat
preestacionari. Les cinetiques en estat prees&@tiparmeten, en el millor dels casos,
detectar els diferents intermedis enzim-lligand egats durant un cicle catalitic i
determinar les constants de velocitat individual$ed diferents etapes [347, 386, 387].

La principal caracteristica de les cinetiques eatgseestacionari €s el marge de temps
estudiat, que va des dels pocs mil-lisegons als picuts. Amb aquest proposit en els
estudis en estat preestacionari es fan servirgeeside barreja enzim-substrat rapides,
com sobn les tecnigues de flux interromput (de llasgtopped-flow [388, 389] o
tecniques d’aturada rapida (de I'anglg@sench-floy;, en qué la velocitat maxima
mesurable esta limitada pel temps que s’empra grjhaels reactius i transportar-los
des de la cambra de barreja fins a la cel-la dxdét Aquest lapse de temps, anomenat
temps mort de I'aparell, generalment dura entre2lms. Aixo permet fixar un limit
superior de mesura de la velocitat de reacci6 khnodels 7008 per a constants de
velocitat de primer ordre, i per a reaccions desegdre o ordres superiors, encara pot
ser major en funcié de la concentracié dels resctkls enzims son molt bons
catalitzadors, amb valors dtg, en el marge de 1 a 167, tot i que en la majoria dels
casos son inferiors a 1000, sle manera que normalment I'aplicacié d’aqueststige
técniques és un bon recurs per a I'estudi del nigrenenzimatic.

Generalment el procés observat en estat preessaiciés un canvi de velocitat de
primer ordre que respon a la formacié d’'un nourmti enzim-lligand, i el curs de la
cinética sol prendre una forma exponencial, amb covestant de velocitat que és
independent de la concentracié d’enzim. La form#dgnetica de reaccio, aixi com la
dependencia de la constant de velocitat i I'amg@lde la fase d’acumulacio (de I'anglés
burs)) amb la concentracié d’enzim o substrat, son ilesseque s’empren per a I'estudi
del mecanisme.

Es important tenir present que un requeriment sacegue han d’acomplir els resultats
derivats de les cinétigues en estat preestaciofarique també expliquin el
comportament de I'enzim en estat estacionari. Dgades, quan el mecanisme és
complex no sempre es pot resoldre només a parts eeperiments en estat
preestacionari, i es fa necessaria I'analisi camjutels resultats obtinguts a partir de
diferents estudis cinétics, pero fins i tot en &igi€asos, els resultats permeten si no
construir tot el mecanisme, si descartar-ne algbihsas de la concanavalina A [390-
398] i el de la glucoamilasa [399-422] son dos gXesiclars, dins del mon de les
proteines que uneixen carbohidrats, de com enrpbaina ser de complexa la proposta
d’'un mecanisme que permeti explicar de manerafaeiiisia, ja sigui un mecanisme
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d’'unid proteina-ligand o un mecanisme enzimaticestudi dels mecanismes
d’aquestes dues proteines, que ha mobilitzat disegsups de treball i que ha generat
una gran quantitat de dades experimentals, egtractb detall a I'apéndix 1.

5.1.1. Uni6 proteina-carbohidrat

L’estudi del procés d’'unio proteina-carbohidratestat preestacionari sol realitzar-se
per seguiment dels canvis d’absorbancia a 280 nim msidus aromatics de les
proteines en unir el lligand; tot i aixi, en algurasos es fan servir les variacions
d’absorbancia o fluorescéncia d’'un lligand cromizforMalgrat la complexitat
observada en els casos de la Concanavalina Aa deitoamilasa, la determinacié del
mecanisme d’unié per a d’'altres glicosidases hat @s€s senzilla. Per exemple, el cas
de lap-glucosidasa d’ametlla [423], |&-galactosidasa &scherichia coli[314] i el
lisozim de clara d'ou [424, 425], que també reveteodels d’'uni6 amb més d’'una
etapa, es comprova que posteriorment a I'etapai@’mimolecular hi ha implicades
etapes d’isomeritzacié. En el cas del lisozim a m&somprova que les cinétiques
d’unio varien amb el pH [425].

5.1.2. Determinaci6é del mecanisme de catalisi

En I'estudi de les etapes catalitiques propiamges,dse sol seguir la formacio d’algun
dels productes de reaccié. En aquest cas, la fasendulacié de producte generalment
és indicativa de I'acumulacié d’'un intermedi dec@éd, definint d'aquesta manera un
mecanisme de reaccio en que la catalisi transcoorg, a minim, en dues etapes. Cal
tenir present, pero, que el fet de no observarsguase d’acumulacido no sempre €és
sinonim d’una Unica etapa d’hidrolisi, siné que lb@npot donar-se en un mecanisme en
dues etapes amb velocitats comparables o on lardagetapa és més rapida que la
primera. En aquests casos la cinéetica en comptegrdexponencial, és lineal i el que
s’observa és directament la velocitat d’estat estaci. Si es tracta d’'un mecanisme de
dues etapes rapides, es pot arribar a veure la dameimulaciéo jugant amb les
condicions de reaccio o fent servir mutants o satsstper als que la velocitat de la
segona etapa passa a ser determinant de la veldeitaaccid. Per exemple, en el cas
de lafg-galactosidasa &scherichia colialgunes de les primeres demostracions que el
mecanisme té lloc a través d'un intermedi de réa@s van obtenir seguint les
cinetiques d’estat preestacionari a temperaturbsptimes [426] 0 en absencia d’'un
dels cations divalents que afavoreixen la catdiédia reaccié [427].

Dins del camp de les glicosidases la utilitat pgat d’aquest tipus de cinetiques ha
estat com a complement dels estudis en estat @sséacper a I'avaluacio de la cinetica
d’hidrolisi de diferents substrats o mutaritgylucosidasa dspergillus wenti{309], s-
galactosidas&bd d’Escherichia coli[428], f-galactosidasdacZ d'Escherichia coli
[31, 310], p-glucosidasa dgrobacterium faecalis[30, 429], a-galactosidasa de
Trichoderma reesdi30], xilanasa A d&®seudomonas fluorescessbespecieellulosa
[431], p-1,4-glicosidasa d€ellulomonas fim[97], xilanasa d®acillus circulang432];

I especialment com a suport dels resultats obtinguat les analisis de Hammett tant
d’enzims salvatges com de mutanisN-acetilglucosaminidasa Aspergillus niger
[433], xilanasa de Bacillus circulans [117, 374], exoglucanasa/xilanasa de
Cellulomonas fim[38, 434],5-xilosidasa deBacillus stearothermophillugt35]. També
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s’ha aplicat a la valoracio de centres actius, esnaa fer en el cas de dos mutants en el
nucleofil en dues glicosidases diferents, la xis@ndeBacillus circulans[373] i la s-
glucosidasa dgrobacterium faecalig436].

5.2. Cinétiques en estat preestacionari de la 1,343§-glucanasa de
Bacilluslicheniformis

L’'estudi de les cinetiques en estat preestaciatala 1,3-1,43-glucanasa d8acillus
licheniformiss’ha emprés des de dos punts de vista diferefimallbanda s’ha buscat
avaluar les cinetiques d’'unié enzim-substrat, naasuels canvis de fluorescéncia de la
proteina en unir oligosacarids no-cromoforics die pas molecular que actuen com a
substrats o inhibidors de I'enzim, i guarden unevatla similitud amb el substrat
natural de I'enzim. La proposta inicial era aplitastudi tant a I'enzim salvatge, com al
mutant E134A de |#-glucanasa, que €s un mutant inactiu, en qué eluregie fa el
paper de nucleofil s’ha mutat a alanina. En aguastant el mecanisme enzimatic
s’'atura abans de la primera etapa catalitica, deeraaque la informacié que
proporciona es limita a l'etapa d'uni6. El fet demplementar I'estudi amb les
cinetiques amb I'enzim salvatge hauria de propoanionformacié addicional sobre les
etapes catalitiques. D’altra banda, s’ha plantegaditzar cinetiques amb substrats
cromoforics, per tal d’estudiar el mecanisme ctatie 'enzim salvatge a partir de
I'alliberament de I'aglicona cromoforica.

Amb aquests proposits, i previament a I'estuditiinge I'enzim s’han d’expressar tant
'enzim salvatge com el mutant E134A en quantidésdesena de mg (ja que els
experiments en estat preestacionari consumeixam @uantitat d’enzim), i s’han de
sintetitzar els substrats utilitzats tal i com diga al capitol de sintesi de substrats. Les
cinétiques en estat preestacionari s’han dut aeteemprant un aparell de flux
interromput, on una dissoluciéo d’enzim de concemfraoneguda s’ha fet reaccionar
amb una tanda de dilucions seriades d’'una dissolleisubstrat. El seguiment de les
cinetiques amb substrats i inhibidors oligosacadiel®aix pes molecular, per canvis de
fluorescéncia de la proteina que s’havia planejatin principi, no ha estat possible, ja
qgue no s’han observat canvis de senyal en el prerésesurar canvis de fluorescencia
de la proteina, el que s’esta realitzant a la [waés determinar els canvis d’entorn que
es donen al voltant dels residus de triptofan. &ela I'estructura tridimensional de la
1,3-1,44-glucanasa s’observa que dels vuit triptofans @uia fproteina, només quatre
estan situats al centre actiu, i només un d’ellg es troba al subseti +1, el triptofan
221, interacciona directament amb el substrat [1Bglira 5.1). Si bé no és necessari
que hi hagi una interaccié directa amb el subgteatjue es doni un canvi d’entorn al
voltant d’'un residu, el més probable és que aque#iglus que entren en contacte amb
el substrat siguin els que experimenten un carentdrn més considerable. Aixi doncs,
és possible que a la 1,3-J34glucanasa només un dels triptofans estigui cabvian
d’entorn en unir el substrat, i que aquest canvisigni prou significatiu per tal de
mesurar un canvi de senyal de la proteina en ligwsacarids de baix pes molecular.
Com a consequeéencia, les cinétiqgues nomeés s’hardiastaeguint els canvis de
fluorescencia o absorbancia dels substrats cromsefor
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Figura 5.1. Esquema del centre actiu deflglucanasa d®acillus licheniformis en qué es
mostra el modelatge d’un hexasacarid. Dels quap®tans que es mostren a 'esquema nomeés
el Trp221, situat en el subseti +1, interacciomaaiament amb el substrat.

5.2.1. Cinétiques d’'unié amb el mutant E134A de |&,3-1,48-glucanasa deBacillus
licheniformis

Les cinetiques en estat preestacionari amb el mutaotiu E134A donen informacio
sobre la uni6 enzim-substrat. Les cinéetiques s'teguit enregistrant la variacié de
fluorescéncia del substrat G4AG3G-MU en unir-seeazim, i la traca final de cada
cinética s’ha obtingut com a mitjana de 4-5 trandg/iduals.

Per tal d’'assegurar que el canvi de fluorescenrsemvat es deu a la unio del substrat i
no a l'alliberament de 4-metilumbel-liferona, cales@er una possible contaminacié per
enzim salvatge, s’han seguit les cinetiques de flreses diferents. Fent servir una
longitud d’ona d’excitacié de 360 nm i un filtreedhissié de longitud d’ona de tall de
455 nm només s’obté senyal per part del producte lalereaccio, la 4-
metilumbel-liferona, mentre que excitant a 350 meeduint I'emissié amb un filtre de
longitud d’ona de tall de 400 nm s’obté senyal tdek substrat, com del producte
d’hidrolisi. En els experiments d’'unio que s’haalizat a les primeres condicions (exc.
360 nm, em. > 455 nm) no s’observa cap canvi derdkcencia, aixo d’'una banda
descarta la contaminacié per enzim salvatge, i’aled, verifica que els resultats
obtinguts amb el mutant E134A a les altres condgi@xc. 350 nm, em. > 400 nm) son
deguts a la unié proteina-carbohidrat. Aquest tasuambé té rellevancia a I'hora
d’interpretar les cinetiques d’estat preestacioramb |'enzim salvatge, que se
segueixen fent servir una longitud d’ona d’excibage 360 nm i un filtre d’emissié de
longitud d’'ona de tall de 455 nm. En aquest casnpedescartar que el canvi de senyal
obtingut en treballar amb I'enzim salvatge sigugutea un canvi de fluorescencia
causat per la unié enzim-substrat. A la figura &2resumeixen a nivell esquematic
aquestes primeres conclusions sobre les que es lesseterpretacions posteriors de
les dades obtingudes en els diferents experiments.
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Unicament atribuible a la hidrolisi de subst'at

Figura 5.2. Resultats dels experiments preliminars realitpais mesura de fluorescéncia en
diferents condicions, que senten la base perradgpiretacio posterior dels resultats.

Seguint la unié a una longitud d’ona d’excitacio3#® nm i amb un filtre d’emissi6 de
longitud d’ona de tall de 400 nm, si que s’ha oleteun canvi de fluorescencia. La
cinética descriu una primera fase de retardameet l{@ngles lag) que dura
aproximadament 30 ms, en qué no s'observa cap danfliorescencia, seguit per una
disminucié monoexponencial del senyal en una faaeuthulacio d’algun intermedi
glicosil-enzim, d’acord amb I'equacio 5.1, finsalgsl’equilibri (figura 5.3).

AF ([S].1) = AF ([S], ) J1- exp(- k. t)] Equaci6 5.1.
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on AF([S],t) és el canvi de fluorescencia observat @ concentracio de substrat [S] i a
un temps tAF([S],«) és el canvi de fluorescencia maxim que es déneoprestablert
I'equilibri, i la kops €s la constant de velocitat de primer ordre queerde el procés en
estat preestacionari. Els resultats obtingutsearia fase de retardament com en la fase
d’acumulacié es mostren a la taula 5.1, on el calevisenyal s’expressa com a
concentracié de substrat unit a I'enzim emprant veeta patr6 de G4G3G-MU
realitzada en l'aparell de flux interromput; i fefassumpciéo que el substrat perd
completament la seva fluorescéncia en unir-senaibe.

Fluorescencia

0.2 0:3
Temps /s

0.1

Figura 5.3. Traca tipica obtinguda després de barrejar eltmath84G3G-MU amb el mutant
E134A de la 1,3-1,4-glucanasa dBacillus licheniformisen un aparell de flux interromput. Es
mesura el canvi de fluorescéncia al llarg del teanpb una longitud d’ona d’excitacié de 350
nm i amb un filtre d’emissié de longitud d’ona a@dl de 400 nm. Condicions experimentals:
tampd 87 mM fosfat, 6.5 mM citrat, pH 7.2, 0.1 mMa@,, 30 °C, [E134A]=23.7uM,
[substrat]= 0.05-6.4 mM.

Taula 5.1 Resum dels resultats de les cinétiques en estastacionari del mutant inactiu
E134A de la 1,3-1,4-glucanasa d®acillus licheniformisamb el substrat G4G3G-MU. A la
taula s’indica a cada concentracié de substratiladh de la fase de retardament; i per a la fase
d’acumulacid, la constant de velocitat del canvisdayal K9, i €l canvi de senyal maxim
obtingut ASenyal) expressat en concentracio de substrat@mritdicions de reaccio: tamp6 87
mM fosfat, 6.5 mM citrat, pH 7.2, 0.1 mM Ca@ 30 °C, [E134A] = 23.idM. Longitud d’'ona
d’excitacio: 350 nm, filtre d’emissio de longitudbda de tall de 400 nm (GG400), factor de
proporcionalitat d’intensitat de fluorescénes{G4G3G-MU] = 1.95 muM ™.

Fase de retardamgnt Fase d’acumulaci6
[G4G3G-MU] / mM|  Durada/ ms kops/ ST | ASenyal juM

0.05 38 138 + 13 0.6
0.1 37 80 +10 1.1
0.2 38 28+2 2.1
0.4 23 21.8+0.7 3.9
0.8 30 28.4+0.6 8.3
1.61 26 175+ 0.5 18.2
3.21 33 17.9+0.6 26.5
4.28 33 29.4+0.9 31.7
5.14 28 31+2 27.8
6.42 30 9.7+0.3 36.1
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Interpretacié de resultats

Fase de retardament

El primer esdeveniment detectat en resposta arl@jdadel mutant amb el substrat
descriu una fase de retardament de la cineticauenng s’observa cap canvi en la
fluorescéncia del substrat, i que es caracteriezatgnir sempre la mateixa durada, al
voltant de 30 ms, independentment de la concentdeeisubstrat emprada. Considerant
qgue en el moment que deixa de fer-se present éadagetardament el procés que la
genera practicament ha finalitzat, és a dir quars#ssolit unes 4 vegades el temps de
vida mitja (corresponent al 94% de la reaccié)ye qquesta fase dura aproximadament
30 ms, la constant de velocitat aparent d’'aquesa k.9 €s d’aproximadament 100
s'. Aquesta primera fase, que s’ha observat en lesesinétiques realitzades, incloent
les cinétigues amb enzims actius, sembla ser reet@g®r a la formacié del complex
enzim-substrat productiu.

La manca de dependéncia de la constant de velotis&rvada amb la concentracié de
substrat descarta que aquesta fase reflecteiapbetbimolecular de formacio del
complex productiu, ja que per a aquest mecanisigaréf 5.4) lakos depén de la
concentracié de substrat a no ser que es trebaitiaaconcentracio del mateix molt
inferior a la constant de dissociacio del compkxyu@acio 5.2).

k1

E+S ES K.y = k;o[S]+k Equaci6 5.2.

K.

Figura 5.4. Mecanisme que reflecteix I'etapa d’unié bimolecwdazim-substrat i equacio de
velocitat associada.

Generalment, la manca de dependéncia de la condeantelocitat enfront de la
concentracié de substrat en estat preestacionbassociar-se a una etapa de canvi
conformacional. A la figura 5.5 es presenten dogamismes senzills, que en unes
condicions concretes podrien explicar aguesta mdacdependéncia, juntament amb
les equacions deysassociades.

S
k2 _ k, o
E ‘L_‘ ES ——ES" kobsretardamen - 7K + k—2 EquaCIO 5.3
K1 k.2 1+ -1
- [s]
rapida lenta
S
Ko _ kg, 5
E < E ‘LA ES” kobsretardamen - 4[5] + ko EquaC|0 5.4.
lenta rapida !

Figura 5.5. Models proposats per tal d’explicar la fase dardegment en les cinétiques d'unid
del G4G3G-MU amb el mutant inactiu E134A de la 1,8p-glucanasa deBacillus
licheniformis i equacions de velocitat associades. Les espE8d<ES*, aixi com les espécies
E i E* estan relacionades a través d’'una etapade conformacional.
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En el primer mecanisme es proposa que en resptstangd rapida de substrat es doni
un canvi conformacional lent del nou complex formAaguest canvi conformacional pot
donar-se en I'enzim, en el lligand o bé ser un seponament del lligand. En qualsevol
dels casos, per tal que Kka,s sigui independent de la concentracié de lligardh sle
treballar a una concentracié del mateix, o bé mterior, o bé molt inferior, a k;
(equacié 5.3). Com s’han fet servir concentracidassubstrat en el rang de mM, al
voltant del valor d&y per a I'enzim salvatge, sembla que I'opcié médabte és que
la concentracié de substrat sigui molt superioa K,| i en aquest cas, la constant de
velocitat observada correspondria al sumatori dedees constants de velocitat de
'etapa lenta; + k). En el segon mecanisme de la figura 5.5 es peogas I'enzim
lliure té dues conformacions diferents, la confarid és la més estable, perd només
la conformacié E pot unir substrat, de manera que és necessaregja®ni el canvi
conformacional, abans de la seva uni6. Aquest seana altre cas de canvi
conformacional induit per la unié del substrat,qele I'etapa de canvi conformacional
que és meés lenta que I'etapa bimolecular d’uniterd@na la velocitat del proceés. El fet
gue la conformacié més estable sigui E comportaequel model proposakty és molt
inferior ako. A I'igual que en el cas anterior per tal de poebgplicar els resultats, la
concentracié de substrat ha de ser molt superi@ molt inferior &K; (equacio 5.4), i
considerant més probable la primera possibili@mtcdnstant de velocitat observada
correspondria a I, la constant de formacié d’E*.

Amb les dades de qué es disposa no és possiblermdisentre els dos models
proposats. En qualsevol dels casos, la unié dedtatba I'enzim no faria canviar
'entorn de l'aglicona aromatica de forma significa, ja que en aguesta fase no
s’observa canvi de fluorescencia.

Fase d’acumulaci6

Després de la fase de retardament, el decaimenbaxponencial de la intensitat de
fluorescéncia es caracteritza per una constant efiecitat que disminueix amb la

concentracié de substrat (taula 5.1, figura 5.8)uest resultat no és compatible amb
una unica etapa bimolecular d’'unié enzim-substgae mostraria una dependencia
lineal de la constant de velocitat amb la conceidrde substrat, ni amb una uni6 en
dues etapes amb canvi conformacional associauaifade substrat, ja que en aquest
cas la dependéncia de la constant de velocitat landoncentracié de substrat seria
hiperbolica.

D’altra banda, I'amplitud d’aquesta etapa depéefod®a hiperbolica de la concentracio
de substrat (taula 5.1, figura 5.7), i el fet qupendent del grafic de Hill, corresponent
al logaritme de la variacié de fluorescencia retatrespecte del logaritme de la
concentracié de substrat, sigui superior a 1 (figbu7), indica la unié de més d'una
molecula de substrat a I'enzim.
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Figura 5.6. Dependéncia de la constant de velocitat amb laagtracié de substrat per a la fase
d’acumulacio, en el seguiment del canvi de fluodes@ del G4G3G-MU en unir-se al mutant
inactiu E134A de la 1,3-1A-glucanasa d®acillus licheniformis Condicions experimentals:
tamp6 87 mM fosfat, 6.5 mM citrat, pH 7.2, 0.1 mN@,, 30 °C.
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Figura 5.7. Parametres associats a la fase d’acumulacié emitadel G4G3G-MU amb el
mutant E134A de la 1,3-1fglucanasa d®acillus licheniformis Esquerra: Dependéncia de
I'amplitud del canvi de fluorescéncia del G4G3G-Mhkervat en assolir I'equilibriVg([S],))
amb la concentracio de substrat. Dreta: Grafic lleabsociat, basat en els valors d’equilibri del
canvi de fluorescéncia del substrat,Afhés el canvi de senyal assolit a I'equilibrhFq.x €S €l
valor obtingut en 'ajust de I'equaci6 sigmoidalldidl per als valors representats al grafic de la
dreta; el coeficient de Hill és de 1.2. Condiciexperimentals: tampd 87 mM fosfat, 6.5 mM
citrat, pH 7.2, 0.1 mM Cagl30 °C.

El model més senzill que permet explicar els rasulf’aquesta fase és un model en qué
després d’'una primera unié de substrat es produepdanvi conformacional, seguit per
la unié6 d'una segona molecula de substrat, en wtaph lenta correspon al canvi
conformacional (figura 5.8). El canvi de fluoresti@rnva lligat al canvi conformacional,
de manera que la fluorescéncia del substrat ecoetplexos ESi ES, és diferent a la
del substrat en dissolucio i a la del complex E&gDesta manera, el canvi de senyal
augmenta amb la concentracid de substrat fins quleaaa saturacié en establir-se
I'equilibri del canvi conformacional.
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Figura 5.8. Mecanisme proposat per a la fase d’acumulacit@erinética d’'unié del substrat
G4G3G-MU al mutant inactiu E134A de la 1,3-B4fucanasa dBacillus licheniformis Els
dos complexos ES i E®stan relacionats per una etapa lenta de canforroacional.

L'equacio 5.5 recull I'expressio deyps per a aquesta segona fase (equacid deduida a
'apéndix 2).

kobs.a(:umulfalcic') = kZK + k—[ZS] EqUaCié 5.5,
1+% 1+4
S

En base a aquest model, per tal d’explicar qug,lasigui una funcié decreixent amb la
concentracié de substrat, aquesta ha de ser maltgnaéd queKy, i ha de variar al
voltant de Ks. L'ajust d’aquesta equacio als resultats obtinguesmet obtenir els
seguients resultatk; ~ 15 s, k, =~ 175 &', Ky = 0.01 mM iK3 = 0.05 mM.

Model complet d’unié: fase de retardament+ fasecdiaulacio

El plantejament d’'un model complet que descriguiahportament global observat en
la unié enzim-lligand comporta la integracio delscanismes proposats per a la fase de
retardament i la d’acumulacié. De manera que edsndladels que s’han plantejat per tal
d’explicar la fase de retardament permeten la @t@pde dos models diferents per a la
descripcio de la unié del G4G3G-MU al mutant ina¢iil34A.

En un primer cas, es proposa que com a respoatardad d’'una molécula de substrat a
'enzim de forma no-productiva es déna un canvifeonacional que permet la unio

productiva del substrat al centre actiu, desprédadqual es déna un segon canvi
conformacional que porta a la unié d’'una terceréemda de substrat a I'enzim (figura

5.9).

S S S
k 0 k 1 k 3 *% *%
E ‘L—‘ ES =——=ES L—“ ES, <———ES, A ESs
K.o k.1 K> k.3 Ka

Figura 5.9. Model proposat per a la unié del substrat G4G3G-llthutant inactiu E134A de
la 1,3-1,45-glucanasa dBacillus licheniformis

La unié simultania de tres molecules de substratesitre actiu de la 1,3-14-
glucanasa és altament improbable, de manera questaopodel implicaria I'existéncia
d’'un centre d’'unié de lligand accessori. A la logliafia es troben els casos de
'amilosacarasa deNeisseria polysacchare§l30] i d'una exos-1,3-glucanasa de
mamifer [437] per a les que s’ha observat que adeEsentre actiu presenten un seti
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d’unio de substrat a la superficie enzimatica & sjha d’unir el substrat, préviament a
la formacié del complex productiu al centre achis dos grups postulen que la unié al
centre d’'unié accessori provocaria un canvi conémional a I'enzim fent possible la
transferencia del substrat, que es troba al ceiired extern, cap al centre actiu per tal
de formar el complex productiu. També s’han desmiis d'unid externs en el cas
d’altres glicosidases que hidrolitzen substratsspoaridics [60, 438-442]. A més de
I'efecte sobre I'obertura del centre actiu, es psapque la funcié d’aquests centres
d’'unio a la superficie enzimatica pugui anar lligadla hidrolisi processiva del substrat,
o simplement augmentant la concentracié efectivaultstrat a I'entorn enzimatic. En
el cas de la 1,3-1A4glucanasa deBacillus licheniformis a les estructures
cristal-lografiques de complexos amb lligands @ sibservat la preséncia d’'un centre
d’'unié extern al centre actiu. Tot i aixi no es pssegurar que no existeixi, sobretot
tenint en compte que en algun dels exemples estagatpest centre d’unidé extern no
s’ha fet evident més que a I'estructura d’algurs delitants.

El segon model implica el desplacament d’'un equiliveviament existent entre les
poblacions de dues conformacions enzimatiques coesposta a la unio del substrat al
centre actiu per tal de formar el complex produauest al seu torn esta sotmés a un
canvi conformacional que comporta la unié d'unaosegmolécula de substrat (figura
5.10). Perqué aquesta primera etapa d’equilibrireerdies dues conformacions
enzimatiques es faci evident a les cinétiques l#ocmacio E ha de ser molt més
estable que la conformaci6,Bperd ha de ser incapa¢ d’unir substrat, de fajoeel
que es mesura a letapa de retardament sigui bEst@nt d’'un nou equilibri
poblacional induit per la preséncia del substrat.

S S
k 0 E k 2 S *k
E~———FE < ES'< ES < ES,
K.o K1 k.2 K3z

Figura 5.10.Model proposat per a la unié del substrat G4G3G-dlibutant inactiu E134A de
la 1,3-1,45-glucanasa dBacillus licheniformis

Aquest model és més senzill i alhora més logic lueerior. A més, en aquest model
el baix valor de&K; obtingut a partir dels resultats de la fase d’adagio & 0.01 mM)

€s consistent amb la manca de dependéncia de $éanbrle velocitat associada a la
fase de retardament amb la concentracié de substrat

Donat que la deducci6 de mecanismes a partir detigires en estat preestacionari
parteix de la base de proposar el mecanisme megl sEpac¢ d’explicar els resultats i
ja que el model de la figura 5.9 sembla més imgrtehas proposa que la unié segueix
el model que es mostra a la figura 5.10. Aixi dotesinio de substrats cromoforics al
mutant E134A de la 1,3-14Hglucanasa dBacillus licheniformisqueda definida per un
mecanisme de quatre etapes en que es van alteluesetapes d’'unié de substrat amb
dues etapes de canvi conformacional, que s6n thies més lentes que les etapes
bimoleculars.
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5.2.2. Cinétiques en estat preestacionari de I'emzi salvatge de la 1,3-1,4-
glucanasa deBacilluslicheniformis amb diferents substrats

Experiments preliminars

Les cinetiques d’hidrolisi s’estudien fent serviubstrats amb I'estructura basica
(G4)G3G-X, ambn = 0-3 i on X és un cromofor o un fluorofor. En aqts
experiments s’estudia I'alliberament del produae@hccid per fluorescéncia (en el cas
de la 4-metilumbel-liferona) o per absorbancia €emas dels 3,4-dinitrofenol i 2,4-
dinitrofenol). L'aspecte general de les tracesifgjtdes com a mitjana de 4-5 traces
per reaccio) és molt similar independentment dessat emprat (figura 5.11) i recorda
I'observat en el cas de la unié del substrat alamuinactiu. Després d’'una fase de
retardament d’aproximadament 30 ms, hi ha una Baeumulacio de producte la
velocitat de la qual decau de forma monoexponeriiial assolir la velocitat d’estat
estacionari, d’acord amb I'equacié 5.6.

ASenya([S],t) = ASenya) [1- exd- k. t)] + vt Equaci6 5.6.

on ASenyal([S], t), és el canvi de senyal associateacomcentracié de substrat concreta
[S], a un temps, tASenya} és el canvi de senyal que es déna en estat pressts,
obtingut per extrapolacié de la velocitat en estthcionari a temps inicialg\és la
velocitat en estat estacionarkgjs €s la constant de velocitat de primer ordre olagskry
que descriu el comportament en estat preestacionari
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Figura 5.11.Cinétiques en estat preestacionari de I'enzimasgévde la 1,3-1,4-glucanasa de
Bacillus licheniformisEsquerra. Traca obtinguda mesurant I'emissidudedscencia per sobre
de 455 nm en la reacci6 amb els substrats d’esta¢G4)G3G-MU, ambn = 1-3. Dreta:
Traca obtinguda mesurant I'absorbancia a 400 nmapler reaccié amb el substrat G4G3G-
3,4DNP. Condicions experimentals: tamp6 87 mM fip€d mM citrat, pH 7.2, 0.1 mM Cagl
30 °C.

El fet que en les cinetiques d’hidrolisi la fase mardament tingui una durada
aproximada de 30 ms sense que depengui ni del dpwibstrat emprat ni de la seva
concentracid, igual que en les cinétiqgues d’uni® amutant E134A, fa pensar que el
procés que la causa és un tret general de lesoiastde la 1,3-1,8-glucanasa. A més,

algunes cinetiques s’han realitzat en dos apatelRux interromput diferents, mostrant

160



Cinetiques en estat preestacionari

sempre el mateix aspecte, i descartant d’aquestenmajue la fase de retardament
observada sigui un artefacte instrumental. Finatpeda valors de & obtinguts a partir
de les traces es correspon amb els resultats abdiad) grup a partir de cinétiques en
estat estacionari per a aquests mateixos subgtfis208], validant, d’aquesta manera,
la metodologia emprada.

Les cinétiques es realitzen en preséncia dé Qae és un catié que s'uneix a la part
concava de la 1,3-14Hglucanasa, estabilitzant-la. Donat que s’han dteszsos en qué
la unié de cations a les proteines comporten casongormacionals a les mateixes, i
gue a les cinétiques d’'uni6 amb el mutant inacsipmposa la preséncia d’'una etapa
lenta de canvi conformacional, s’estudia el paper jgugui jugar la unié d’aquest catid
en el cas de la 1,3-1f4glucanasa. D’'una banda s’han realitzat experimemts
preséncia i en abséncia de?Ca de l'altra s’ha assajat un canvi de tampé de
citrat/fosfat, amb capacitat quelant, a MOPS, sereggacitat quelant. En tots els
experiments les traces adopten la mateixa fornmamaostren cap tipus de dependencia
de la concentraci6 de €a

S’ha estudiat també l'efecte de variar la conceiiranzimatica en les cinétiqgues en
estat preestacionari. Es comprova que el canvi rmade senyal associat a I'etapa
d’acumulacié segueix una relacio lineal creixenbde concentracié d’enzim, mentre
que lakops N’€és independent, tal i com s’escau en aquess tipekperiment.

Resultats
Cinetigues amb substrats de diferent grau de poltraeiod

Per tal de determinar la influéncia del grau deinpeditzacié del substrat en les
cinetiques en estat preestacionari s’ha fet sema familia de 4’-metilumbel-liferil
glicosids d’estructura basica (G&B8G-MU, des del disacarid fins al pentasacarid.
D’aquesta manera, partint de l'estructura basica g substrat de la 1,3-1/4-
glucanasa, s’avalua l'efecte de I'extrem no reduckel substrat en 'establiment de
I'estat estacionari.

Amb tots els substrats, tret del disacarid, s’ol#séa mateixa cinetica. En el cas del
disacarid i = 0) no s’observa cap canvi de senyal durant giegps 20 segons de
reaccié. Hi ha tres possibles explicacions per a#mca de canvi de senyal: bé el
substrat és massa petit per tal d’'induir el cane sjobserva amb els altres substrats, bé
la cinética és més rapida que en el cas dels altrbstrats i s’observa directament
I'estat estacionari, o bé la cinetica és suficiethienta com perqué no s’observi durant
el periode de temps estudiat. Donat que aquestpégor de tots els substrats emprats i
que amb aquest substrat en el cas de la 1,B-Gldcanasa ddéBacillus macerans
s’observen cinétiques amb una fase de retardamelbrdre de temps de les desenes
de minuts [212], sembla que I'opcié més plausild@ida darrera. Tot i aixi, el fet que
amb laf-glucanasa d®acillus maceranglesprés de la fase de retardament s’observi
directament l'estat estacionari, a diferéncia det §’ha observat en la hidrolisi dels
altres substrats amb la 1,3-B4fucanasa deBacillus licheniformis no permet
descartar la possibilitat que I'estructura del cisal no sigui suficient com per generar
el procés que doéna lloc a I'acumulacié de proddetesaccio.
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Per als altres tres 4’-metilumbel-liferil glicosid®bserva una fase de retardament, de
30 ms de durada aproximada, que és independerd denktentracié de substrat. A
continuacio s’observa la fase d’acumulacié de petslu(figura 5.11), amb uns
parametres d’estat preestacionari molt similarsapets ells, amb ungys entre 40 i 60

s' que no depén significativament de la concentra@dsubstrat, i una amplitud
creixent amb la concentracié de substrat, tot i fguea inferior a la concentracié de
centres actius de la 1,3-1f4glucanasa (taula 5.2). Finalment la traca mostra |
velocitat d’estat estacionari, que com és d’espgegen de la concentracioé del substrat
(taula 5.3). A la taula 5.2 es recullen els paraased’estat preestacionari, on I'amplitud
de la fase d’acumulacié de producte s’expressaa@oncentracié de producte format
(AP), emprant el factor de proporcionalitat d’intésiside fluorescéncia de la 4-
metilumbel-liferona.

Taula 5.2. Dependéncia dels parametres d’estat preestacikpari AP (amplitud de la fase
d’acumulacié expressada com a concentraci6 de ptedformat emprant el factor de
proporcionalitat d’intensitat de fluorescencia) atabconcentracié de substrat en el cas dels
substrats amb estructura basica (G&G-MU, onn = 1-3. Condicions de reaccio: tampé 87
mM fosfat, 6.5 mM citrat, pH 7.2, 0.1 mM CaCB0 °C, [E] = 8.uM per a les reaccions amb
els penta- i tetrasacarid)i 23, i [E] = 11.9uM per a la reaccié amb el trisacafiél. Longitud
d’ona d’excitacio: 360 nm, filtre d’emissié de longl d’ona de tall de 455 nm.

Constant de velocitat de la fase d’acumulacié delpcte

GAG3G-MU (L9) GA4GAG3G-MU 23) GAGAGAG3G-MU70)

[S]/ MM Kgps/ St [S]/ MM Kkyps/ St [S]/ MM Kkyps/ St
4.88 60 + 4 1.97 53+4 0.835 41+ 2
3.25 58 + 2 1.29 50+ 2 0.556 45+ 2
2.45 60 + 3 0.985 44+ 3 0.418 48+ 3
1.63 62 + 2 0.493 37+3 0.209 36+ 3
1.25 63 +3 0.246 40+ 3 0.104 39+ 4
0.63 59+ 2 0.123 33+3 0.052 45+ 7
0.31 57 +3 0.062 30+3 0.026 43+ 13

0.031 17+ 6

Amplitud de la fase d’acumulacié relativa a la centracié d’enzim

G4G3G-MU (L8) G4G4G3G-MU 23) G4GA4G4G3G-MU70)
[S|/mM _ AP/[Els [S]/mM _ AP/[E] [S]/mM _ AP/[El
4.88 0.060 1.97 0.055 0.835 0.046
3.25 0.087 1.29 0.051 0.556 0.034
2.45 0.062 0.985 0.046 0.418 0.026
1.63 0.061 0.493 0.031 0.209 0.021
1.25 0.056 0.246 0.025 0.104 0.012
0.63 0.037 0.123 0.020 0.052 0.008
0.31 0.027 0.062 0.015 0.026 0.003
0.031 0.006
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Taula 5.3. Dependéencia amb la concentracié de substrat deldaitat d’estat estacionarisfy
obtinguda ajustant I'equacié 5.6 a les traces, lecag dels substrats amb estructura basica
(G4),G3G-MU, onn = 1-3. La velocitat s’expressa com a M-emprant el factor de
proporcionalitat d’intensitat de fluorescencia. @imions de reaccié: tamp6 87 mM fosfat, 6.5
mM citrat, pH 7.2, 0.1 mM Cagl 30 °C, [E] = 8.9uM per a les reaccions amb els penta- i
tetrasacarid70i 23, i [E] = 11.9uM per a la reaccié amb el trisacad8. Longitud d’ona
d’excitacio: 360 nm, filtre d’emissié de longitutbda de tall de 455 nm.

GA4G3G-MU (L8) GA4GAG3G-MU 23) GA4GAGAG3G-MU70)
[S]/mMM  10°vs/ M-s? [S]/mMM 10°-vs/ M-s? [S]/mMM 10°-vs/ M-St
4.88 0.282 1.97 0.175 0.835 0.193
3.25 0.318 1.29 0.182 0.556 0.181
2.45 0.326 0.985 0.183 0.418 0.166
1.63 0.308 0.493 0.164 0.209 0.107
1.25 0.275 0.246 0.110 0.104 0.066
0.63 0.215 0.123 0.069 0.052 0.039
0.31 0.136 0.062 0.036 0.026 0.018
0.031 0.021

Cinetiques amb el G4G3G-MU apH 6.9 7.8

Per tal de determinar si I'etapa que dona lloaaumulacié de producte és I'etapa de
glicosidacio (que és I'etapa determinant de lacitdbde reaccié en estat estacionari) es
decideix realitzar dos experiments més amb el mthS1G3G-MU a dos pH diferents,
de forma que canvii I'estat de ionitzacié d’'un dedsidus catalitics. La variacié de la
Kobs €n funcido del grau de ionitzacidé del residu en stjle seguint el mateix
comportament que l&:.: en les cinétigues en estat estacionari, indicgua la
glicosidacio és la causant de la fase d’acumuldeigproducte. Donat que eKpdel
residu que actua com a acid general en el compiexnesubstrat és de 7.3 [206], s’ha
decidit treballar a pH 6.9 7.8.

Taula 5.4. Parametres d’estat preestacionari per a la hgirddl substrat G4G3G-MU amb la
1,3-1,4$-glucanasa d@&acillus licheniformisa pH 6.9 i 7.8. Condicions experimentals: tampo
87 mM fosfat, 6.5 mM citrat, 0.1 mM CaCI30 °C, [E] = 13.6uM. Els parametres en estat
preestacionari s’han obtingut per ajust de I'eqideib a les traces obtingudes mesurant la
intensitat de fluorescéncia amb una longitud d’'diexcitacié de 360 nm i un filtre d’emissio
de longitud d’ona de tall de 455 nm. Per al cabeiAP enuM, s’ha fet servir el factor de
proporcionalitat d’intensitat de fluorescéncia @e 4-metilumbel-liferona en dissolucio als
diferents pH.

pH 6.9 pH 7.8

[G4G3G-MU] IMM  Kkyps/ St AP /uM  [GAG3G-MU] /MM Kops/ ST AP /uM
4.85 62+2  1.46 4.70 69+6  0.11
3.23 77+4 124 3.13 67+3  0.29
2.43 72+7  0.68 2.35 91+5  0.30
1.62 85+4  0.57 1.57 81+3 021
1.21 50+2  0.58 1.18 87+3  0.18
0.61 60+3  0.42 0.59 73+4  0.11
0.30 52+3  0.35 0.20 60+4  0.09
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A la taula 5.4 es presenten els valors dels paramatinétics obtinguts en estat
preestacionari, per al calcul d&P s’ha fet servir el factor de proporcionalitat
d’intensitat de fluorescéncia obtingut per a ladthambel-liferona en dissolucié a cada
pH. A la taula 5.5 es presenten els resultats at'esttacionari obtinguts a partir de les
traces per ajust de I'equacio 5.6.

Taula 5.5. Velocitat d’hidrolisi en estat estacionari del sttht G4AG3G-MU catalitzada per la
1,3-1,4$-glucanasa d@acillus licheniformisa pH 6.9 i 7.8. Condicions experimentals: tampo
87 mM fosfat, 6.5 mM citrat, 0.1 mM CaCRO0 °C, [E] = 13.6uM. Els parametres en estat
estacionari s’han obtingut per ajust de I'equaci6é & les traces obtingudes mesurant la
intensitat de fluorescéncia amb una longitud d'diexcitacié de 360 nm i un filtre d’emissio
de longitud d'ona de tall de 455 nm. Per al cattrila s en M-§', s’ha fet servir el factor de
proporcionalitat d’intensitat de fluorescéncia @e 4-metilumbel-liferona en dissolucio als
diferents pH.

pH 6.9 pH 7.8
[G4G3G-MU] / mM 10°vss/ M-S*  [G4G3G-MU] /MM  10°-vss/ M-S*
4.85 0.190 4.70 0.082
3.23 0.218 3.13 0.098
2.43 0.245 2.35 0.099
1.62 0.245 1.57 0.097
1.21 0.231 1.18 0.090
0.61 0.204 0.59 0.076
0.30 0.163 0.20 0.053

Cinetiques amb substrats amb diferent part aglicani

Per tal d’avaluar I'efecte de variar la part agtioa del substrat sobre les cinétiques en
estat preestacionari es realitzen experiments dmbubstrats G4G3G-3,4DNR) i
G4G3G-2,4DNPZ8). Tots dos sOn substrats més reactius que el GAB3E18), amb

keat més de 20 i més de 700 vegades superiors a laebggespectivament. Com ja s’ha
esmentat la traga obtinguda determinant les vanactd’absorbancia a 400 nm amb
aquests substrats és similar a I'obtinguda mesutanfluorescéncia de la 4-
metilumbel-liferona, amb una fase de retardamegirdximadament 30 ms de durada,
que precedeix una fase d’acumulacio de productelurada de la fase de retardament
€s sempre més 0 menys la mateixa, independentrmdmicdncentracio de substrat.

Les kops Obtingudes per ajust de I'equacid 5.6 (taula &@x fase d’acumulacié de
producte son forca independents de la concentdeidubstrat, i només mostren una
tendéncia creixent amb la concentracié d’aquestigeb concentracions, en qué no es
pot aplicar I'aproximacio d’estat estacionari ([Eb-6 vegades [S]). L'amplitud de la
fase d’acumulacié de producte augmenta amb la otra@®d de substrat i és altament
dependent de la seva reactivitat. Les velocitagstdt estacionari obtingudes per ajust
de I'equacio 5.6 a les traces depenen tant dealetivéat del substrat com de la seva
concentracioé (taula 5.6).
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Taula 5.6.Valors dels parametres en estat preestacionatbcitat d’estat estacionari obtinguts
per ajust de I'equacié 5.6 a les traces obtingesela hidrolisi dels substrats G4G3G-3,4DNP
(21) i G4G3G-2,4DNPZ8). Condicions experimentals: tampd 87 mM fosfdh, @M citrat, pH
7.2,0.1 mM CagGl 30 °C, [E] = 12.3M (en la cinética amb el compdat) i [E] = 0.98uM (en

la cinética amb el compo28), es mesura el canvi d’absorbancia a 400 nm. IR&ieul deAP
enuM i de wd[E]o en §', s’han fet servir les absortivitats dels dos suaitsta 400 nm.

G4G3G-3,4DNPZ]) G4G3G-2,4DNP29)

[S]/ MM kops/ S* AP/[Ely (Vsd[Elo) /S [S]/ MM kops/ s* AP/[Ely (Vsd[Elo) / S
085 67t2 036 5.34 240 39:t2 318 21343
0.56 64+2 034 4.59 1.60 41+2 26.6 206.71
0.42 65+2 0.30 3.83 1.20 39+3 19.0 200.58
0.21 55+2 0.25 3.08 0.60 29+3 7.9 180.42
0.11 47+2 014 2.51 0.30 33+4 51 121.91
0.05 50+3 0.07 1.41 0.15 39+4 1.1 65.56
0.03 32+6 0.04 0.79 0.04 374 0.7 11.79

Interpretaci6 dels resultats

Fase de retardament

En els experiments d'unié al mutant inactiu E134Aasproposat que en aquesta
primera fase es dona una etapa de canvi conformaldent de I'enzim cap a una forma
amb major afinitat per substrat. L'Unica informaca@idicional que aporten els

experiments amb I'enzim salvatge és que la faseetlrdament és independent de
I'estructura del substrat, tant per la seva badidargca com per I'agliconica. Aquests

resultats concorden amb la proposta de canvi cowdcional lent de I'enzim ja que és

un procés que no guarda una relacio directa ammtsdetura del substrat.

Fase d’acumulaci6 de producte

El primer resultat sorprenent en les cinétiquesestat preestacionari amb I'enzim
salvatge de la 1,3-14kglucanasa dBacillus licheniformisés el fet d’observar una fase
d’acumulacié de producte de reacci6. En base ajerewrents realitzats en estat
estacionari amb una familia de substrats de difeesactivitat [208], es conclou que

I'etapa determinant de la velocitat de reaccidgbr hidrolisi dels mateixos, és I'etapa
de glicosidacié (capitol 6), i aplicant el mecargesgeneral per a la hidrolisi de substrats
amb retencié de configuracio (figura 5.12), no &spkrar una fase d’acumulacio de
producte. Segons aquest mecanisme, per a que Wébsgna fase d’acumulacié de
producte, la desglicosidacié hauria de ser I'etdgtarminant de la velocitat de reaccio.

MU, X

Ks kz! ki
E+S ES EP——>E+P

glicosidacié desglicosidacio

Figura 5.12. Mecanisme general per a la hidrolisi catalitzadaglicosidases que actuen amb
retencié de configuracio.
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Aquests resultats obliguen doncs, a buscar una ialterpretacié per a les cinétiques
d’acumulacié de producte observades en estat pee@sari, comencant per trobar una
explicacio per tal de descartar el model de re¢edeiconfiguracio en dues etapes.

a) Per qué no pot ser un mecanisme de retenciues etapes?

La definicio de la constant de velocitat d’estaggstacionari per al mecanisme de la
figura 5.12 és [443]:

k

N

k., =

obs

. K. +k, Equaci6 5.7.
+ =
[s]

on laKs = Ky (ks + ko)/ks. Considerant que perqué s’observi una fase d’ataaidude
producte s’ha de complir queKka> ks, llavors Ks >> Ky, i per tant, com s’ha treballat a
una concentracio de substrat al voltanKge Ks >> [S] Aix0 permet una simplificacio
de I'equaci6 dé,ps que pot expressar-se en funcio de les constantstat estacionari
(Kcat= k) (equacio 5.8):

k ~ kcat

obs
KM

[S]+ kcat EquaCié 5.8.

De la mateixa manera, I'expressio de I'amplitud ldefase exponencial també pot
expressar-se en funcio dels parametres en estatasiri (equacio 5.9):

wpe 18]
=]

on as és el factor de proporcionalitat d’intensitat deofescencia a la concentracio de
substrat [S], que s'obté a partir de les corbesopde fluorescencia enfront de la
concentracié de 4-metilumbel-liferona.

Equacio 5.9.

La variacio de la velocitat en estat estacionagd, en funcié de la concentracié de
substrat, obtinguda per l'ajust de l'equacié 5.6lea traces, permet obtenir els
parametres d'estat estacionari derivats d’'aquesteiques. Aquests parametres es
poden fer servir per tal d’obtenir una aproximaali® valors teorics dels parametres en
estat preestacionari corresponents al mecanismetelecidé de configuracio, fent servir
les equacions 5.8 i1 5.9. A la taula 5.7 es recudlsrvalors dé,si ASenyap obtinguts a
partir de I'ajust de I'equacio 5.6 a les tracesdadeeaccio de la 1,3-1 Aglucanasa amb
el substrat G4G3G-MU, i els valors calculats feervs les equacions 5.8 i 5.9, a partir
de les constantk i Ky. Els ASenyap s’han transformat en concentracié molar de
producte formatAP) emprant el factor de proporcionalitat d’inteasite fluorescencia.
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Taula 5.7.Parametres d’estat preestacionari de la hidrdéissubstrat G4G3G-MU amb la 1,3-
1,48-glucanasa d8acillus licheniformis Condicions experimentals: tamp6 87 mM fosfat, 6.5
mM citrat, pH 7.2, 0.1 mM Cagl30 °C, [E] = 11.9M. Els valors ajustats depsi ASenyap
corresponen als valors obtinguts amb I'ajust dguaeio 5.6 a les traces obtingudes mesurant la
intensitat de fluorescéncia amb una longitud d'diexcitacié de 360 nm i un filtre d’emissio
de longitud d’'ona de tall de 455 nm, posteriormigmnplitud del senyal s’ha convertit en
concentracié molar de producte formaP} emprant el factor de proporcionalitat d’inteatsde
fluorescéncia. Els valors calculats s’han obtingpiicant les equacions 5.8 i 5.9, a partir dels
valors dels parametres en estat estacionari.

Valors ajustats Valors calculats

[G4G3G-MU] / mM kobs/ ST AP /uM kobs/ S° AP /uM
4.88 60+4 0.71 2.9 9.79

3.25 58 £+ 2 1.03 2.0 8.94

2.45 60 +3 0.74 1.6 8.21

1.63 62 +2 0.73 1.2 6.96

1.25 63+3 0.67 1.0 6.07

0.63 50+2 0.44 0.7 3.67

0.31 57 +3 0.32 0.5 1.76

Una comparacio dels valors obtinguts experimentalnamb els valors teodrics fa
evident que el mecanisme en dues etapes per aighses que actuen amb retencio de
configuracié no pot explicar els resultats obtisgut

b) Dissociacio lenta de I'aglicona

S’ha plantejat I'opcié que la interaccié d’apilarhé@idrofobic amb el triptofan 221 del
subseti +1 sigui prou important com per causar etaga lenta de dissociacié de
I'aglicona després de la primera etapa d’hidrollBh aquest cas I'acumulacié de
I'especie EP-X (figura 5.13), en que ja s’haur@rdlitzat I'enllagc amb I'aglicona pero
aquesta seguiria unida al centre actiu, seriasiporesable del canvi de senyal observat.
Donat que segons aquesta hipotesi s’acumula eepgmoducte de reaccio, I'etapa de
glicosidaciéo es presenta com una etapa reversibfaéa en base al principi de
microreversibilitat, sense pretendre que la constarvelocitak ; sigui important.

X

KS‘ kl‘ kz! k3
E+S< ES EP-X EP——>E+P

~

k.

Figura 5.13. Mecanisme d’hidrolisi amb retencié de configuraeibqué després de I'etapa de
glicosidacio i abans de la de desglicosidacié edyrix una dissociacio lenta de I'aglicona.

L'expressio deky,s per a aquest mecanisme es mostra a I'equacia@éql@cié deduida
a l'apendix 2). S’observa que per a ugadeterminant de la velocitat de reaccid, i
treballant a concentracions de substrat superiéis & constant de velocitat de I'etapa
de glicosidaciok;, és la que té un pes major en el valokge
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Koo =K+l +

Equacio 5.10.

Per tal d’estudiar més a fons aquesta opcié s’kalitzat una série de cinétiques a
diferents pH al voltant de 7.3, que és K|, plel residu que actua com a acid general en
el complex enzim-substrat [206]. Si aquest és aelehapropiat, s’hauria de veure una
disminucié de lakyps en augmentar el pH, marcada per la dependencliatdpa de
glicosidacié (en aquest mecanisig amb el K, del residu que actua com a acid
general. A la taula 5.4 s’han presentat els valels parametres cinétics obtinguts en
estat preestacionari a pH 6.9 i 7.8. Tot i quenkzrisitat de fluorescencia de la 4-
metilumbel-liferona unida al centre actiu de I'enzot ser diferent de la seva intensitat
de fluorescéncia en solucio, per tal de tenir ymaxamacio delAP s’ha fet servir el
factor de proporcionalitat d’intensitat de fluoréscia obtingut per a la 4-
metilumbel-liferona en solucié a cada pH. La matkealependéncia de kays amb el
pH sembla indicar que el senyal en estat preesi@cioo es deu a 'acumulacio del
primer producte de reaccid. A més, el fet que alerg dekqys Obtinguts fent servir els
substrats G4G3G-3,4DNRP2Y) i G4G3G-2,4DNP Z8) siguin del mateix ordre de
magnitud que els obtinguts amb el G4G3G-MU, quarsels valors die,: estan molt
per sobre del valor de,: del G4G3G-MU, també indiquen que I'etapa que diotaa

la fase d’acumulacié de producte no és I'etapaidegidacio.

¢) Mecanismes ramificats

Precisament son les cinetiques amb els substratsofdrics G4G3G-3,4DNP2() i
G4G3G-2,4DNP 28) les que han aportat la informacié clau per tal cdmviar
'enfocament a fi de trobar un mecanisme que explés resultats obtinguts en les
cinétiques en estat preestacionari. D’entrada sallfist que amb constants de velocitat
tan diferents en estat estacionari, el valor dekgssigui tan similar per als diferents
substrats. Pero el que no quadra de cap maneraiamgcanisme lineal és I'amplitud
de la fase d’acumulacié de producte obtinguda anslilestrat més reactiu (taula 5.6).
En un mecanisme lineal 'amplitud de la fase expoig com a maxim pot ser igual a
la concentracio de centres actius emprada, ja ljsebstrat s’uneix al centre actiu de
I'enzim de forma estequiométrica, perd mai potssgrerior. L’'acumulacié de producte
que es dona en la fase preestacionaria en la isidddl substra8 és meés de 30
vegades superior a la concentracié d’enzim empiattmat que la 1,3-1,4-glucanasa
de Bacillus licheniformisnomés disposa d’'un centre actiu, aquest resudtgiafesa
I'existéncia un mecanisme ramificat. En aquestsgasentre la branca principal ja ha
arribat a l'estat estacionari i es van produintedsos cicles catalitics, una de les
especies del cicle principal esta en equilibri lemb un altre complex enzimatic que
esta fora del cicle principal [444].

Aquest tipus de mecanisme s’ha proposat frequentpezrial de descriure la catalisi de
diversesp-lactamases [445-449]. L¢gklactamases catalitzen la hidrolisi gdactames

amb un mecanisme amb dues etapes catalitiqueseersqgenera un intermedi acil-
enzim, a ligual que en el cas de les glicosidagaes actuen amb retencié de
configuracié. S’han proposat diferents esquemesap@necanisme ramificat, pero el
més comu suposa I'equilibri de I'intermedi de réd@mb una altra forma d’intermedi
que reacciona molt meés lentament, cas de fer-h®][4Bgura 5.14). Aquesta
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inactivacié normalment només es veu amb substresstpidrolitzen molt lentament, i
a concentracions elevades dels mateixos.

E+S ES EP——>E+P

Figura 5.14.Mecanisme ramificat proposat per gslactamasa d8taphylococcus auret®C1
[450].

El fet que a les cinétiques en estat estacionalade3-1,45-glucanasa d@acillus
licheniformisamb alguns substrats sintetics s’observi inhika@ompetitiva per substrat
[206], ja representa una opcié de mecanisme ragifies podria plantejar per tant que
'etapa que dona lloc a I'acumulacié del producte réaccio és I'establiment de
I'equilibri en una etapa lenta d’inhibicié6 acompief per substrat, que acaba provocant
una disminucié de la velocitat fins assolir la wiat d’estat estacionari (figura 5.15).

X X
Ks k k K K
E+S ESA>EP—3>E+P E+S‘—S ESAEPLE+P
S S
k-i1 ri k.i1 %i
EPS ES;
. K -
kobs = kl ||:<S] + k—i kobs - & + k—i
1+78 k3(1+ Ksj
[s] k, U [s]
Equacio 5.11. Equacio 5.12.

Figura 5.15. Possibles mecanismes d’inhibici6 acompetitiva ermecanisme de catalisi en
dues etapes, i equacionsldg associades.

Tot i aixi, el fet que mentre que les cinéetiques estat preestacionari siguin
comparables, independentment del substrat, i qwegn a totes les concentracions de
substrat emprades, mentre que en les cinetiquesstah estacionari no amb tots els
substrats s’observa la inhibicio, i quan s’obse¥saa concentracions de substrat molt
superiors a l&Ky, fa que aquesta opcié no sigui generalitzable. és,nper als dos
possibles mecanismes amb inhibici6 acompetitivajuenes considera que l'etapa lenta
és I'establiment de I'equilibri de formacio del cplex ternari, I'equacio d&,s hauria

de ser directament dependent de la concentraciulstrat, equacions 5.11 i 5.12
(equacions deduides a l'apendix 2), i els resul#inguts no mostren aquesta
dependeéncia.
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La similitud de les traces obtingudes entre el muEL34A i 'enzim salvatge han fet

plantejar I'opcié que en els dos casos s’estiggiise el mateix procés. Aixi, introduint

les etapes catalitiques en el mecanisme dedui pemunio, s’arriba a un mecanisme
similar al d’inhibicidé, que pot explicar, com a rimma nivell qualitatiu, una bona part
dels resultats (figura 5.16).

S X
ko ANK1 k) ks
E< E'— ES EPP—>FE"+P
Ko y
K_4 Lk4
ES**
4 S
Ks
ESZ**

Figura 5.16. Mecanisme plantejat per a la hidrolisi de substsattétics per part de la 1,3-1,4-
S-glucanasa d8acillus licheniformis que incorpora una etapa de canvi conformaciarald
partir del complex de Michaelis.

Incorporant l'etapa posada de manifest per la f@seretardamentel mecanisme
comporta una isomeritzacio lenta de I'enzim ped&poder unir el substrat formant el
complex de Michaelis, a partir del qual es comemedtenir el producte de reaccié. El
complex de Michaelis alhora pot experimentar unvcaanformacional lent, que és el
qgue dona lloc a la fase d’acumulacié de productepsteriorment, en aquells substrats
en que s’observa inhibicié per substrat, unir tegoaa molécula de substrat per tal de
formar un complex ternari. D’acord amb els experitaen estat estacionari (capitol 6)
la glicosidacio és més lenta que la desglicosidgmo tant la fase d’acumulacido només
esta causada pel canvi conformacional. Es consigleeales dues etapes d'unidé de
substrat son rapides comparades amb les etapeangte aonformacional, i que el
mecanisme lineal ha assolit I'estat estacionaringbque es doni el segon canvi
conformacional. D’aquesta manera, Kas estd governada per la formacié d'E$
ES, , i la velocitat de formacié de producte, disminueés d’un valor inicial (en qué
[ES"+ES ] = 0), vi = ko[ES], fins a la velocitat d’estat estacionaris ¥ kear[ES],
amb [ES +ES ] > 0, onkea = ko/[1+K4] i K4 = ka/k 4. En aquestes condicionskas té

la mateixa expressié deduida per al mecanisme @’'(equacio 5.13, deduida a
I'apendix 2) per als substrats que presenten ioidibhcompetitiva; i per als que no
presenten inhibicié I'expressid deps es recull a 'equacioé 5.14 (equacié deduida a
I'apéndix 2). En els dos casoskas és independent de ka, explicant d'aquesta manera
la seva manca de dependencia tant del pH comrdadéivitat del substrat.

- k4 k—4 — k4
kobs - Kl + [S] kobs - Kl + k—4
1+—= 1+ 1+
[s] © K, [s]
Equacio 5.13 Equacio 5.14.
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En les cinetiques amb I'enzim salvatge, a difel@mbel que passa amb el mutant
inactiu, a les condicions de reacci6 empradeskola resulta ser essencialment
independent de la concentracié de substrat. Aixoésoés possible si [S] >&; de
manera que practicament no hi hagi enzim lliureeemarge de concentracions de
substrat emprades, i alhora, la [S] K3 0 [S] <<Ks, per als substrats que presenten
inhibicio.

S’ha treballat a unes concentracions de substral erarge de 0.5 a 10 vegad@as per
als diferents substrats, on, per a una glicosiddetérminant de la velocitat de reaccio,
la Ky = Ki(1+K)/(1+Ky), la Ko = kolko, i la K4 = ky/k4. Perqué es vegi la fase de
retardament, 1&o ha de ser gran, i si es considera que la condtequilibri del segon
canvi conformacional, 1&,, és del mateix ordre de magnitud que s’ha visaamio a
'enzim inactiu, K4 = 0.1, s’obté unaKy >> Kj;, de manera que es compliria el
requeriment de [S] >K;i. En el cas dels substrats que presenten inhiaamépetitiva
per substrat, 'expressio dq, €s la mateixa, i un valor d& una mica inferior al que
s’ha determinat per a la uni6é al mutant inactiagea suficient per tal de no observar un
decaiment de l&,s amb la concentracié de substrat. Ara bé, tamhgosgsible que el
valor deKs sigui superior a la concentracié de substrat edgpraeguint la tendencia
observada per a les constants d’inhibicié en est@cionari, en qué es comprova que

K = (kilk) >> K.

Pel que fa a I'amplitud de la fase d’acumulacigdeucte, aquesta és proporcional a la
concentracié d’aglicona alliberada en estat pregstari, AP, que en definitiva és
proporcional a la variacio de la concentracié @ehplex de Michaelis entre el moment
inicial, just després de la fase de retardament, E$a concentracié un cop assolit
I'estat estacionari, ES. L’equacié 5.15 mostra la dependéncia de la cdreen del
complex de Michaelis amb el temps.

[ES ]z Es. ]+ ([es']-[Es]) -exp-kut) Equaci6 5.15.

a partir de la integral d’aquesta expressio s'daraplitud de la fase d’acumulacio de
producte:

AP =k,-AES' = kz-([ES*]l: [ES]) Equaci 5.16.

obs

Amb aquesta expressido pot explicar-se que l'anglile la fase d’acumulacio
observada amb els diferents substrats sigui prap@kca la seva reactivitat, ja que la
constant de velocitat de I'etapa de glicosidaki),que és altament dependent de la
reactivitat del substrat, esta directament lligadiaformacié del producte.
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d) Avaluaciéo dels parametres cinetics obtinguts atip de la velocitat inicial
d’hidrolisi

A més dels parametres tipics que defineixen lestigmes en estat preestacionigis i

AP, a patrtir de les traces de I'enzim salvatge alslaliéerents substrats s’ha obtingut
també la y que representa la velocitat inicial de la fasseptacionaria (després de la
fase de retardament). Aquesta velocitat, determairgagartir de I'equacié 5.17, mostra
una dependencia hiperbolica amb la concentracgulstrat (es mostra un exemple a la
figura 5.17), que permet fer 'assumpcié que g un primer estat estacionari abans
que es doni el procés que genera la fase d’acuiuacproducte. Aquesta assumpcio
permet deduir I'equacié de velocitat associada aestqprimer estat estacionari i
avaluar-ne els parametres cinetiggi keafKy inicials (taula 5.8). En el cas del substrat
més activat, a partir dels resultats obtinguts, @oes pot obtenir el limit inferior per al
valor dek.y inicial. A continuacié la comparacio dels pararegtcinétics inicials i els
de l'estat estacionari final (després de la faseuthulacié de producte), obtinguts a
partir de ¥y aporta meés informacio mecanistica.

Vi =Ky -[ESb ] = K, ps AP + v Equaci6 5.17.

1200 350

1000 300

~_ 800- "o 2501

S 2 200

= §° 150

E a0 > 100]
> <

200 50

0 0

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 1.4 1.6 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 1.4 1.6

[G4G3G-2,4DNP] / mM [G4G3G-2,4DNP] / mM

Figura 5.17.Dependéncia de les velocitats d’hidrolisi inididlestat estacionari obtingudes en
les cinetiques de flux interromput amb la concenérade substrat per al G4G3G-2,4DNP.
Condicions experimentals: tampé 87 mM fosfat, 6M nitrat, pH 7.2, 0.1 mM Cagl 30 °C,
[wt] = 1.1 uM.

A partir dels valors obtinguts en I'ajust de I'eqifade Michaelis amb o sense inhibicié
acompetitiva per substrat, que es mostren a la &8l es comprova que tanklg com

la constant de velocitat de segon ordre en contidinicials sén superiors a les d’estat
estacionari per a tots els substrats.
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Taula 5.8.Valors dek.ai keaf Ky Obtinguts en la hidrolisi dels substrats sintétitls parametres
inicials s’han obtingut a partir dels valors decalculats a partir de I'equacié 5.17, els
parametres d’'estat estacionari s’han obtingut &irpdels valors de y obtinguts per ajust de
I'equacio 5.6 a les traces. Condicions experimentaimpé 87 mM fosfat, 6.5 mM citrat, pH
7.2, 0.1 mM CaGl 30 °C, i en cada cas la concentracié d’enzim gsgz@ per tal de poder

seqguir les cinétiques ([E] = 11.@/1 (18); [E] = 12.3uM (21); [E] = 0.98uM (28); [E] = 8.9uM
(23i 70)).

. o Parametres en estat
Parametres inicials

estacionari
Compost (rkgf\%Mgll Keat/ S* (rkrclifl}i'v's)ll Keat/ S*
G4G3G-MU (1) 6.5+04 8+2 0.46+£0.05 0.49+0.05
G4G3G-3,4DNPZ1) 100+ 6 43 +3 11+0.5 7.8+1.4
G4G3G-2,4DNPZ8) 1120 + 100 > 2000 500 = 80 400 £ 100
G4G4G3G-MU 23 5.8+0.3 40+0.5 0.80+0.05 0.39+0.03
G4G4G4G3G-MUT0) 6.1 +0.3 3.8+0.3 0.83+£0.07 0.50+0.09

A la figura 5.18 es mostra el mecanisme propogatrar dels parametrdg,si AP, en
que es mostren en color blau les etapes que haas®olit 'estat estacionari inicial

(previ a la fase d’acumulacid), que permeten debbsrexpressions diea: i KealKm
inicials.

S X
k 0 . EK 1 k 2 k 3
E‘k E'< ES EP—>FE"+P
0
k.41 K4
ES**
S
Ks
ESZ**
Estat estacionari inicial Estat estaarofinal
g =25 o =2 ks
K, +k, k2+(1+ K4)'k3
K. = Kl'(1+ Ko)'k3 K. = Kl'(1+ Ko)'k3
v k2+k3 g k2+(1+ K4)'k3
kcat —_ k2 kcat —_— k2
KM Kl'(1+ Ko) KM Kl'(1+ Ko)

Figura 5.18. Mecanisme plantejat per a la hidrdlisi de substsattetics per part de la 1,3-1,4-
S-glucanasa d®acillus licheniformis en qué s’indica en color blau el mecanisme qugiha
assolit I'estat estacionari inicial, abans de Petal’acumulacio de producte associada al canvi
conformacional lent a partir del complex de MiclgeEs presenten també les equacions dels
parametres cinétids,, Ky i keaf Ky inicials i les corresponents a I'estat estaciofiaail.
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Els resultats presentats a la taula 5.8 no sén atibhgs amb el mecanisme proposat, en
que els parametrds, i Ky es veuen afectats per igual per les etapes quercoeri el
mecanisme ramificat, de manera que el valor de Ky abans i després del canvi
conformacional és el mateix (figura 5.18). S’habdecar doncs un model diferent per
tal d’explicar els resultats obtinguts.

Per tal d’explicar la diferencia entre els valariial i final de la constant de velocitat

de segon ordre, a I'etapa d’acumulacié de prodsibie de donar la formacio d’especies
enzimatiques que no tinguin el substrat unit pradament. L'opcié més senzilla és la

inhibicié competitiva pel propi substrat, per unlmpasicionament del mateix que no el

fes apte per a la hidrolisi. En aquest mecanisetapa lenta seria la de formacio del
complex no productiu, SE, amb uka< k;. Ara bé, aquest mecanisme (figura 5.19),
també s’ha de descartar, perqué rendiria constintgelocitat de segon ordre iguals
abans i després de I'establiment de I'equilibr’é@&pa d’inhibicio.

X

K1 kZ! k3

S
K. i
SE
Estat estacionari inicial Estat estaarofinal
kz'ka k2'k3'K|
kcat = kcat =
k2+k3 K1'k3+K|'(k2+k3)
K, = KK K, = KKk
k2+k3 Kl'k3+K|'(k2+k3)
Keae _ Ko Keat - Ko
KM K1 KM Kl

Figura 5.19. Mecanisme plantejat per a la hidrolisi de substsatgtics per part de la 1,3-1,4-
p-glucanasa deéacillus licheniformis que incorpora una etapa d’inhibici6 competitiver p
substrat, que és I'etapa lenta que genera lesaqumesten estat preestacionari. Es marca en color
blau el mecanisme que hauria assolit I'estat emtaci inicial, anterior a la fase d’acumulacio
de producte. Es presenten també les equacionpaeimetres cinétidg,, Ky i KoKy inicials

i les corresponents a I'estat estacionari final.

Pel mateix motiu també s’han de descartar mecasisniges en quée s'incorpora una
etapa d’inhibici6 competitiva per substrat al mésae que incorpora el canvi

conformacional amb inhibicié6 acompetitiva (figur2®). Independentment de si I'etapa
lenta és la que genera el complex no productiueSEanvi conformacional a partir del

complex ES o EP, o bé totes dues, I'expressik A&y inicial i final ésky/Kj.
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X X
Kl k2 k3 Kl k2 k3
E+S‘—ESJ>EP—>E+P E+S‘—ESJ>EP—>E+|3
4 A
k-6“k6 K4 Lk4 k-ew ke K4 Lk4
SE ES’ SE EP'
4 S / S
Ks Ks
ES;’ SEP’

Figura 5.20.Mecanismes plantejats per a la hidrolisi de sutsstiatetics per part de la 1,3-1,4-
S-glucanasa dé@acillus licheniformis que incorporen una etapa d’inhibicié competitpex
substrat, apart de I'etapa de canvi conformaciana unié d’'una segona molécula de substrat
sobre el complex de Michaelis (esquerra), o sclmetmedi covalent (dreta).

Una altra opcié suposa I'existéncia d’una conforidaéenzim lliure, E, igual a la que
adopta I'enzim en el complex Efigura 5.21). L'inconvenient que presenta aquest
model és que el més possible és que les dues foemmmatiques ja s’haguessin
equilibrat abans de la barreja o durant la faseettgdament, de forma que el complex
ES es formaria de manera immediata en la barrejamulginiament es donaria
I'equilibri entre ES i E§ com a resultat no s'observaria la fase d'acunidlale
producte en estat preestacionari. EIl model que@sopi ha d’incorporar, per tant, un
canvi com a resposta a la preséncia del substedtraadi de reaccio.

s X
>K1 K2 ks
E ESJ>EP—>E+P
,
K41 k|| ke
* K5 *

E=———FES
; J

S K-

S

Figura 5.21. Mecanisme plantejat per a la hidrdlisi de substsattetics per part de la 1,3-1,4-
p-glucanasa deBacillus licheniformis que inclou l'existéncia de I'enzim lliure en dues
conformacions diferents E i Ejue es corresponen amb les conformacions adopfaetes
I'enzim en els complexos ES i E$espectivament.

La manca d’exit amb mecanismes relativament senadtta a plantejar un mecanisme
forca més complex pero que és capac¢ d’explicaressltats observats (figura 5.22).
Segons aquest mecanisme, la 1,3flgldcanasa tindria un seti regulador de I'activitat
enzimatica que se satura a baixa concentracio lktraty amb una unié no-productiva
forta (formacié del complex SE Aquesta unié, que és necessaria perqué es frmi
complex productiu, SESes déna junt amb la unié del substrat al certiie an la fase
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de retardament. Per a que la fase de retardameguivideterminada pel canvi
conformacional previ de l'enzim, les dues etapesnid han de ser rapides. A
continuacié les dues espécies’ $EBSES experimenten un canvi conformacional lent
governat per l&ops de la fase d’acumulacié, en qué es transformdesaspécies SE
(no productiva) i SES (que és inactiva 0 menys activa que §E®@spectivament. El
gue s’aconsegueix amb la introduccio de I'etapaid’ae substrat a un seti regulador és
que les dues conformacions enzimatiques que esrreh equilibri no hagin assolit
aquest equilibri préeviament a la presencia de satbst medi de reaccio. Per als
substrats que, a més, presenten inhibicié aconvgefier substrat hi ha una darrera
etapa de formacié del complex quaternari. Aquestiicio es pot donar tant sobre el
complex ternari SES (formant el complex SES) com sobre I'intermedi de reaccié
SEP (formant el complex SEPS i donat que ja s'observa a les cinétiques itscia
anteriors al canvi conformacional, és molt possilee com a minim es formi el
complex quaternari SEPSTot i aixi, no es descarta que també pugui forseael
complex SES’

Ko K1 . .
E=<——FE + S=——=ES SEPS
J J S
Ka S %5 SJLKH
/ Ke k2 ks
SE*——:§>—*~SES* SEP——> E + P+ S

SES,”

Figura 5.22. Mecanisme proposat per a la hidrolisi de subssiatetics per part de la 1,3-1,4-
S-glucanasa deéBacillus licheniformis que inclou la unié a un seti regulador de I'atdiv
enzimatica necessaria per a la formacié6 del comppesductiu, i posterior canvi
conformacional.

En base a aquest model, a la figura 5.23 es mebktracanisme que es proposa que
hagi assolit I'estat estacionari inicial, previ’aclumulacié de producte de reaccid, a
partir del qual s’obté I'equacio de la velocitatial (equacio 5.18). Tant en la deducci6
de les equacions de velocitat iniciaf) (@om de velocitat en estat estacionari fing) (v
s’han obviat les etapes d’inhibicio acompetitiva abstrat.

Ko Kl
E E'+S
* k2 *
SE SES*JSEP—> E'+P+S

Figura 5.23. Mecanisme que es proposa que hagi assolit un pestat estacionari anterior a
I'acumulaci6é de producte de reaccid, que es doma @@onseqléncia de les etapes lentes de
canvi conformaciond; i Kg del mecanisme de la figura 5.22.

176



Cinetiques en estat preestacionari

Aixi doncs, I'equacio de velocitat inicial és:

Y= k2'[f°] Equaci6 5.18.
1+6-{1+4-(1+ KO)}

s L [s]

onKo = [EV[E], i Keat = ko.

Suposant que la unié al seti regulador és moltfaréa que la unid al centre actilf4
Ks << Ky, Kg) i que, per tant, s’ha treballat a una [S]k# I'equacio 5.18 se simplifica
en I'equacio 5.19:

Equacio 5.19.

Un cop assolit I'estat estacionari final, 'equadi® velocitat del mecanisme sencer fent
les mateixes assumpcions que en la deduccié deldmitat inicial (i sense tenir en
compte la inhibicié acompetitiva) és:

K,
| E
vV, = 1+ K, [ 0] Equacié 5.20
= Ka'(1+ K7) a S
+
[S]'(1+ Ks)
de manera que:
kcat,i = kcat,ss'(l+ KS) I (kcat / KM )i = (kcat / KM )ss'(l+ K7)
Equaci6 5.21. Equaci6 5.22.

A la taula 5.9 es presenten els valors obtinguta e i Kg aplicant les equacions 5.21 i
5.22 als valors de la taula 5.8. Els valorKgesdn menys exactes que elskdeja que
amb els resultats obtinguts no s’ha pogut detemmamab precisié l'efecte de la
inhibicié acompetitiva, que afecta el valorldg pero no afecta el valor dg,/Ky. Tot i
aixi, els valors de les dues constants d’equikion forca semblants, i s’observa una
certa tendéncia de Id; amb la reactivitat del substrat, de manera que nmnys
reactiu és el substrat més gran és la constanuitleg del canvi conformacional.
Aquest resultat és coherent amb un mecanisme enlagwénstant d’equilibri de
formacio del complex productiu és similar per aferénts substrats, ja que, en aguest
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cas, com menys reactiu és el substrat més grama@mntentracié dels complexos SE
SES, i més importancia pren la segona branca.

Taula 5.9. Valors per a les constants de canvi conformacidGai Kg corresponents al
mecanisme de la figura 5.22, calculats a partis gakametres cinetics dels estats estacionaris
inicial (anterior als canvis conformacionals) i din aplicant les equacions 5.21 i 5.22.
Condicions experimentals: tampé 87 mM fosfat, 6M oitrat, pH 7.2, 0.1 mM Cagl 30 °C, i

en cada cas la concentracié d’enzim necessariipae poder seguir les cinétiques ([E] = 11.9
uM (18); [E] = 12.3uM (22); [E] = 0.98uM (28); [E] = 8.9uM (23i 70)).

Substrat K- Ks
G4G3G-MU (L) 13 15
G4G3G-3,4DNPZ1) 8 5
G4G3G-2,4DNPZ8) 1
G4G4G3G-MU 23 6 9
G4G4G4G3G-MU 70) 6 7

Pel que fa a I'equacio de k3ys associada a aquest mecanisme, s’han realitzatariea
d’assumpcions per tal de simplificar-ne la dedudqeure apéendix 2). D’'una banda, i
donat que no és un tret que s’observi per igualaptts els substrats, s’ha obviat la
inhibicié acompetitiva. D’altra banda, s’ha torraatconsiderar que l'afinitat del seti
regulador per substrat és superior a la del cawtre, i per glestions matematiques, que
k7~ kg. Finalment I'expressié deduida per &Jg és:

Equaci6 5.23.

Segons aguesta equacio Kas és relativament independent de la concentracié de
substrat siK; = Kg, ja que a baixes concentracions de substrat eieprierme de
I'equacio 5.23 és el que pren meés importancia anakdss~ k7 + k7, i @ concentracions

de substrat elevades, el terme de més pes passalassgon terme del sumatori klgs

~ kg + kg. Els valors calculats de les dues constants dei camformacional per als
diferents substrats sOn bastant semblants (ta@p 8e manera que amb aquesta
equacio podrien explicar-se els resultats obtingnties cinétiques de flux interromput.

5.2.3. Dependéncia de les cinétiques en estat ptaesnari amb el pH

S’ha avaluat la influencia del pH en la hidrolisi dompost G4G3G-3,4DNP realitzant
les cinetiques a 5 pH diferents per sobre #gldel fenol lliure (Ka, 3 4-dinitrofenoi= 5.36),
amb la finalitat que el senyal corresponent a ikagla alliberada sigui suficient per tal
de poder detectar la fase d’acumulacié de prod@dseresultats obtinguts es presenten
ales taules 5.10, 5.11 i 5.12.
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Taula 5.10.Dependeéncia de la,,s amb el pH en la hidrolisi del G4G3G-3,4DNP amH. Ja-
1,48-glucanasa d8acillus licheniformis Condicions experimentals: tamp6 87 mM fosfat, 6.5
mM citrat, 0.1 mM CagGl 30 °C, la concentracié d’enzim emprada a cada’ipidica a la taula.

El valor de lak,,s S’ha obtingut per ajust de I'equacio 5.6 a lesdsaobtingudes mesurant
I'absorbancia a 400 nm.

pH 6.23 pH 6.76 pH 7.18
[wt] = 2.66 uM [wi] = 2.78uM [wt] = 12.3uM
[S]/ mM Kobs/ S* [S]/ mM Kobs! S* [S]/ mM Kops/ S*
0.925 46+ 3 1.015 61+ 7 0.845 67+2
0.617 51+3 0.677 65+ 4 0.565 64+ 2
0.463 46+ 3 0.508 65+ 2 0.423 65+ 2
0.308 50+ 3 0.338 63+ 2 0.212 55+ 2
0.231 46+ 2 0.254 66+ 3 0.106 AT+ 2
0.116 42+ 2 0.127 63+5 0.053 50+ 3
0.058 25+ 3 0.063 63+ 17 0.027 32+6
0.029 17+ 2 0.032 60+ 15
pH 7.8 pH 8.25
[wi] = 11.7 uM [wi] = 11.4uM
[S]/ mM Kobs/ S™ [S]/ mM Kobs/ S™
0.900 62+ 2 1.000 85+ 5
0.600 50+ 1 0.750 68+ 2
0.450 66+ 2 0.500 69+ 5
0.225 44+ 3 0.375 71+ 3
0.113 53+ 10 0.188 56+ 5
0.057 46+ 3 0.092 53+ 8
0.029 55+ 10

Es comprova que la,ps N0 segueix una tendencia clara amb el pH i esgpddrque en

la majoria dels casos els valors se situen en ajende 60 + 20. D’altra banda, a pH
6.23 i, d'una forma una mica menys significativapld 8.25 sembla que a baixes
concentracions de substraklgsaugmenta en augmentar la concentracié de substrat.
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Pel que fa a I'amplitud de la fase exponencial @mprova que €s proporcional a
I'activitat enzimatica, augmentant amb la concendrale substrat i dins del marge de
pH estudiat, disminuint en augmentar el pH (tauld p

Taula 5.11.Dependencia de I'amplitud de la fase d’acumula@d@dbducte amb el pH en la
hidrolisi del G4G3G-3,4ADNP amb la 1,3-1443lucanasa d8acillus licheniformis Condicions
experimentals: tampé 87 mM fosfat, 6.5 mM citratl @M CaC}, 30 °C, la concentraci6
d’enzim emprada a cada pH s’indica a la taula. [pltond de la fase d’acumulacié de producte
s’ha obtingut per ajust de I'equacio 5.6 a lesdsasbtingudes mesurant I'absorbancia a 400 nm,
i posteriorment s’ha convertit a concentracio dedpcte alliberat fent servir I'absortivitat del
3,4DNP a cada pH.

pH 6.23 pH 6.76 pH 7.18
[wt] = 2.66uM [wt] = 2.78uM [wt] =12.3uM
[S]/ mM AP/[wt]o [S]/ mM AP/[wt]o [S]/ mM AP/[wt]o
0.925 1.15 1.015 0.65 0.845 0.36
0.617 0.82 0.677 0.68 0.565 0.34
0.463 0.68 0.508 0.67 0.423 0.30
0.308 0.54 0.338 0.59 0.212 0.25
0.231 0.48 0.254 0.47 0.106 0.14
0.116 0.29 0.127 0.32 0.053 0.07
0.058 0.17 0.063 0.20 0.027 0.04
0.029 0.07 0.032 0.10
pH 7.8 pH 8.25
[wt] = 11.7uM [wt] =11.4uM
[S]/ mM AP/[wt]o [S]/ mM AP/[wt]o

0.900 0.23 1.000 0.19

0.600 0.28 0.750 0.16

0.450 0.22 0.500 0.13

0.225 0.14 0.375 0.12

0.113 0.07 0.188 0.07

0.057 0.04 0.092 0.04

0.029 0.03
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En quant a la velocitat d’estat estacionari asaoluh cop finalitzada la fase

exponencial, es comprova que aquesta és deperartet la concentracié de substrat
com del pH amb un maxim al voltant de pH 6.5 i drermt en augmentar el pH (taula

5.12).

Taula 5.12.Dependéncia de la velocitat d’estat estacionaail f{v,9 amb el pH en la hidrolisi
del G4G3G-3,4ADNP amb la 1,3-1f4glucanasa deBacillus licheniformis Condicions

experimentals: tampé 87 mM fosfat, 6.5 mM citral @M CaC}, 30 °C, la concentracio
d’enzim emprada a cada pH s’indica a la taula.d@Pealcul de la ¥[E], en §', s’ha fet servir

I'absortivitat del 3,4DNP a 400 nm als diferents. pH

pH 6.23 pH 6.76 pH 7.18
[wt] = 2.66 uM [wi] = 2.78uM [wt] = 12.3uM
[S]/mM  (ved[wt]o) /ST [S]/mM  (ved[wt]o) /st [S]/mM  (ved[wt]g) /st
0.925 5.341 1.015 4.663 0.845 2.840
0.617 4.587 0.677 4.556 0.565 2.956
0.463 3.826 0.508 3.981 0.423 2.416
0.308 3.079 0.338 3.387 0.212 1.788
0.231 2.506 0.254 2.665 0.106 0.916
0.116 1.410 0.127 1.804 0.053 0.470
0.058 0.789 0.063 1.022 0.027 0.231
0.029 0.356 0.032 0.561
pH 7.8 pH 8.25
[wi] = 11.7 uM [wi] = 11.4uM
[S]/mM  (ved[wt]o) /st [S]/mM  (ved[wi]g) / st

0.900 1.000 1.153

0.600 1.463 0.750 0.946

0.450 1.194 0.500 0.759

0.225 0.765 0.375 0.575

0.113 0.378 0.188 0.376

0.057 0.210 0.092 0.191

0.029 0.106

Finalment es pot dir que la relacio del paramedsgi v )inicial (Keal Km)ss €S relativament
constant (taula 5.13), cosa que indica que dinsntige de pH estudiat, el canvi
conformacional del complex no productiu, S& SE , és relativament independent del
pH, i en el cas del substrat G4G3G-3,4DNP Klapren un valor proper a 9. Es
comprova que ellf, obtingut després del canvi conformacional és Qugats de pH
inferior a I'obtingut a partir dels valors inicialBgura 5.24), la qual cosa indica que el
canvi conformacional situa el residu que actua eoactid general en un microentorn
lleugerament més hidrofilic.
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Taula 5.13.Valors dek.,/Ky i K7 obtinguts en la hidrolisi del G4G3G-3,4DNP a difetis pH

per part de la 1,3-14-glucanasa deacillus licheniformis Els parametres inicials s’han
obtingut a partir dels valors de calculats aplicant I'equacidé 5.17els parametres d’estat
estacionari s’han obtingut a partir de la velocititstada a la part lineal de les traces aplicant
'equaci6 5.6. Els valors deK; s’han obtingut aplicant I'equacié 5.22. Condicions
experimentals: tampd 87 mM fosfat, 6.5 mM citraf, @M CaC}, 30 °C, les concentracions
d’enzim i substrat a cada pH so6n les indicades talgles 5.10, 5.11i 5.12.

PH  (KealKm)inicial / MM TS (KeadKi)ss/ MM 5T K

6.23 130 + 28 15+1 8

6.76 199 + 94 17+ 2 11

7.20 100 + 6 11+ 0.5 8

7.80 39+18 41+0.9 9

8.25 21 +12 2.2+0.6 9
18
. 200- T 16,
= £ 14-
-'E 150 "o 124
@ "5 104
5 100- s g
X 50- < 4
53 x§ 21
0- = 0

60 65 70 75 80 85 60 65 70 7.5 80 85
pH pH

Figura 5.24. Dependéncia dels valors dea{Kw)iniciai | d€ Keal Km)estat estaciona® 12 1,3-1,45-
glucanasa déacillus licheniformé amb el pH, obtinguts a partir de les cinéetiquesfldx
interromput.

5.3. Conclusions

» Les diferents cinetiques en estat preestaciomalfedzim salvatge i el mutant inactiu
E134A de la 1,3-1,#-glucanasa deBacillus licheniformisamb aril g-glicosids
presenten un aspecte molt similar, i els resutibtBiguts a partir dels parametres que
les caracteritzen apunten a un comportament setnalaivell d’'unié de lligands. La
traca es caracteritza per una fase de retardamama durada aproximada de 30 ms,
seguida d'un decaiment monoexponencial del seqyal.en el cas de I'enzim salvatge
acaba assolint la velocitat d’estat estacionari.
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» El mecanisme més senzill que permet explicar i@ del G4G3G-MU al mutant
inactiu E134A de la 1,3-1,4-glucanasa comporta l'alternanca de dues etapearde
conformacional amb dues etapes d’'uni6 de substrat :

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

Aquest mecanisme implica el desplacament d’un igupréviament existent entre les
poblacions de dues conformacions enzimatiques,acoesposta a la unio del substrat al
centre actiu per tal de formar el complex produd@muest, al seu torn esta sotmes a un
canvi conformacional que comporta la unié d'unaosegmolecula de substrat. Perque
aguesta primera etapa d’equilibri entre les duedocmacions enzimatiques es faci
evident a les cinétiques la conformacio E ha dersst més estable que la conformacio
E’, perd ha de ser incapa¢ d’unir substrat, de fayo@el que es mesura a l'etapa de
retardament sigui I'establiment d’'un nou equilipoblacional induit per la presencia del
substrat.

» La magnitud de la fase d’acumulacioé en les cingigde I'enzim salvatge amb el
substrat G4G3G-2,4DNP permet descartar que la ,4;B-@lucanasa catalitzi la
hidrolisi de glicosids a través del mecanisme bdsicetencié de configuracio. A més,
la manca de dependéncia del valor dedaenfront de la reactivitat del substrat o de les
condicions de reaccié (diferents pH) indica queapa lenta causant de la fase
d’acumulacié no és cap de les etapes catalitiques.

» Els diferents resultats obtinguts en les cinesgere estat preestacionari amb I'enzim
salvatge permeten proposar el seglent mecanismdradibi per a la 1,3-1,4-
glucanasa:

Ko K1 . .
Em~<——FE + S=——>ES SEPS

J J S
Ka S %5 SJLKH
/ Ke k2 ks
SE ;“SES* SEP——>E'+P+S
X

4 J
k7|lk7 S I(—8 LKS

SES,”

Segons aquest mecanisme, la 1,3flglucanasa tindria un seti regulador de I'activitat
enzimatica que se satura a baixa concentracio lustrat; amb una unié no-productiva
forta (formaci6 del complex SE Aquesta uni6, que és necessaria perqué es frmi
complex productiu, SESes déna junt amb la unié del substrat al certiie an la fase
de retardament. Perqué la fase de retardament ividgterminada pel canvi
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conformacional previ de I'enzim, les dues etapegnid han de ser rapides. A
continuacié les dues espécies $ESES experimenten un canvi conformacional lent
governat per l&ops de la fase d’acumulacié, en qué es transformdesaspécies SE
(no productiva) i SES (que és inactiva 0 menys activa que §E@spectivament. Per
als substrats que, a meés, presenten inhibicié aettmp per substrat hi ha una darrera
etapa de formacié del complex quaternari. Aquestébicio es pot donar tant sobre el
complex ternari SES (formant el complex SES) com sobre I'intermedi de reaccié
SEP (formant el complex SEPS

> El canvi conformacional del complex S&bmporta una petita variacié en el valor de
pK, que s’assigna al residu que actua d’acid/basergle(e Glu138), que indica que
com a resultat del canvi conformacional aquestdreses troba en un entorn
lleugerament més hidrofilic.
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