Apendix 1. Cinetiques en estat preestacionari amb
proteines que uneixen carbohidrats

A continuacio es presenten dos exemples d’aplicdeidinétiques d’estat preestacionari
en el cas de proteines que uneixen carbohidratd Aguests dos exemples es vol
mostrar, d’'una banda, que arribar a la deducci@ decanisme enzimatic a partir de
les cinétiques en estat preestacionari no és saimgpeoces directe i senzill, i de I'altra,
que per tal d’'arribar a proposar un mecanismefaat®i generalment s’ha de recorrer
als resultats obtinguts amb altres tecniques odoéigies.

Al.1. Concanavalina A

La concanavalina A és una lectina (proteina serdiitat catalitica que uneix
carbohidrats) capac¢ d’enllacar diferents monosdsaricom a consequencia pot unir-se
a superficies cel-lulars on té importants propsabailogiques. Al 1980 es realitzen una
série de cinétiques d’unio en estat preestaci@mab monosacarids derivatitzats [1], en
qué es mesura la variacié d’absorbancia o fluoresadlel lligand. En tots els casos les
cinetiques sdn monoexponencials i com a consecgiérmiriba a la conclusié que la
unio es dona en una Unica etapa bimolecular (figdra).
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Figura Al.1. Esquema proposat per a la unié del lligand pdrdeta concanavalina A a partir
dels resultats obtinguts amb monosacarids dezedsit

D’altra banda, estudiant el fenomen d'uni6 amb altids de diferent grau de
polimeritzacié6 es comprova que la uni6 del monasdc@resenta una cinética
monoexponencial, la del disacarid una biexponendalla del trisacarid una
triexponencial [2, 3]. El fet que s’hagi pogut digir els diferents complexos comporta
que les cinetiques d’establiment dels diferentsilibgis, i/o les propietats optiques
associades a cada complex son clarament diferéesigkquests resultats indiquen que
la unié de lligands a la concanavalina A és méspbexa del que s’havia pensat en un
primer moment. Com el més general és que els tigae la mateixa familia tinguin un
mecanisme d’'unié comu, els diferents grups estudiesm models diferents per tal
d’explicar els resultats obtinguts amb els difegsestbstrats. El primer suposa una unio
rapida proteina-lligand, seguida d'un o més canwisformacionals lents del complex
inicial format (model A de la figura Al.2). La segoimplica una serie d’etapes rapides
i indistingibles kassociacisrapides) de formacié de diferents complexos pmatdiigand
(tants com unitats de monomer conformin el lligarsgguides per un establiment lent
de I'equilibri poblacional dels diferents complex@Sissociacis l€ntes), que dona lloc a
tants esdeveniments exponencials com complexagmen (model B a la figura A1.2).
En base a aquest model, i tenint en compte quertaotdinamica d’'unié de diferents
mannooligosacarids a la concanavalina A semblacandijue el centre d’'unié de la
proteina esta format per un unic subseti [4, 5]pegposa que hi ha tantes formes
d’unié, com monomers conformen el substrat.
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Figura Al.2. Possibles models per a la unié de la mannotrioka @oncanavalina A, on P
representa la proteina i L, I'oligosacariodel A.: Dues etapes de canvi conformacional
segueixen a I'etapa bimolecular de formacio delglemproteina-lligandviodel B: Després de
tres etapes rapides i indistingibles de formacidrele complexos diferents proteina-lligand, en
gué en cada cas s’uneix a la proteina una unitatadeopiranosa diferent, es produeixen una
serie d’etapes lentes d’establiment de I'equildeis diferents complexos, donant lloc a tantes
exponencials com complexos s’han format.

Si bé els dos models poden ajustar-se als resuitataguts a les cinétiques, els
diferents grups aposten pel model B. D’'una banda) @l model A no hi ha una
explicacio senzilla per a la relacié directa quedésa entre el nombre de canvis
conformacionals i la longitud del lligand; mentngegen el model B, aquesta relacio es
deriva del mateix model. En aquest sentit, és qdaiment remarcable el fet que amb
el monosacarid la cinética sigui sempre monoexpmaknrespongui a una Unica etapa
bimolecular, ja sigui emprant metodes de flux iarput, o cinétiques de relaxacio [1,
6-8]. Aquest és el comportament logic per a un reaoarid en aplicar el model B, pero
seguint el model A, no és obvi explicar el perque ghauria de donar el canvi
conformacional. Una altra dada experimental a fal@rmodel B és que les constants
de velocitat per a les diferents etapes d'assarideierminades aplicant aguest model
tenen uns valors comparables, que és un dels sspfee s’assumeix en el seu
plantejament.

Aquest és un exemple de com en pot arribar a setodwlexa una etapa d'unid
proteina-carbohidrat, i potser es deu precisamdpt gue la concanavalina A no sigui
un enzim. Els enzims estabilitzen preferentmestiietura de I'estat de transicioé sobre
I'estructura en estat fonamental dels seus lligaahb |a finalitat basica de catalitzar la
reaccio pertinent. Per tant, I'enzim busca unirtaiorent el seu lligand amb una
estructura diferent a la que presenta en soluaidelg enzims les etapes d’'unio de
substrat solen ser etapes bimoleculars, seguidesalgans casos de canvis
conformacionals que ajuden a assolir I'estruct@d’'@stat de transicid. Pero en el cas
de proteines que no catalitzen cap reaccio, ne@sssari que es doni aquesta unio forta
amb el lligand. Aquestes proteines, com poden eseipfoteines de reconeixement o
transport, interaccionen amb I'estat fonamentallagnd i és possible que una manera
d’augmentar la seva eficiencia sigui desenvolup@rehts maneres de reconeixer el
lligand, o tenir diferents punts d’ancoratge anfereént afinitat.
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Al.2. Glucoamilasa

La glucoamilasa és una exohidrolasa que hidrolitndats deD-glucopiranosa de
I'extrem no reductor del midé i poli- i oligosaadsirelacionats, amb preferencia per a
la hidrolisi d’enllacosz-1,4 sobre el#-1,6 [9, 10]. El seu centre actiu esta format per
set subsetis, sis per I'extrem reductor i un p@xtitem no-reductor [11-13]. En el marc
de l'estudi mecanistic d’aquest enzim, diferentgogrvan complementar els estudis en
estat estacionari amb estudis en estat preestacim® glucoamilases de diferents
families o espécies. Aprofitant la presencia deemios triptofans implicats en les
interaccions amb substrats i inhibidors [11, 12, 18], causant disminucions i
augments de la fluorescencia intrinseca de I'enzm, els experiments de flux
interromput precisament han mesurat aquests calwigluorescencia. Els primers
estudis es van realitzar amb la glucoamilasaRdigopus niveus, aprofundint en la
hidrolisi de maltodextrines [16] i maltosa [17]a unid de I'inhibidor gluconolactona
[17, 18]; en tots els casos s’observen cinetiquesaexponencials, en que ks
mostra una dependéncia creixent amb la concentdaciligand fins arribar a saturacio.
Les cinetiques s’interpreten com una primera etapelecular rapida d’'unié enzim-
lligand, seguida d’'una etapa lenta d’'isomeritzacjgg és on es dona el canvi de
fluorescencia observat, seguides per les etapaiiticates en el cas dels substrats.
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Figura Al1.3. Mecanisme catalitic proposat per a la glucoamities&hizopus niveus, on G,
representen els substrats de diferent grau de @dlizacio, EG el complex enzim-substrat no
productiu, i EG, el complex productiuk; i K, = ky/k,, s6n les constants d’equilibri de I'etapa
bimolecular i unimolecular, respectivament, i Ka és la constant de velocitat de I'etapa
catalitica. En el cas dels inhibidors el mecanistaeaba després de la formacio dEG

Els resultats indiquen que en la primera etapligahld s’uneix a I'enzim feblement i en
la segona etapa la unié es fa més forta. Tot i@unaturalesa de la isomeritzacio pot ser
una relocalitzacio del substrat dins del centraugan canvi conformacional de I'enzim
o un canvi conformacional del substrat, els aufbi$ es decanten per una resituacio
del substrat. Aquest, en una primera etapa, saiaitienzim de forma no productiva en
el subseti +1, que per estudis de mapatge de cactiteés el que té una major afinitat
per substrat, i després s’acabaria unint al cextiie a partir del subseti -1 en endavant,
formant el complex productiu (figura Al1.4).
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Figura Al.4. Model d’'unié de lligands a la glucoamilasa propgsea Hiromiet al.
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En els estudis amb la glucoamilas#®\gliergillus niger també s’avalua la unié d’'un
inhibidor, la gluconolactona [19], i de diferentsbstrats [19, 20] per variacio de la
fluorescencia intrinseca de I'enzim. Es comprove lguuniéo de maltooligosacarids de
grau de polimeritzacié entre 2 i 5 es caracterfizgh mateix mecanisme descrit per
Hiromi et al., en que després d’'una etapa d’'unié enzim-subieipé¢ hi ha una etapa
unimolecular que genera un complex enzim-substiaarhent unit. Ara bé, aquests
autors discrepen respecte del model d’'unié propesatl cas de la glucoamilasa de
Rhizopus niveus. Argumenten que si el subseti +1 és, de llunygue presenta una
major afinitat per lligand no té sentit que el pgmecomplex que es genera, amb unio en
aquest subseti, sigui feble, i que després, elsiejpmament a altres subsetis, que no
tenen una contribucio significativa en I'afinitagrpsubstrat [11], provoqui I'enfortiment
de la interaccid. Per contra, proposen que I'etlapmlecular comporta unié al subseti
-1, o conjuntament als subsetis -1 i +1 (donatejuarrer és el que mostra una major
afinitat per substrat segons el mapatge del cewtig), formant el complex productiu
en aquesta primera etapa, i que l'etapa unimolecplasterior, és un canvi
conformacional, que és el responsable de I'enferinde la unié [19]. Més endavant,
tant el grup de Svenssehal., realitzant I'analisi de diferents mutants deahtee actiu

de la glucoamilasa [21, 22], com Natarajan i Siebasant-se en la comparacio de les
constants d’associacidK{) per a la unié de glucosa i maltosa en estat {@eiesari
[23], troben que en I'estat fonamental el subskfpresenta major afinitat per substrat
que el subseti +1, contradient els resultats deatgapdel centre actiu de Hiromi en que
s’havien basat tots els estudis anteriors. D’aguestnera els dos grups donen suport a
la proposta d’'unié productiva seguida de canvi eonfcional, i a més presenten com a
model més probable I'opcié d’'unié inicial al subsdt (modela de la figura Al.5).
Proposen que després d’'una primera interaccio,febanvi conformacional posterior
augmenta I'afinitat per substrat dels subsetisedrem reductor.
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Figura A1.5. Models d’'unié proposats per a la glucoamilasa3yemssoret al. a) Unié inicial
al subseti -1 i canvi conformacional posterib). Unid inicial als subsetis -1 i +1 i canvi
conformacional posterior.

Una altra conclusio a la que s’arriba amb la gluutesa dAspergillus niger és que no

tots els lligands s’'uneixen a l'enzim fent servguast mecanisme basic. Aixi, a
diferencia del mecanisme d’hidrolisi de la maltadaje la isomaltosa implica una etapa
addicional. Els resultats de les cinétiques ert @s&estacionari sén similars en el cas
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dels dos substrats, pero la divergencia entrelef da laKy calculada a partir del canvi
de fluorescencia en estat preestacionari, i elad€yl calculada en estat estacionari,
essent aquesta darrera un ordre de magnitud infégondicatiu d’'una etapa addicional
de canvi conformacional en el mecanisme propo$t(fijura A1.6).

K1 K2 k3 k4
E+G——EG=——EG ——EG"™—>E+P
k.1 ko k.3

Figura A1.6. Model proposat per a la unié de la isomaltosa gluaoamilasa dispergillus
niger en qué després d’'una primera etapa bimoleculari@’enzim-substrat, es donen dues
etapes consecutives de canvi conformacional.

Svenssonet al. proposen encara un tercer mecanisme per a la deibinhibidor
gluconolactona. Lakops Segueix una dependéncia hiperbolica amb la coramadt
d’inhibidor, igual que havia observat el grup dedri et al., pero la dependencia dels
valors d’equilibri de la variacid de fluorescéneidF(G, «)- amb la concentracio
d’inhibidor no es correspon amb la unié d’'una sulalecula de lligand. Generalment,
en les cinétiques en estat preestacionari no siavaldependéncia de la magnitud de la
fase d’acumulacié amb la concentracio de lligaadgye les equacions s6n molt més
complexes que les dgys pero una inspeccio a nivell qualitatiu pot apoidormacio
interessant, com és el cas de la unio de la gldactoma a la glucoamilasa. Les analisis
de la magnitud de la fase d’acumulacié s’ajustem anodel que implica la interaccié
independent de dues molécules d’inhibidor amb lacagmilasa. Una d’aquestes
aparentment €s una associacié rapida en qué lamgllactona s’'uneix feblement,
mentre que laltra, comporta una associacié rapskguida per un canvi
conformacional. A la figura A1.7 es presenta el elqutoposat pel grup de Svensson
per a la unié de la gluconolactona a la glucoaraitB&spergillus niger.
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Figura A1.7. Model d'uni6 de la gluconolactona a la glucoangld®spergillus niger.

Un tercer grup de treball realitza cinetiques e@atgweestacionari amb la glucoamilasa
d’Aspergillus awamori. Com una part dels seus estudis mecanistics,avels efectes

isotopics de dissolvent tant en estat estaciomam en estat preestacionari, comparant
les velocitats de reaccié en®li D,O [24]. Aquestes investigacions sén particularment
Gtils per a I'estudi de mecanismes en que es daaaoumeés transferencies de proto,
sempre i quan I'etapa determinant de la velocitatedccio sigui la de transferéncia de
protd. A ligual que en els estudis ja esmentdiseon/en que la traca de la cinética de
reaccié en estat preestacionari s’ajusta a una expooencial, i que la dependencia de
la kops @amb la concentracié de substrat és hiperbolicapl&htejament global del
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mecanisme és, per tant, igual al que s’havia fet &l moment: una primera etapa
d’'uni6 enzim-substrat, seguida d’'una etapa d’douili finalment una darrera etapa
irreversible. La novetat que introdueix aquest géspla interpretacié que fan de les
diferents etapes de la reacci6. Fins al momentigharoposat que I'etapa lenta en la
catalisi de la glucoamilasa era l'etapa dhidrolisique les dues etapes préevies
corresponien a la formacid del complex de Michadliatarajan i Sierks proposen que
I'etapa lenta correspon a l'alliberament del prddude reaccid, de manera que es forma
el complex de Michaelis a la primera etapa i asgigia segona etapa al procés
hidrolitic (figura A1.8). No descarten que es pwgulonar etapes de canvis
conformacionals unides a la unié del substrat, pepdestes serien massa rapides per
poder-les distingir de la primera etapa d’unio.

K1 K2 . ks
E+Gh=< EGh——EG, —>E+P
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Formaci6é complex de Michaelis  hidrolisi

Kl‘ K2 . ks
E+Gh=< EGh——EG, —>E+P

Complex de  hidrolisi  alliberament
Michaelis de producte

Figura A1.8. Mecanismes proposats per a la hidrolisi de suissprer part de la glucoamilasa.
A dalt, mecanisme proposat pels grups de HironvenSson. A baix, mecanisme proposat per
Natarajan i Sierks.

L’evidéncia que I'etapa lenta és la d’alliberamdal producte es basa en cinétiques en
estat estacionari amb I'enzim salvatge i diferemtsitants de la glucoamilasa
d’Aspergillus awamori, fent servir com a substrats el fluorumgjlicosil i diversos
oligosacarids [25, 26], i es ratifica més tard mast la velocitat de reacci6 amb
solvents de diferent viscositat [27]. Es comproua §i bé les mutacions no influeixen
en els parametres cinétics per a la hidrolisi Weréir d'a-glicosil, si que ho fan en la
hidrolisi dels oligosacarids, de manera quekigsd’alguns mutants son molt inferiors a
les de I'enzim salvatge. En la reaccié amb el finake glicosil es considera que I'etapa
d’alliberament de producte pot obviar-se, ja quélu@rur (que és el producte de la
reaccio d’hidrolisi) difon al medi de forma immeiaPer tant, la manca de variacio de
la velocitat d’hidrolisi del fluorur de glicosil & els diferents enzims, S’interpreta en el
sentit que les mutacions estudiades no afectapbetatalitica. Seguint el raonament, si
I'etapa hidrolitica no es veu afectada per les oiates ha d’haver una etapa associada a
la hidrolisi del substrat que és la que disminugxvelocitat en els diferents mutants, i
s’'associa a la d'alliberament del producte d’higiolA més, comproven que en la
hidrolisi de maltosa per part de I'enzim salvatge siobserva un efecte isotopic
significatiu sobre lak:s, que és un resultat indicatiu que l'etapa deteamtirde la
reaccié no és l'etapa hidrolitica. Aixi doncsksgs I'etapa d’alliberament del producte
de reaccio, la&; només pot ser la constant d’equilibri de I'etaplaidiolisi. En les
cinétiques en estat preestacionari tarkzlaom lak, disminueixen a la meitat en,O
respecte de les velocitats respectives ¢@,Ha qual cosa quadra amb la reversibilitat
microscopica de la reaccio hidrolitica, i confirmae la hidrolisi té lloc en aquesta
etapa.

Vi
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El mecanisme proposat per Natarajan i Sierks néd asteptat per tota la comunitat
cientifica, que opina que tot i les proves aposadehi ha d'altres que contradiuen
aguest mecanisme [21, 22, 28]. Les opinions caafraes basen en tres tipus de
resultats diferents. D’'una banda, posen en dubée I'qlliberament del producte de
reacci6 sigui I'etapa lenta donada la poca afirjtad té la glucoamilasa per la glucosa
[11], que és el producte de reaccié. Daltra baraddet que les cinétigues en estat
preestacionari de diferents mutants, que afectatiferent mesura l'activitat enzimatica
en estat estacionari, no impliqui una disminucipanant de les constants de velocitat
de la segona etapa (que si fos l'etapa hidrolitiearia de seguir els canvis que
s’observen en I'estat estacionari) [20-22, 29]eaixdubtes respecte que la segona etapa
es tracti de I'etapa hidrolitica. Finalment, el dete el perfil dek.;: amb el pH en estat
estacionari segueixi la ionitzacié dels residusaléats [9, 30, 31], com correspondria si
I'etapa determinant de la velocitat de reaccidl'fstapa d’hidrolisi, contradiu una etapa
lenta d’alliberament del producte; a més, el mapeiKil de pH en estat preestacionari
mostra que no hi ha variacio significativa de lesstants de velocitat de la segona
etapa en canviar 'estat de protonacié del resigi agtua com a acid general [28]. De
fet, en el cas de la glucoamilas@giergillus niger la disminucié de., a la meitat en
presencia de IO, indica que per a aquest enzim, l'etapa hidoalites I'etapa
determinant de la velocitat de reaccio [32].

Finalment, hi ha un quart grup que estudia lestignés de la glucoamilasa de
Clostridium sp. GO0O05. Les cinétiques en estat preestacidealenzim salvatge amb
maltotriosa mostren dues relaxacions, primer usanitiucio rapida de fluorescencia
seguida d'un augment lent [33]. El fet que hi hafyies relaxacions tan ben
diferenciades indica que al mecanisme hi ha méduds etapes. Els autors descarten
que l'augment de la intensitat de fluorescencialisdpgut a I'etapa hidrolitica. De
manera que en aquesta glucoamilasa els resulggtsten a un model amb una etapa
addicional abans de I'etapa hidrolitica (figura %1 de forma similar al que es proposa
per a la hidrolisi de la isomaltosa en el cas dguaoamilasa dispergillus niger [19].

En alguns mutants de I'enzim @ostridium no s’observa la segona exponencial, i en
aguests casos es proposa que l'etapa bimolecular seguida per un Unic canvi
intramolecular lent d’'un complex enzim-substranaalire.

K1 K2 k3 k4
E+ L———Ela<——ElLy~——FELc—>E+P
k.1 ) k.3

Figura A1.9. Mecanisme proposat per a la glucoamilas€ldstridium, en que els complexos
EL, EL, i EL. so6n diferents conformacions del complex enzim-sabs

El cas de la glucoamilasa és un exemple clar depmatan arribar a ser d'importants les
dades addicionals provinents d’experiments d’'essédcionari per tal d’interpretar els
resultats en estat preestacionari (en aguest kcasgmatge del centre actiu, els estudis
amb diferents mutants i substrats, la dependemrciasdconstants cinetiques amb el pH i
la viscositat, i els estudis d’efectes isotopibdalgrat tots aquests resultats, els diferents
grups no es posen d’acord, i continua havent-hicaasent dues interpretacions del
mecanisme senzill de tres etapes. El fet que @snants exposats en contra del
mecanisme proposat per Natarajan i Sierks no gihaiingut a partir dels resultats

Vi
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obtinguts amb la glucoamilasaAdpergillus awamori, sind d’altres subespecies, fa
possible que sobre el mecanisme basic de tressetagu@unament acceptat per tots els
grups, la velocitat relativa de les diferents esage reaccié varii en funcio de I'espécie
o familia, de manera que totes les propostes sigoirectes. A més, el fet que la
glucoamilasa deClostridium o la mateixa glucoamilasa Apergillus niger mostrin
etapes addicionals i formes d’'unié alternativesfiercié del lligand, fa pensar en un
mecanisme obert, que permet adaptar-se a lesrtgazecumstancies en cada cas.
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Apendix 2. Deduccio de parametres cinetics en estat
preestacionari

A2.1 Deduccio dekgps

En aquest apéndix es realitza la deduccio de lesgid de lakops per als diferents
mecanismes proposats en el capitol 5. Per talallédales deduccions s’ha aplicat la
simplificacié de considerar que, en comparacié #etbpa lenta que dona lloc al canvi
de senyal en estat preestacionari, la resta d®tag@n en equilibri rapid. A més es
parteix de la base que a la 1,3-f;d4lucanasa ddéacillus licheniformis I'etapa de
glicosidacio és més lenta que la de desglicosidégié< ks). S’ha obviat la deduccié
per als mecanismes senzills donat que sén equagiengoden trobar-se en diferents
llibres d’enzimologia [1, 2].

Model 1. Unié enzim-lligand: Mecanisme descrit pea la fase d’acumulacié

En aquest mecanisme la unié d’'una primera molédalaubstrat comporta un canvi
conformacional lent del complex enzim substrat gosteriorment uneix una altra
molécula de substrat, i el canvi de senyal en gut¢stacionari ve donat per la
formacio de les espécies BES, .

S
ko
E+S ——ES= ‘ES*AAESZ*
K1 k-2 K3

Figura A2.1. Mecanisme en que després d’'una primera etapacdanzim-substrat es produeix
un canvi conformacional lent que fa possible l&wuna segona molécula de substrat.

Aixi doncs, la velocitat de la fase preestacionagamarcada per la variacio de la
concentracié de les espécies EES, al llarg del temps fins assolir I'estat estacianar

Considerant que la unié de la segona molécula bstrst al complex ESés una etapa
d’equilibri rapid, I'etapa lenta que marca la véiatés la formaci6 del complex ES

d([es]+[es, |)rat = [1+ LS]J d[es'|/dt Equacié A2.1.

3

[1+ Ls]j-d[ES*]/dt =k, [ES]- (k) [ES'] Equaci6 A2.2.

3

La concentracio total d’enzim és:
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[E.]=[E]+[es]+[es ]+ [ES, ] Equaci6 A2.3.

Considerant que les dues etapes d'unid sén d'equitepid, I'equacio A2.3 es
transorma en:

[E.] =(1+[K81]j-[Es]+(1+E<S]J-[Es*] Equaci6 A2.4.

3

i substituint I'equacié A2.4 en I'equacié A2.2, siha a:

1+ 18]
14181 d[es']rdt =k, Eol |y s, Ks [es’] Equaci6 A2.5.
K3 Kl Kl
1+ % 1+ %
[s] [s]
de manera que:
d[Es'/dt = k[E,] B B [es'] Equaci6 A2.6.
1+H (1.{.K1j 1+B :|_+ﬁ
NIGME Ky [s]
integrant aguesta expressié s'obté:
* kz[Eo] .,
[ES ](t)= [S] K (1-exp(- k1)) Equacio A2.7.
-l
Ks )\ 8]
onk,, = k‘[zs] + sz Equacié A2.8.
1+ 1+
Ky =[]
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Model 2. Cinética de reaccio: Alliberament lent dé’aglicona

Mecanisme en qué es considera que l'etapa lentdaliberament de I'aglicona
posterior a l'etapa de glicosidacio. El senyal estate preestacionari es deu a
'acumulacié de l'especie EP-X, en qué ja s’ha dlithat I'enlla¢ glicosidic pero
I'aglicona continua unida al centre actiu (figurd.?).

X

Ks k1 kz! k 3
E+S ES = EP-X EP——>E+P

~ ~

k.1

Figura A2.2. Mecanisme de retencié de configuracid en qué et dina etapa lenta
d’alliberament d’aglicona prévia a I'etapa de desglidacio.

La velocitat de les cinétiques en estat preestagi@egueixen per tant els canvis de
concentracié del complex EP-X.

d[EP-X]/dt =k -[ES]| - (k, + k_, )-[EP-X] Equaci6 A2.9.
La concentracio total d’enzim és:
[E,]=[E] +[ES]+ [EP-X] + [EP] Equacié A2.10.

Si es considera que I'etapa d’'uni6 de substratesgquilibri i quekz >> ko, llavors:
[Eo] = (1+[<Ss]j'[E5]+[EP'X] Equacié A2.11.

de manera que:

d[EP-X]/dt =

kl'[EO]_ Ky +k, +k, .[Ep.x] Equacio A2.12.

1+[—SS] 1+[<SS]

integrant aguesta expressioé s'obté:

[EP-X] = kl[EOL (1- exp(- k. -t)) Equacié A2.13.
Kops | 1+ SJ
) ( [s]
_ Ky "
onk,, =k, +k, + K Equacio A2.14.
1++5
[s]
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Model 3. Cinética de reaccio: Inhibicié acompetitia lenta

En aquest model es considera que l'etapa lentaactuke la fase d’acumulacié de

producte és la unid d’'una segona molecula de sbatr complex ES de forma

acompetitiva. La constant de velocitat de la co@tn estat preestacionari ve definida
per la variacio de la concentracio de I'especie B®b el temps, fins assolir I'estat

estacionari.

Ks k2 |(3
E+S—‘ESJ>EP—>E+F>

%

ES;

Figura A2.3. Mecanisme de retencié de configuracié en qué hifaaetapa lenta de formacio
d’'un complex abortiu de forma acompetitiva.

L’expressio de I'equacié de la velocitat de rea@sidestat preestacionari és:
d[ES,]/dt =k -[S]-[ES] - k., -[ES,] Equaci6 A2.15.
La concentracio total d’enzim en aquest mecanisne é

[E,] = [E]+[ES]+[EP] + [ES,] Equacié A2.16.

i considerant que I'etapa d’'unid de substrat pedéaformar el complex de Michaelis
esta en equilibri i quie; >> k;, llavors:

[EO]:(1+[<Ssjj-[ES]+[ES2] Equacié A2.17.

aixi,

d[ES,]/dt = k., |[ES,] Equacié A2.18.

ki'[S]'[EO]_ ki'[S] +
Kg Kg
1+H 1+H

integrant aguesta expressié s'obté:

[ES,] (= M (1-exp(- k. -t)) Equaci6 A2.19.

K -(1+ E:,S]j
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on lakgps €S:
K = s 'E’] +k. Equaci6 A2.20.

Ns

1+ [S]

Model 4. Cinetica de reacci6: Inhibici6 acompetitia lenta sobre I'intermedi de
reaccio

Mecanisme d’inhibicié acompetitiva en que I'etagath resulta ser la formacio del
complex ternari amb l'intermedi de reaccio, EP.vetocitat de la fase preestacionaria
ve marcada per la variacié de la concentraci6 elspécie EPS al llarg del temps fins
assolir I'estat estacionari.

X

Ks k2! k3

%

EPS

Figura A2.4. Mecanisme de retencié de configuracié en qué hiffaaetapa lenta de formacio
d’'un complex abortiu de forma acompetitiva sobirtérmedi de reaccio.

L’'expressié de la velocitat de reacci0 en estatesiezionari és funcio de la
concentracié de I'espécie EPS:

d[EPS|/dt =k, [S][EP] -k, -[EPS] Equacié A2.21.
La concentracio total d’enzim en aquest mecanisne é
[E,]=[E] +[ES] +[EP] + [EPS] Equacié A2.22.

i considerant que 'etapa d’unio de substrat pedéaformar el complex de Michaelis
esta en equilibri i quies >>k;, llavors:

E,]= ( E:[;?]’ +E~: +1j [EP]+[EPS] = E(ﬂ FSS]J [EP]+[EPS] Equaci6 A2.23.

substituint [EP] a I equacio A2.22:
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‘:E]Jr[iz]j |k EIESLSJ o e Equaci6 A2.24.
k, U [s]) (k U [s]

Integrant aquesta equacio s’obté:

d[EPS]/dt =

[EPS] = (sl [E.] (- exp(- k1)) Equaci6 A2.25.
kobs.kS [l'*’ KSJ
K, [s]
on lakgps €s:
P Equacio A2.26.

obs kg,(l_'_Ksj =i
k, U 9]

Model 5. Cinética de reaccid: Model per als enzimactius basat en el mecanisme
d’'unié

Es proposa un mecanisme en que després d’'un camfarmacional inicial s’'uneix una
molécula de substrat de forma productiva, i queestjicomplex productiu pot
evolucionar cap a la hidrolisi del substrat o patr canvi conformacional lent que
permet la unié6 d’'una segona molécula de substrequilibri entre E i E es déna
durant la fase de retardament, de manera que diesiel la fase d’acumulacié de
producte parteix de I'espécie Erespon a la part de mecanisme marcada de clalor b
Donat que per experiments en estat estacionarisauinstrats amb diferent aglicona se
sap que l'etapa determinant de la velocitat deciéaés la glicosidacié i no la
desglicosidacio, la fase d’acumulacié de produespon a la formacio dels complexos
ES iES , de forma similar al que es planteja al model 1.

X

S
k() >Kl k2! k3
E—“k E'< ES” EP—>FE'+p
-0
k-41 K4
ES**
Ks
ESz**

Figura A2.5. Mecanisme plantejat per a la hidrolisi de substsaitetics per part de la 1,3-1,4-
f-glucanasa d@®acillus licheniformis, que incorpora una etapa de canvi conformaciaeal |
amb unié d'una segona molécula de substrat patticamplex de Michaelis. EI mecanisme que
descriu la fase d’acumulacio de producte es maggzobbr blau.
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El plantejament és el mateix que en el model lsidemant que la unié de la segona
molécula de substrat al complex E®s una etapa d’equilibri rapid, I'etapa que marca
la velocitat de la fase preestacionaria és la forindel complex ES:

d(es’]+[es,” )it = [1+ Ls]j d[ES”/dt Equaci6 A2.27.

5

[1+ LS]J-d[ES**]/ dt =k, [ES'|- (k.,)[ES"] Equacié A2.28.
5
Per al mecanisme marcat amb negreta la concentmal@’enzim és:

[E.]=[]+[es |+[eP ] +[es ]+ [ES,”] Equaci6 A2.29.

Considerant que les etapes d’'unié sén d’equildpid, i que amb unig >> k, la [EP]
es pot considerar menyspreable, la concentrac@bd@nzim es pot expressar com:

[E,]= (1+ [Ksl]j-[Es*]{u LSJJ[ES] Equacié A2.30.

i substituint I'equacié A2.30 en I'equacié A2.28:

1+ 18]
5] Eo] K
(1+j-d[ES”]/dt =k, o -k, k0 | [EST] Equacié A2.31.
K5 1+ﬁ 1+ﬁ
8] 8]
de manera que:
d[es*|/dt = . [E) | Ky ke [es’] Equaci6 A2.32.

integrant aguesta expressioé s'obté:
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[ESH] Ok k4.[EO] -(1— exr(— kobs-t)) Equacio A2.33.
k., - 1+H . 1+ﬁ
obs K5 [S]
onk,, = _[48] + k‘k Equacié A2.34.
1+ 1+2

K = Is]

Per a les cinetiques dels substrats que no presiei®icid acompetitiva per substrat la
Ks >> [S], de manera que I'expressidldg; se simplifica a:

Equacio A2.35.
Kl

Model 6. Cinética de reaccid: Model final per alsmzims actius

Mecanisme proposat en quéstglucanasa té un seti regulador de l'activitat evaica
que se satura a baixa concentraci6 de substrat, larabunié no-productiva forta
(formacié del complex SE Aquesta uni6 és necessaria perqué es formiraplex
productiu, SES A continuaci6 les dues espécies $ESES experimenten un canvi
conformacional lent governat pkghs en qué es transformen en les espécies @B
productiva) i SES (que és inactiva 0 menys activa que SE@spectivament. Per als
substrats que, a més, presenten inhibicié aconvaefier 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 SEPB En la deduccié de les equacions dels parametres
cinetics d’estat preestacionari no es té en corgigossible inhibici6 acompetitiva.
Donat que el canvi conformacional per tal de fortiempécie E es déna durant la fase
de retardament, el mecanisme que s’estudia duadasé d’acumulacio, en color blau a
la figura A2.6, parteix de I'espécie.E
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E——F+ S——=FES SEPS’

4 4 S
K4 S Ks
'*A& . ks

ko
SES* SEP——>E +P+S
X

4 4
k7|lk7 s K.g Lks

Figura A2.6. Mecanisme ramificat en qué després d’un primevicaonformacional cap a una
espécie enzimatica capa¢ d'unir substrat en urdsetié extern (B), els complexos SE SES
experimenten un canvi conformacional lent per &éfatmar les espécies SESES . A més,
s’inclouen possibles etapes d’inhibicid6 acompeditper substrat. EI mecanisme que descriu la
fase d’acumulacié de producte es marca en color bla

D’acord amb aquest mecanisme, el transient quessfoh en les cinétiques en estat
preestacionari correspon a I'acumulacié de les@spSE i SES . Aixi, la kopsrespon

al temps de relaxacié de les dues etapes de canformacional, segons I'equacio
A2.36:

dse]+[ses ot =k, [sE" ]+ K, [sES |-k, [SE" |-k o [ES"]  Equacic A2.36.

D’altra banda, obviant la inhibicio6 acompetitiva toncentracio total d’enzim del
mecanisme marcat amb negreta respon a I'equacio:

[€,]=[e]+[es |+ [se"]+[ses |+ [sE" ]+ [sES ] Equacié A2.37.

Assumint que l'afinitat del seti regulador per dutsés superior a la del centre actiu i
que s’ha treballat a una concentracié de subsapagde saturar el seti regulador, la
concentracié de I'espécie d’enzim lliure i d’ES6n menyspreables. De manera que
I'equacié A2.37 se simplifica en I'equacié A2.38:

[E,]=]s=|+[ses | +[se | +[sEs] Equaci6 A2.38.
d'on:
d([s=]+[ses"])dt = - d([se" ]+ [sES ) Equacié A2.39.

Com [SEJ/[SES] = K¢/[S]:

(se']+[ses ) =[sEs' |- 1+ Ko /[8]) = [sE"]-@+[S) K, Equaci A2.40.
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Fent una manipulacié matematica de l'equaci6 A28@nant i restant els termes
(kg [SES]) i (k7-[SE]), s'obté I'equacié A2.41:

d[se"]+[sEs])rdt = (k, + k., )[sE |+ (k + k., )-[sES |-

[k_7 -([SE**]+ [SE*])+ k_s-([SES**]+ [SES*] )] Equacio A2.41.

| substituint [SE] i [SES] en I'equaci6é A2.41, s’obté I'equacio A2.42:

, \ Lk +k, kgt ke . 1\ _
~d([se]+[ses ot = 17+ E 18+ K, (s ]+[ses) Equacio A2.42.
K [s]

[kl ]+ [ ] e lses ]+ [ses )

Si es considera que el terme que esta restanféscament constant, cosa que implica
que k7 = kg, I'equacié A2.42 és una equacié diferencial denpri ordre senzilla, la
integracio de la qual porta a la seglient expraessig,s

_ K, +k_, +k8+k_8
obs 1+B 1+&
Ko 8]

k

Baid A2.43.
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Apendix 3. Analisis de Hammett i glicosidases

A3.1. Equacié de Hammett

L’analisi de Hammett té els seus origens en la maimrganica, en I'estudi de 'efecte
provocat pel canvi de naturalesa i disposicié dalsstituents d’'un compost determinat
en la seva reactivitat, avaluant d’aquesta marisrafectes inductius i mesomers dels
diferents substituents. Un dels primers casos @éneguva observar una relacio clara
entre els canvis en I'estructura del compost ielsasreactivitat va ser amb una familia
d’acids benzoics, per als que es va definir unaa@quque permetia explicar el
comportament observat en la reaccio d’ionitzac]o [1

logk —logko =0 -p Equacio A3.1.
on lac, que és la constant de substituent, es defineix co
o = logKx — logKy = pKa n— pPKax Equacio A3.2.

i el pKani el pKax son els B, a 25 °C de l'acid benzoic i del derivat substituit
corresponent de l'acid benzoic, respectivamentdrestant de substituent representa la
mesura del canvi de distribucio electronica dettisacausat per la unié d’'una cadena
lateral en posicionsneta o para. En posicibmeta només s’avaluen els efectes
inductius, mentre que en posigi@ra- es contemplen tant els efectes inductius com
mesomers. En el cas de les substitucions en positi® poden donar-se efectes
esterics que dificultin la coplanarietat d’orbitatepedint la conjugacio.

Lesko i k de 'equacié de Hammett son les constants de walate ionitzacio de I'acid
benzoic lliure i del derivat substituit correspande I'acid benzoic, respectivament.
Finalment lap, o constant de reaccid, és el valor obtingut emdaelacié i dona
informacio sobre el mecanisme de reaccio. Els salerla constant de reaccié permeten
descriure un mecanisme en base a dos criterisiaiac D’'una banda, el signe de la
constant permet distingir entre una reaccié nuiéeda electrofila. Aixi, s’observen
valors dep positius quan la reaccié s’accelera en preseneigrdps acceptors de
carrega, indicatiu que es tracta d'una reaccioetiith; i valors dep negatius, que es
corresponen amb reaccions electrofiles. D’altradbael valor quantitatiu de la constant
permet definir la susceptibilitat del centre decod@ als efectes dels substituents. Com
meés gran és el valor de la constant, més gran dssehvolupament de carrega en el
centre de reaccid a l'estat de transicid, i méssibln és aquest als efectes dels
substituents.
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A3.2. Assistencia acida enfront de trencament d’elalc glicosidic

Les analisis de Hammett aplicades a glicosidaseeapinformacid conjunta sobre els
fenomens d’assisténcia protonica i de trencamesnlldc que es donen a l'estat de
transicio de I'etapa de glicosidacio (figura A3.4¢mpre i quan aguesta etapa sigui la
determinant de la velocitat de reacci6. Una maiergpoder determinar el grau de
trencament d’enlla¢ per ell mateix, independentnaehtgrau de catalisi acida, es basa
en realitzar I'analisi de Hammett amb dues famitlessubstrats diferents, una en qué
no es dona la catalisi acida, com son els Mugdicosilpiridini (figura A3.2), i una altra
en que si que es dona, per exemple els @gjlicosids [2, 3]. Com la cessié de proto a
I'aglicona per a les sals M-glicosilpiridini és impossible estructuralment, @Enant
aquesta familia de substrats només es mesuraté€adedes interaccions no covalents i
nucleofiliques per part de I'enzim en 'escissid’dallag.

=

O 0\5-

Figura A3.1. Estat de transicio de I'etapa de glicosidacio.
OHO
RO N
D

Figura A3.2. Estructura dels ions-glicosilpiridini.

A continuacio, la comparacio dels pendents de tedisass de Hammett amb les dues
families de substrats permet establir el grau d&élisaacida requerida en el cas dels
fenols, ja que el canvi de pendent s’atribueix|btotmt a I'efecte de la catalisi acida.
Aquesta metodologia s’ha fet servir amb éxit encat de lag-glucosidasa A
d’Aspergillus wentii[2] i en el de la galactosidasdd d’Escherichia coli[4] (figura
A3.3).
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Figura A3.3. Analisis de Hammett per a faglucosidasa Ad’Aspergillus wenti{esquerra) i la
p-galactosidasabd d’Escherichia col(dreta), en qué es representa el kqg) enfront del [,
de l'aglicona per a dues families de substratsigqnsN-5-D-glicosilpiridini, i (A) aril O-4-D-
glicosids.

En el cas de Ig-galactosidasa el pendent del grafic de Hammektgper a la familia
d’ions N-glicosilpiridini és de -0.8 (en el grafic ém/Kv el pendent és de -0.9), mentre
que per a la familia d’arp-D-galactopiranosids és de -0.37 (en el grafikgiKw el
pendent és de -0.39). Aquests pendents indiquenaddanda, que I'escissié d’enllag
C-X esta molt avancada, com ho indiquen pendemigeps a 1 en el cas dels idxs
glicosilpiridini, i que en el cas dels afiiD-galactopiranosids es dona aproximadament
un ter¢ de protonacio en l'estat de transicid. Ercas de las-glucosidasa I'escas
pendent observat amb la familia d’gsHD-glucopiranosids obliga a assegurar que la
glicosidacié sigui l'etapa determinant de la vdiakcide reacci6 amb estudis
complementaris. Una vegada comprovat que és angfpetes isotopics d-deuteri, la
diferéncia de pendents de -0.96 per a la hidrolggls ions dN-g-D-
glucopiranosilpiridini i de -0.05 per als afHiD-glucopiranosids implica una protonacio
quasi completa a l'estat de transicidé per @iglicosids. Hi ha també altres formes
d’establir el grau d’escissio d’enllag C-O, peropllguen complementar els resultats
obtinguts en les analisis de Hammett amb altreslestinetics.

A3.3. Analisis complementaries que ajuden a la intpretacié de les
analisis de Hammett

Les analisis de Hammett solen complementar-se ashllie de cinétiques en estat
preestacionari o estudis cinétics d’efectes isofleneralment efecteszelieuteri).

En aquest sentit, la informacié que es pot obtemrb les cinétiques en estat
preestacionari permet determinar quina és I'etaberchinant de la velocitat de reaccid,
0 bé permet discernir quan un mecanisme de reaigiliinya del mecanisme basic
proposat. La determinacié dels efectes que prodsebte la cinética de reaccid la
substitucié del prot6 situat en el carboni a C1 yeratom de deuteri o triti donen
informacioé molt valuosa sobre 'estructura de Beste transicié que s’estigui estudiant.
En aquest cas, ja s’ha de conéixer d’entrada gqesrigtapa determinant de la velocitat
de reaccid en la hidrolisi del substrat (que eseiboa través d’analisi de Hammett,
cinétiques en estat preestacionari o efectes imstof*®0, en qué s’ha substituit
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'oxigen fenolic pel seu isotop). Els efectes ist8 da-deuteri estan directament
relacionats amb el canvi d’hibridacié que té llot ed carboni anomeric a I'estat de
transicio. S’ha comprovat que la hidrolisi esporastage glicosids transcorre a través
d’estats de transici6 amb un marcat caracter okocationic [5, 6], i en el cas de la
catalisi catalitzada per glicosidases també s’hbsevat efectes isotopics de gran
magnitud (entre un 10-20%). Aquests valors sércatiis d’un canvi d’hibridacié Sp
— s[f a I'estat de transicié, que s'interpreta com wvai grau de trencament d’enllag,
ja que es relaciona directament el grau de cambiddacié amb el grau de trencament
d’enllagc. Per contra, els efectes iSotOpikSpkirafKsubstrat deutera® Kn/kp) propers a 1
indiquen que no hi ha canvi d’hibridacié en I'etagheterminant de la velocitat de
reaccio, ja sigui perqué l'etapa determinant deelacitat de reaccio no és una de les
etapes catalitiques, o perque es tracta d’'un éstaransici6 molt inicial amb poc
trencament d’enllag i un elevat grau de preassidceamb el nucleofil. El resultat dels
efectes isotopics d-deuteri en la cinéetica d’hidrolisi d'un substrarml que I'etapa
determinant de la velocitat de reaccio és I'etapagltosidacido s6n complementaris als
obtinguts a partir del pendent del grafic de Hanijnjatque fan referencia a I'escissio
del mateix enllag, pero des de dos punts de vigtredts. Aixi, si es disposa dels
resultats de tots dos tipus d’experiments es pdiaara descriure I'estructura de 'estat
de transicidé per a I'etapa de glicosidacio. D’'uremda, a partir dels resultats de les
cinétiques en qué es mesuren els efectes isotéf@stableix el grau de trencament
d’enllag i el nivell de preassociacié amb el nufilgg’estudia el desenvolupament de
carrega sobre el carboni anomeéric), mentre quéatie] els resultats de les analisis de
Hammett, una vegada establert el grau d’escisgnlld¢ C-O, permeten determinar el
grau de cessio de proté per part de I'acid gen@tabtudia el desenvolupament de
carrega sobre I'oxigen de l'aglicona).

A3.4. Exemples d’analisis de Hammett aplicades aigbsidases

A continuacio es descriuen un bon nombre de lefisshale Hammett aplicades a
glicosidases que es poden trobar a la bibliografimae conformen un mosaic forca
ampli dels diferents comportaments que s’han obseBn els diferents casos s’exposa
la interpretacié proposada pels autors i, en asjgabos que s’ha considerat adequat, es
discuteix una interpretacié alternativa. Generalnhes analisis de Hammett realitzades
amb glicosidases donen correlacions forca accegstasitre el logaritme de la velocitat
de reaccio i el §; 0 lac del substituent, tot i que hi ha algunes excepci@its ajusts
realitzats en les diferents figures es corresparab els presentats pels autors dels
corresponents articles, i en els casos en quéehaorealitzat cap ajust és per fidelitat
amb els articles originals.

A3.4.1. Grafics de Hammett bifasics eR¢at

A la figura A3.4 es presenten una serie d’exemglaralisi de Hammett de diferents
glicosidases que presenten un grafic de Hammetk.grbifasic: a) f-glucosidasa
d’Agrobacterium faecali§7], b) p-glucosidasa dd-lavobacterium meningosepticum
[8], c) p-xilosidasa de Thermoanaerobacterium saccharolyticuf®], d) A-N-
acetilglucosaminidasa débrio furnisii [10], i €) f-mannosidasa d€ellulomonas fimi
[11].
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Figura A3.4. Analisis de Hammett de les glicosidases amb ditsréamilies d’arilO-5-D-
glicosids: a)s-glucosidasa digrobacterium faecalisb) p-glucosidasa dd-lavobacterium
meningosepticumc) p-xilosidasa de Thermoanaerobacterium saccharolyticurd) f-N-
acetilglucosaminidasa débrio furnisii; €) f-mannosidasa deéellulomonas fimiEn els grafics
de l'esquerra es representa el logaritme dejl@&nfront del K, per a cada enzim, mentre que
en els grafics de la dreta es representa el logarde lak /Ky enfront del K, Els ajusts
realitzats en els grafics son els que indiquea@lsrs dels corresponents articles.

D’entrada, es pot assegurar que en tots els casmaota de glicosidases que presenten
un intermedi de reaccio, és a dir, glicosidasesapiieen amb retencié de configuracio,
cosa que queda reflectida en la dependéncia enafaten grafic bifasic concau
descendent del logaritme de;; amb el K, de l'aglicona. Aquest fet també queda
reflectit en comparar els grafics de Hammettkgni en k.a/Ky, que en representar
etapes del mecanisme diferents per a alguns dbksrats, no presenten la mateixa
aparenca, com s'observa amb claredat en el ca®Naeétilglucosaminidasa débrio
furnisii [12].

Analitzant amb més deteniment els grafics de Harmerek.,, es poden diferenciar
clarament dues zones. Una primera zona que corregpwalors mes elevats di€ e
les aglicones (que corresponen als pitjors grupsngg) i en que el logaritme de la
constant de velocitat mostra una dependéencia anpigtle I'aglicona i una segona
zona, a f, més baixos (millors grups sortints), en qué laeitht de glicosidacié ha
augmentat de tal manera que ha deixat de ser dedeferminant de la velocitat de
reaccié. El pendent de la primera zona permet mi@tar que mentre que a l'estat de
transicio de l'etapa de glicosidacié de faxilosidasa deThermoanaerobacterium
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saccharolyticumes doéna un grau de trencament d’enllag molt elévemolt poca
protonaci6, amb un pendent de -0.97 (grafic c dglaa A3.4), a lag-mannosidasa
de Cellulomonas fimiamb un pendent de -0.54 (grafic e de la figuratAdi ha menys
desenvolupament de carrega a I'oxigen de I'enllagandir, ja sigui per un menor grau
d’escissio d’enllac o per una major aportacio d&lsa acida. Per a les altrgs
glicosidases, amb pendents entre -0.7 i -0.8, asl@o que hi ha un elevat grau de
desenvolupament de carrega a l'estat de transieiéapl’etapa de glicosidacio. A
continuacio, en el grafic de Hammett es passa pepunt d'inflexid, que a cada
glicosidasa es dona a urKgpdiferent, i finalment s’arriba a una etapa en @lé
logaritme de la constant de velocitat deixa de dsgendent del Ky, de l'aglicona.
Aquesta manca de dependencia pot ser deguda@lddl desglicosidacio passi a ser
determinant de la velocitat de reaccié, o be qusidpa una etapa no-quimica, com pot
ser un canvi conformacional o una etapa de dissiocée producte. La millor manera
de diferenciar entre aquestes dues possibilitaterificar que la desglicosidacio passa a
ser determinant de la velocitat de reaccio ja spggri I'obtencié de valors elevats en
mesures d’efectes isotopics cinétice-deuteri; o per estudis de competéncia amb
nucleofils externs, en que, si la desglicosidasifetapa determinant de la velocitat de
reaccio, s’han d’obtenir valors de velocitat cretseamb la concentracié del nucleofil.
Per a quatre dels enzims de la figura A3.4 es covapgue la desglicosidacio és I'etapa
determinant, en els casos deplailosidasa i lag-mannosidasa mitjangant estudis de
partici6 amb nucleofils externs, i per a les dfiggucosidases amb estudis d’efectes
isotopics. Amb lg3-N-acetilglucosaminidasa la proposta que la desgtieos passi a
ser determinant de la velocitat de reaccidé peubstsat més activat es basa en el baix
valor de laKy per a aquest substrat. El fet que en els grafiddainmett ek, el canvi
entre les dues fases sigui tan brusc també advémeoad’'un canvi d’etapa catalitica
com a etapa determinant de la velocitat de red2¢io

Pel que fa als grafics de Hammett lee/Ky, el fet que el pendent obtingut amb els
substrats menys reactius sigui molt similar al pemger al grafic de Hammett &gy
evidencia que, per a aquests substrats, |'etajgandieiant de la velocitat de reaccio és la
glicosidacio. D’altra banda, si bé la interpretadiaquests tipus de grafics de Hammett
bifasics enkgy; resulta relativament senzilla, no passa el madenb els grafics de
Hammett enk.a/Kyv, €n que lI'explicacié de la perdua de linealitatésotan evident.
L'explicacié que sembla més senzilla és la propasawd el cas de IA-glucosidasa
d’ametlla dol¢ca [13], en que es planteja que a neegue augmenta la velocitat de
I'etapa de glicosidacio, I'etapa determinant dediocitat de reaccié passa a ser I'etapa
de formacio del complex de Michaelis. La definidél parametreék../Ky per a un
mecanisme general de retencié de configuracio gsgaent:

= Equacio A3.3.

on les constants de velocitddsi k; corresponen a I'etapa de formacioé del complex de
Michaelis i lak; és la constant de velocitat de I'etapa de gli@sa En el moment en
quek; >> k4, la constank../Ku = k;. Aquesta explicacié va ser rapidament acceptada i
aplicada a altres glicosidases, confdglucosidasa digrobacterium faecali$7]. Ara

bé, aquesta explicaci6 només és valida en el caslauwelocitat de I'etapa de
glicosidacié assoleixi velocitats de I'ordre devidocitat de limit difusional (fos*-M

Y. Aixo va fer que aquesta explicacié, que s’haéaeralitzat en un principi, deixés de
ser aplicable a moltes glicosidases, i que es ipnest la seva veracitat també en el cas
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de lag-glucosidasa digrobacterium faecaliGamb valors déc./Ky de fins a 10s*-M"
Y, ja que el grafic de Hammett &ry/Ky per al mutant Tyr298Phe defaglucosidasa,
presenta també la mateixa aparenca bifasica, pepovalors deék../Ky que no superen
els 1d s*-M* [14].

En el cas de lg-xilosidasa deThermoanaerobacterium saccharolyticunde la -
mannosidasa d€ellulomonas fimien que la velocitat de reaccié esta molt per deta
limit difusional es proposa un mecanisme alterpatque inclou una etapa
d’alliberament de I'aglicona que es va fent mésdaom més acida és aquesta. Per tal
de desenvolupar la seva hipotesi, prenen com exelaflglucosidasa d’ametlla dolca,
en que s’ha postulat que les aglicones en formaid@f@nolat tenen un comportament
“enganx06s” al centre actiu de I'enzim, i son m#lonhibidors com més acides son per
I'establiment d’un pont d’hidrogen fort amb el ighsique actua d’acid general [15].

X
Ks _ |(1 kz; k3
E+S< ES < ~EP-X<——EP——>E+P
k-1 k-2

glicosidacié alliberament desglicosidacié
aglicona

Figura A3.5. Mecanisme proposat per a fjamannosidasa d€ellulomonas fimiper tal
d’explicar el grafic de Hammett bifasic kp/Ky.

El fet d’introduir una etapa lenta a continuacié lé¢apa de glicosidacio els permet
proposar la reversibilitat d’aguesta etapa pessalsstrats més reactius, de manera que
com el parametré../Ky aporta informacié de la reaccié fins a la primetapa
irreversible, s’amplia el nombre d’etapes que potmr influencia en el grafic de
Hammett erk.o/Ky. Aix0 porta al plantejament del mecanisme que estra a la figura
A3.5 per a lgf-mannosidasa d€ellulomonas fim[11], en que I'etapa de glicosidacio
passa de ser reversible per als substrats méduseactirreversible per als menys
reactius. En el cas de Jaxilosidasa deThermoanaerobacterium saccharolyticuea
planteja un mecanisme similar, pero no s’arribabar@ar la questido de si I'etapa
d’'alliberament d’'aglicona es considera reversilt®. qualsevol dels casos, aquest
plantejament presenta una serie de punts feblesajle pena comentar:

D’entrada, és discutible que pel fet d’introduirauetapa lenta després de I'etapa de
glicosidacid, aquesta es transformi en una etafaditoza reversible, més enlla del pur
formalisme. Per tal que aixo fos possible i soltreitveticament significatiu, la constant
de velocitat de la reaccio reversa a la glicosid@uria de tenir una magnitud no
menyspreable respecte de la velocitat d’hidrolisi l'énllag glicosidic, i en base a
I'excel-lencia d’'aquests enzims com a catalitzad@guesta assumpcié sembla
exagerada. A meés, se suposa que aquest canvi asdédforma brusca dins d’'una
familia de substrats que només difereixen en Uettra electronica de la seva aglicona
(familia de fenols substituits amb grups acceptersarrega), i que la reaccio reversa
(que és un atac nucleofilic sobre el complex gii@r®zim) passa a ser important
precisament per a les aglicones menys nucleofdda derie.
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Una altra questio a considerar, és que el mecarasionge es recorri per tal d’interpretar
I'analisi de Hammett eR../Ky també ha de ser capac¢ d’explicar I'analisi de Hathm
enke Tant per a lg-xilosidasa derhermoanaerobacterium saccharolyticwom per

a lap-mannosidasa d€ellulomonas fims’ha comprovat que I'etapa determinant de la
velocitat de reaccid per als substrats més reaésutetapa de desglicosidacio. De
manera que, considerant una etapa d’alliberameagfidona reversible, els dos grafics
de Hammett haurien de ser iguals, perque estaoeant informacio sobre les mateixes
etapes catalitiques: la glicosidaci6 en el cas deisstrats menys reactius i la
desglicosidacio per a la resta (mecanismes supat®ia figura A3.6). En el cas de la
S-mannosidasa podria arribar a acceptar-se quenslgradfics sén molt semblants, pero
en el cas de |a-xilosidasa el pendent del grafic de HammetkgfKy per als substrats
més reactius és clarament diferent de 0. L'Unicakipaciéo que podria explicar els
resultats en el cas de faxilosidasa és que es consideri que I'etapa d&iiiment de
I'aglicona sigui una etapa irreversible (mecanisnrdsriors de la figura A3.6), de
manera que mentre que al grafic de Hammetk.grquedin reflectides les etapes de
glicosidacio i desglicosidacié en el grafic de Hamtinenk../Ky quedin reflectides les
etapes de glicosidacio i la d’alliberament de iamgha. Ara bé, s’ha de tenir present que
aguesta opcioé considera com irreversible una etapquimica, de dissociacié d'un
producte de reaccio, i com a reversible, una eti@pmansformacié quimica; justament
al contrari del que esta generalment acceptat metogia.

Substrats amb pK, elevat Substrats amb pK, baix
X X
Ks k1 k2 ks Ks k1 k k
E+S‘—ES—>EP->¥EP—>E+P E+S=—=FES EP-VJEP > E+p
k-2 k-1 k»2
X X

Ks K kz? ks Ks kg kzj ks
E + S=——= ES — EP-X EP—>E+P  E+S=——=FES EP-X EP—>E +P
k-1 k,2

Figura A3.6. Possibles mecanismes per a una glicosidasa que ahb retencio de
configuraci6, afegint una etapa lenta d’alliberatriBaglicona. Es proposen quatre possibilitats
en funcié de si les etapes de glicosidacio i dialament d’aglicona son reversibles o
irreversibles.

Veient que la proposta dels autors per tal d’espliels resultats de les analisis de
Hammett de lag-xilosidasa deThermoanaerobacterium saccharolyticumla f-
mannosidasa d€ellulomonas fimiés, en el millor dels casos, molt questionable,
s’estudia una altra possibilitat. El fet que elafigs de Hammett elcy i en Keal Ky
siguin diferents només pot explicar-se en baseaatapa que esta reflectida en el terme
kealKnm 1 NO en el termédy, | aquesta etapa pot estar perfectament relacoaat la
formacié del complex de Michaelis. Si bé la difud@ substrat dins del centre actiu no
pot passar a ser determinant de la velocitat deci@ger una questio de magnituds
relatives, com comenten els autors dels articless pot donar un canvi conformacional
posterior a la unid, ja sigui de I'enzim, del suasto del complex enzim substrat, que
faci alentir la velocitat de formacié del complex Blichaelis, i passi a ser determinant
de la velocitat de reaccid per als substrats miégag& Aquesta etapa en ser anterior a
I'etapa de glicosidacié no quedaria reflectida émrafic de Hammett elk.y, i per
contra podria marcar la diferéncia entre els dafigg de Hammett.
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A3.4.2. Grafics de Hammett monofasics ekat

A la figura A3.7 es presenten una serie d’exemglasalisis de Hammett de diferents
glicosidases que actuen amb retencio de configuigmiesenten un grafic de Hammett
en keo: monofasic: a) exoglucanasa/xilanasaGd#iulomonas fim{Cex) [16], b)a-1,4-
glucanliasa deGracilariopsis [17], ¢) neuraminidasa d¥ibrio cholerae[18], d) -

xilosidasa delrichoderma koningiiG-39 [19], e) neuraminidasa del virus de la grip A
[20], i f) neuraminidasa d8almonella typhimuriumil2]. En aquests grafics es donen
nivells de correlacio entre els parametres forferelnts i es pot observar gran diversitat
de comportaments.
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Figura A3.7. Analisis de Hammett de diverses glicosidases afebetits families d’ariD-4-D-

glicosids a excepcid del cas de la neuraminidasgattaonella typhimuriuren que les analisis

de Hammett es realitzen amb una familia d’ibA®-D-N-acetilneuraminil)piridini i de k-1,4-
glucanliasa que hidrolitza aré-D-glucosids: a) exoglucanasa/xilanasaGidlulomonas fimi
(Cex); b) a-1,4-glucanliasa déracilariopsis c) neuraminidasa d¥ibrio cholerae d) g-
xilosidasa deTrichoderma koningiiG-39; e) neuraminidasa del virus de la grip A; f)
neuraminidasa de&almonella typhimuriumEn els grafics de I'esquerra es representa el
logaritme de l&, enfront del i, de I'aglicona per a cada enzim, mentre que egrélics de

la dreta es representa el logaritme deJd#y enfront del mateixIg.. Els ajusts realitzats en els
grafics sén els que indiquen els autors dels cporents articles, en els casos en qué no s’ha
realitzat cap ajust és per fidelitat amb els atidriginals.
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En els tres primers exemples, I'exoglucanasa/xdargeCellulomonas fim(Cex), l'a-
1,4-glucanliasa déracilariopsisi la neuraminidasa d¥ibrio cholerage s’observen
grafics de Hammett en que tant el logaritme dedacom el de l&../Ky mostren una
dependencia amb eKp de I'aglicona del substrat. En el cas de la Cebe i'a-1,4-
glucanliasa el pendent del grafic émy: i en keofKy €s el mateix, de -1 per a
I'exoglucanasa i de -0.3 per adl,4-glucanliasa, indicatiu que els dos paramdans
referencia al mateix procés, que és l'etapa degliacio. La diferencia en el valor del
pendent indica que mentre a I'exoglucanasa l'eltatansicié d’aquesta etapa presenta
un grau d’escissio d’enlla¢c molt elevat i poca pnaicié per part del residu que actua
com a acid general, en el cas del,4-glucanliasa, en qué es comprova amb efectes
isotopics da-deuteri que a l'estat de transicié també es ddama escissio d’enllag
elevat, el baix valor del pendent obtingut és iatlicde I'elevat grau de catalisi acida.

El cas de la neuraminidasa W#rio choleraeés una mica diferent, ja que el pendent
del grafic de Hammett ek i en keofKy €és diferent (grafice de la figura A3.7).
Mentre que el pendent del grafic kp/Ku és de -0.73, el pendent kg €s de -0.25,
amb una bona correlacio dels resultats en elsatiscEl fet que el pendent en el grafic
en keofKy, que amb tota probabilitat reflecteix I'etapa dieagidacio, sigui de -0.73
indica que hi ha un considerable desenvolupamegadega en 'estat de transicié en
aquesta etapa. Per tal d'explicar la diferéenciapdiadent observada en el grafic de
Hammett enk.,; es podria pensar en que l'etapa de glicosidaciéésmadotalment
determinant de la velocitat de la reaccio, i queldaglicosidacié o altres etapes no-
covalents (canvis conformacionals o etapes d'alilment de producte) siguin
parcialment determinants de la velocitat de reactid bé, una serie d’experiments
d’efectes isotopics sobre,: i keafKv descarten la hipotesi anterior i ratifiquen que
I'etapa de glicosidacié és I'etapa determinantadedlocitat de reaccid tant &g com

en kea/Kyv, | que hi ha un elevat grau d’escissio d’enllagxiAdoncs, els autors
atribueixen aquesta disminucié en el pendent dafiqgde Hammett erk.o; a una
possible interaccio entre el sistemde I'aglicona i algun grup anionic de I'enzim. La
pregunta al respecte és: per que aquesta matéexadaoio no es veu en el grafic de
Hammett enk.o/Ky, Si en els dos casos s’esta fent referéencia aai@ixa etapa de
reaccio?

El grafic de Hammett ek, per a las-xilosidasa deTrichoderma koningiiG-39 és un
exemple clar de manca de dependéncia entre elittbgade la constant cinética de
primer ordre i el K, de l'aglicona (graficad de la figura A3.7). Aquesta manca de
dependencia en un grafic monofasic pot indicar tjgeapa de glicosidacio és
determinant de la velocitat de reaccio, pero amhiuell de protonacio per part de
'acid general practicament total, de manera qumpamsa la densitat de carrega
negativa que es desenvolupa a l'oxigen fenolic; tuelesglicosidacié és l'etapa
determinant de la velocitat de reaccié; o altewaatient, que la velocitat de reaccio es
regeix per una etapa no-covalent. En aquest capoesdescartar el fet que la
glicosidacio sigui I'etapa determinant de la veiaicde reaccio ja que en el grafic de
Hammett en k. /Ky, encara que d'una forma bastant dispersa, s’obsemva
dependéncia de la constant cinética de segon amdbeel (K, de I'aglicona. En aquest
cas, a través d'experiments de competencia ambedfilsl externs s’arriba a la
conclusié que l'etapa determinant de la velociatrelccio és la desglicosidacio. Un
altre cas similar a aquest és el dé¢-dicetilglucosaminidasa d&treptomyces plicatus
amb un grafic de Hammett &g, basicament pla, i un grafic &g,/Ky amb un pendent
de -0.29 [10] o el de Ia-xilosidasa dAspergillus awamoriper a la que tant el grafic de
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Hammett erkes: com enke./Ky son plans [21]. En el primer cas, es determiralgu
desglicosidacié és l'etapa determinant de la vidbdie reaccid a través d’estudis
d’efectes isotopics, i en el segon per competearnia nucleofils externs.

Ara bé, no s’ha de pensar que la majoria dels casague no s’observa dependéncia
entre el logaritme del parametigy i el pK, de l'aglicona son indicatius d'una
desglicosidacio limitant de la velocitat de reacd@r exemple, l'activitat sacarasa i
I'activitat isomaltasa de la sacarasa-isomaltadérdesti prim de conill [22], presenten
valors de pendents molt baixos per als grafics deidett tant ey com enkea/Ky,
del mateix ordre de magnitud dels obtinguts end@lisi acida especifica @’ i f-
glucosids [23, 24]. El cas deaiL-arabinofuranosidasa ddonilinia fructigenaamb
pendents de -0.11 per al grafic de Hammett.gn de -0.16 erk.o/Ky és similar [25].

A través d’efectes isotopics s’ha comprovat que gégs tres activitats enzimatiques
esmentades, I'etapa determinant de la velocitakdecio és I'escissio de I'enllag C-O
del glicosid i que I'estat de transicio té un etesaracter oxocarbocationic. El conjunt
dels resultats només deixa com a possible I'opgétgnt els grafics de Hammettlen
com enkqa/Ky estiguin reflectint I'etapa de glicosidacio, i gere aquesta, la protonacio
de I'oxigen glicosidic sigui practicament totalestat de transicio.

A l'apartat e de la figura A3.7 es mostren les andlisis de Hatnrper a la
neuraminidasa del virus de la grip A. Els pendéals grafics erkea i kea/Km SON de
-0.11 i -0.46, respectivament. A l'igual del qusgsamb la neuraminidasa d#rio
choleraeels pendents dels dos grafics no coincideixen,dae en aquest cas el fet que
el pendent del grafic elk4 Sigui tan baix i la correlacio dels resultats iguistan bona
posa en dubte que la glicosidacié sigui I'etap&mieinant de la velocitat de reaccié en
kear S’Observen efectes isotopics ¥ enkea/Ku, perd no erk.a, cosa que indica que
I'etapa determinant de la velocitat de reacci&gfKy €s I'etapa de glicosidacio, com a
minim parcialment, perd que aquesta no és l'etapasgq segueix .. El conjunt de
resultats obtinguts a partir de diferents experimerefectes isotopics porten a postular
que, en aguest cas, l'etapa determinant de la itelode reaccidé és un canvi
conformacional posterior a I'escissié de I'enlldicgsidic. De fet els autors proposen
que el canvi conformacional del que parlen és @vichasat en la reversibilitat
microscopica que s’ha de donar en una glicosidasa actua amb retencié de
configuracié. Aixi proposen que després de I'etdpaglicosidacié es dona un canvi
conformacional invers al canvi que es dona en foeheomplex de Michaelis en el que
es passa de la conformacié del sucre en estat atamde’Cs, a la conformacid, s
observada per al complex enzim-substrat [26]. Tafquests resultats porten al
plantejament d’'un mecanisme enzimatic en que elgic@onformacionals de diferents
complexos enzim-lligand prenen un paper determiearé velocitat de la reaccio.
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Figura A3.8. Mecanisme proposat per a I'activitat hidroliticald neuraminidasa del virus de
la grip A. Es postula que les etapes de canvi cordoional, com a minim la descrita per les
constants cinétiquds i ks, és significativa a nivell cinétic.

El mecanisme global, esquematitzat a la figura ABrplica que a continuacié de la
unié enzim-substrat es dona un canvi conformacidabhtomplex, que I'apropa més a
I'estructura de I'estat de transicio; a continuaggddonen les dues etapes catalitiques,
gue van seguides per un canvi conformacional delptex enzim-producte abans de
I'alliberament del segon producte de la reacciéagisest segon canvi conformacional
el que els autors proposen que sigui el determutafd velocitat de reaccid &gy

Les analisis de Hammett realitzades sobre el matekn amb una familia d’ions-(a-
D-N-acetilneuraminil)piridini descriuen uns pendents kgs: | Kol Ky de 0.17 i O,
respectivament [27]. Donat que amb aquests compagices ddna la catalisi acida i
que els valors dé../Ky sén de l'ordre de foM™.s', es poden descartar tant una
glicosidacio limitant de la velocitat de reacciontana etapa d’'unié enzim-substrat
limitant enk.o/Kn. De fet el mecanisme proposat a partir de la hgirdels arilN-a-
acetilneuraminids encaixa a la perfeccié amb umicanformacional previ a I'etapa de
glicosidacio, que és el que defineix la velocitaeétermek.a/Ky, i un altre després de
I'etapa de desglicosidacio que determina la vedbeibk.,. També entra dins del que és
d’esperar que amb aquests compostos les etapemdieconformacional prenguin un
paper més rellevant, ja que la seva llibertat foted és inferior a la dels aril analegs
(figura A3. 9).

OH

OH
coo
0 N o
AcN AN AcN
R "Ho
HO

HO

Figura A3.9. Estructura de les dues families de substrats asjue s’han realitzat les analisis
de Hammett de la neuraminidasa del virus de lagrgsmentades en el textins N-(a-D-N-
acetilneuraminil)piridin{esquerra) i arii-D-N-acetilneuraminids (dreta).
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Fent servir també una familia d’ion¢-(a-D-N-acetilneuraminil)piridini es realitzen
analisis de Hammett amb una serie de neuraminiddsesxemple és la neuraminidasa
de Salmonella typhimuriunmque es presenta com subapdrtatla figura A3.7 o el de la
neuraminidasa d€lostridium perfringengl12]. Per a cap dels dos enzims els pendents
dels grafics de Hammett égy: i enkea/Kyv sON gaire importants. Basant-se en el fet que
els pendents dels grafics ;i enkea/Ky siguin tan similars els autors proposen que
els dos parametres estan reflectint la mateixaaetapm treballant amb ioMé(a-D-N-
acetilneuraminil)piridini aquesta etapa no pot lseglicosidacio, ja que no es doéna la
catalisi acida, proposen que, per als dos enzietaph determinant de la velocitat de
reaccio deu ser un canvi conformacional anteritatapa de glicosidacio. Generalment
s’assumeix que els canvis conformacionals sén siédles, de manera que a les
conclusions dels autors s’hauria d’afegir que npolssiblement es donen dos canvis
conformacionals diferents, un anterior a I'etapalieosidacio, que és el que es veuria
reflectit en el grafic de Hammett d@,/Ky, i un altre en algun moment posterior a
aguesta etapa, que seria el que s’observariagrmafel de Hammett ek.o. Només amb

un canvi conformacional reversible anterior a pPetale glicosidacié no es pot explicar
el grafic de Hammett ea:

A3.4.3. Analisis de Hammett amb resultats no conveionals

Entre les analisis de Hammett que se surten delmges anteriors i donen grafics de
Hammett d’interpretacié més dificil o menys convenal es troba el cas de &
galactosidas#éacZ d’Escherichia coli Aquest enzim presenta cinétiques monofasiques
de pendents elevats en la hidrolisi de salsgib-galactopiranosil piridini [28], i d’'una
familia de diferents alqujs-D-galactopiranosids [29] (figura A3.10). Ara bé, guas
cinetiques s’han realitzat amb una familia d’gib-galactopiranosids, el grafic de
Hammett enk.y presenta un aspecte complicat sense una depeadélaca amb
I'acidesa del grup sortint [30] (figura A3.11).
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Figura A3.10. Analisis de Hammett el i enk../Ky de lag-galactosidastacZ d’Escherichia
coli, amb dues families de substrats diferents. Emréics es representa el logaritme de la
constank enfront del K, de I'aglicona (esquerra) i el logaritme de la ¢antk /Ky enfront
del (Ka de l'aglicona (dreta) amb dues families de satsstdiferents: £) ions N-5-D-
galactopiranosil piridini, i diferents alqyitD-galactopiranosidss().
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Figura A3.11. Analisis de Hammett ek, i enk.o/{Ky de lag-galactosidastaczZ d’Escherichia
coli, amb una familia d’arj#-D-galactopiranosids. En els grafics es representayatitme de la
constank. enfront del K, de I'aglicona (esquerra) i el logaritme de la ¢antk /Ky enfront
del Ka de 'aglicona (dreta).
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Figura A3.12. Estructura de les tres families de substrats asgue s’han realitzat les analisis
de Hammett de IA-galactosidaséacZ d’Escherichia coliesmentades en el tegals dN-
[S-D-galactopiranosil piridin{esquerra)d’aril f-D-galactopiranosids (centred’alquil -
D-galactopiranosids (dreta).

L’analisi de Hammett complex en el cas dels /abl-galactopiranosids es complementa
amb una série de resultats d’efectes isotopiesdduteri que varien dins del marge de
1.00 per als substrats menys reactius fins a 1&t5apla hidrolisi de lintermedi
covalent. Aquests resultats d’efectes isotopicsdroaplicables al mecanisme basic de
retencié de configuracié en dues etapes, en queacamxim s’esperarien dos valors
d’efectes isotopics (un per a cada etapa, en eldt#sservar-se un canvi d’etapa
determinant de la velocitat de reaccid) que a m@dase al principi de reversibilitat
microscopica, no serien especialment diferentsi édaxcs, proposen un mecanisme que
inclou una etapa de canvi conformacional postaxitietapa d’'unid, que seria I'etapa
determinant de la velocitat de reaccié per alstsafssmenys reactius, i que quadraria
amb valors d’efectes isotopicsoelieuteri propers a la unitat. D’altra banda, unvcan
conformacional com el proposat podria explicar @ueorrelacié entre els resultats en
el grafic de Hammett sigui tan dolenta, ja que amlcanvi conformacional jugant un
paper significatiu en la velocitat de reacci6é é&cies electronics, per ells mateixos, no
podrien explicar els resultats. Els autors propagenel canvi conformacional serveixi
per orientar correctament els residus cataliticggdacilitar la hidrolisi, i que en el cas
de les altres families de substrats, en que ldss@nde Hammett s6n monofasiques, o0

XXXVI



Apendix 3

bé no es ddna el canvi conformacional perqué sidus catalitics ja es troben orientats
de forma adequada, o bé el canvi conformacionah@é$ més rapid que l'etapa de
glicosidacio. Tot i que no s’esmenta de forma exal en aquesta explicacio
s’assumeix que els diferents afiiD-galactopirandsids no s’uneixen de la mateixa
manera al centre actiu de I'enzim, ja que la coarecientacié dels residus catalitics
envers el substrat només sembla ser una etapadané cas dels substrats menys
reactius, i per als substrats meés reactius deixated@ un paper cinéticament
significatiu. D’altra banda, aquesta explicacid @smés aplicable per al grafic de
Hammett erk.o/Ky, ja que I'etapa de canvi conformacional suggendaafectaria la
Keay @ NO ser que s’accepti que es déna un canvi goafional similar posterior a
I'etapa de glicosidacio.

Amb les a-glucosidases de llevat de cerve§&adcharomyces cerevisjag8l] i de
flequer Saccharomyces italicug3] tampoc s’obtenen bones correlacions entre els
resultats en les analisis de Hammett. En el pricasrnomés s’esmenta que els grups
electronegatius podrien afavorir lleugerament thdlisi, pero la dispersio dels resultats
€s massa important per tal d’anar més lluny ee\a siterpretacio (figura A3.13).
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Figura A3.13. Analisi de Hammett ek, de l'a-glucosidasa de llevat de cervesa. En el grafic
es representa el logaritme de la constapénfront del i, de I'aglicona.

Per a lI'enzim de llevat de flequer es realitzenetques tant amb arik-D-
glucopiranosids com amb sald\Ndx-D-glucopiranosilpiridini (figura A3.14). En el cas
d’aquesta darrera familia de substrats, el grafitidmmett erk.o; amb un pendent de
-0.61 indica que I'etapa determinant de la velodtareaccio per a aquests substrats és
I'escissié de I'enllag C-O. Ara bé, tant els grafatle Hammett ek../Ky per a les dues
families de substrats com el grafic de Hammetkgrper als arila-D-glucopiranosids
indiquen que, en aquests casos, I'etapa determdwitd velocitat de reaccié és una
etapa no-covalent. Aquests resultats es complememtd cinetiques en qué s’avaluen
els efectes isotopics 80, i a- i f-deuteri tant erk.a; com enkeafKy, que porten a la
conclusié que l'etapa determinant en la hidrolisisdaril a-D-glucopiranosids és un
canvi conformacional posterior a la unié enzim-su#s que té com a resultat que
I'anell de piranosa passi d’'una conformacio de readil’estat fonamental a adoptar la
conformacié dé°B a I'estat de transicio.

XXXVII



Apéendix 3

2.1
2.0
2.0- ®e
15] 4 194 4 N
~ 1.8 o
—_— =
¥ 1.0
& X 17 o
© 4 A
2 0.5 = 19
o . 2 1.5 o
0.0- = 1.4] A
A 1.3
-0.5 1.2 A
2 3 456 7 8 9 10 11 2 3 456 7 8 9 10 11
PK, pPK,

Figura A3.14. Analisis de Hammett ek i enk./Ky de l'a-glucosidasa de llevat de flequer
amb una familia d’aril a-D-glucopiranosids «) i una altra de sals M-a-D-gluco-
piranosilpiridini (o). En els grafics es representa el logaritme dmtstank.,; enfront del K,
de l'aglicona (esquerra) i el logaritme de la cansk./Ky enfront del Ka de I'aglicona
(dreta).

El fet que la conformacié adoptada per l'anell deamqpsa en les sals NFa-D-
glucopiranosilpiridini a l'estat fonamental siguie dtipus cadira distorsionada,
seguramentS; (figura A3.15), més propera a la conformacié dedpe postulen que
adopta l'estat de transicid, seria la causa que geaquests substrats el canvi
conformacional sigui més rapid que no en el cas @el a-D-glucopiranosids. A
aquesta interpretacio donada pels autors s’hagifatpie, d’igual manera que s’ha
comentat en el cas de les neuraminidaseSali@monella typhimuriunm de Clostridium
perfringens aquest canvi conformacional proposat o es trdictaa etapa irreversible,
de manera que quedi reflectit tant leg: com enk../Ky 0 bé en el mecanisme de
reaccié es dona més d’'un canvi conformacional,niarer a I'etapa de glicosidacio i
un altre posterior a la mateixa, com es postula pela f-galactosidasaacZ
d’Escherichia coli

Figura A3.15. Conformacidé adoptada en solucié per les salsodb-glucopiranosilpiridini
(esquerra) i els arit-D-glucopiranosids (dreta).

Tant per al lisozim de clara d'ou com per glglucuronidasa lisosomal del fetge de
rata es fan cinetiques amb una familia d'@$-D-glicosids amb substituents donadors
i acceptors de carrega. En els dos casos s’obtgaéins de Hammett ek, enfront de

la ¢ del substituent bifasics, amb una curvatura céaascendent i on el canvi de
pendent es dona exactament a la sigma correspalniemiol no substituit (figura A3.16

i A3.19). En enzimologia no solen observar-se danigss de grafics de Hammett, pero
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en quimica organica son frequents, i la interprétgue se’'n fa és que els dos grups de
substrats reaccionen a través de mecanismes dg¢8.
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Figura A3.16. Andlisi de Hammett el i en k.ofKy per al lisozim de clara d’ou amb una
familia d’aril O-(5-di-N-acetilquitobiosids) amb substituents donadorgéptors de carrega. En
els grafics es representa el logaritme del paranetrenfront de la sigma del grup sortint
(esquerra) i el logaritme del paramdigKy enfront de la sigma del grup sortint (dreta).

El lisozim de clara d’'ou ha estat un enzim moludsit a nivell de mecanisme, i s’han
realitzat diverses analisis de Hammett amb difergntips de substrats. Al 1967 Lowe
et al [33] realitzen una analisi amb una familia d’&:(f-di-N-acetilquitobiosids) amb
substituents acceptors de carrega, més tard Balletr@l [34] fan el mateix i inclouen
substrats amb grau de polimeritzacio superior. dtrests casos les analisis de Hammett
enkeat i €nkeaf Ky sON lineals i amb pendent positiu enfront de dansi del substituent.
Al 1969 Tsai et al fan una altra analisi de Hammett amb a@(s-di-N-
acetilquitobiosids) perd en aquest cas inclouenl'amell fenolic substituents tant
acceptors com donadors de carrega, obtenint casudtat el grafic de Hammett &gy
gque es mostra a la figura A3.16 [32].

OH
H NHAC 0

ST
OH NHAc R

Figura A3.17. Estructura basica dels af+(5-di-N-acetilquitobiosids) emprats en les analisis
de Hammett del lisozim de clara d'ou.

En aquest cas complementen els resultats amb estefiectes isotopics @*deuteri en
les cinétiques de reaccio, i observen que menteeetgisubstrats en que les aglicones
tenen grups acceptors de carrega presenten efisctgpics, els que tenen grups
donadors, no en presenten. Aquests resultats darport a dos mecanismes diferents
per als dos grups de substrats. Els autors propgpsementre que els substrats amb
grups donadors de carrega presenten un estatraddciéaen qué la protonacio es troba
molt avancada, els substrats que tenen grups acsefdciliten I'atac nucleofilic. Al
1997 es torna a reprendre el tema, i després derowar que la hidrolisi de les dues
families de substrats té lloc al mateix centreuaes déna una explicacié dels resultats
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en base a les diferents formes d’'uni6 al centii@ gcte poden tenir les dues families de
substrats [35], que complementa I'explicacid basadaels efectes electronics del
substrat (figura A3.18). Aixi, a partir del modgatmolecular del complex enzim-
substrat per a un substrat de cada familia s’aailte conclusié que probablement la
plasticitat estructural del lisozim [36] permetuidcanvis conformacionals diferencials
en la unié de les dues families de substrat. Enelisubstrat els dos residus catalitics se
separen per tal d’acomodar-lo, i es comprova qusubbktrat amb grup donador de
carrega afavoreix la protonacio ja que situa I'exigjlicosidic més a prop del grup acid
general, i amb una orientacié6 més adequada, que sgbstrat amb grup acceptor de
carrega, que afavoreix meés l|'estabilitzacid de l6&ocarbocationic per part del
nucleofil per situar-se més a prop del mateix.

ETAPA DE GLICOSIDACIO: R: grup donador
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Figura A3.18. Mecanismes proposats per tal d’explicar les amsatisi Hammett per al lisozim
de clara d’ou, que implica un canvi de mecanismiiecio del caracter de cessor o acceptor de
carrega del substituent del grup fenil i de |la protat a un o altre residu catalitic en la uni6 del

substrat.

Per tal d’explicar els resultats de les analisisH#nmett per a Ig-glucuronidasa
(figura A3.19) es proposa un mecanisme similag@nes doni un estira i arronsa entre
la catalisi acida i I'atac nucleofilic, de manem@ed’estructura de l'estat de transicio
canvia a mesura que canvia l'estructura electroniels substrats [37]. Amb els
substrats que tenen substituents donadors de aahieha més protonacio, ja que
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I'oxigen anomeéric és més basic, i la protonaci@ esavorida sobre I'atac nucleofilic.

Per contra, quan els substituents son acceptocardega, I'oxigen anomeric és menys
basic i predomina l'atac nucleofilic. D’aquestanfiar el que s’observa tant en el grafic
de Hammett erk.; com en el dek./Ky €s l'etapa de glicosidacié dels diferents
substrats, com també han demostrat a travées diexgeis d’efectes isotopics de

dissolvent en la cinetica de la reaccio.
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Figura A3.19. Analisi de Hammett ek i en k.o/Ky per a lag-glucuronidasa lisosomal de
fetge de rata amb una familia d’acids Arid-glucopiranosiduronics amb substituents donadors
i acceptors de carrega. En els grafics es repesthbgaritme del parametkeg, enfront de la
sigma del grup sortint (esquerra) i el logaritmé ghrametrek../Ky enfront de la sigma del
grup sortint (dreta).

A3.5. Analisis de Hammett aplicades a mutants deigbsidases

Les analisis de Hammett també s’han aplicat a engjoe han estat mutats en residus
del centre actiu per tal d’avaluar la influéncia lds mutacions en el mecanisme
enzimatic. Les mutacions més estudiades s6n agquetiequé s’ha mutat algun dels
residus catalitics. S’espera que les mutaciond esielu que actua d’acid/base general
en les glicosidases que actuen amb retencié degooadio afectin les dues etapes.
Mentre que I'efecte de la mutacié en 'etapa degyliisssidacid és el mateix per a tots
els substrats amb la mateixa part gliconica, jaafaeta I'intermedi de reaccié, I'efecte
en 'etapa de glicosidacio, on el que s’esta rzalit és eliminar la catalisi acida, depén
molt de la naturalesa del substrat, essent minima gebstrats amb bons grups sortints
(pK4 de I'aglicona baix) i maxim per als substrats nsergactius (K, de I'aglicona alt).
De fet, la diferent resposta dels diversos sulsstrafront a la mutacié permet establir
les diferents contribucions del residu acid generall’etapa de glicosidacio. Per a
aquells substrats que no necessiten catalisi deidisminucio de la velocitat (que no
€s gaire important) aporta informacio del paperjgga aquest residu en I'estabilitzacio
de l'estat de transicid, mentre que la disminuo# vélocitat per als substrats que
requereixen de catalisi acida (que sol ser elevddiay idea de la importancia d’aquest
residu en el seu paper de cessor de protons [3&8}rdbanda, a priori sembla que els
efectes de mutar el nucleodfil hagin d’afectar nofiésmpa de glicosidacio, en quée
aguest realitza I'atac sobre el carboni anomeégo) mo s’ha d’oblidar que a I'etapa de
desglicosidaci6 el nucleofil passa a ser el gruprgéo
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En el cas de nombroses glicosidases, en mutasidurgue actua d’acid/base general
per un residu neutre s’ha observat que el desepawiant de carrega que es genera en
I'oxigen fenolic és molt superior al de I'enzim &atige, consistent amb I'abséncia de
catalisi acida (figura A3.20). Per exemple, a l'glkcanasa/xilanasa deellulomonas
fimi el pendent del grafic de Hammett leg/Ky passa de -0.3 per a I'enzim salvatge
[16] a -1 en el mutant E127A [39]; afaxilosidasa déseobacillus stearothermophilus
T-6, el pendent passa de ser practicament 0 penarh salvatge a -1 en el cas del
mutant D495G [40]; un cas similar s’ha observat dibL-arabinofuranosidasa de
Geobacillus stearothermophilds6 [41, 42] en que el pendent per a I'enzim dgleas
de -0.3 mentre que per al mutant E175A és de fihdré A3.20). Altres casos similars
son els de O-p-N-acetilglucosaminidasa humana [43], Aailosidasa deBacillus
stearothermophillug44] i la sialidasa d&licromonospora viridifacienf5].

5-.:\.'\,

log (k_/K,)

5.0 5.5 6.0 6.5 7.0 7.5 8.0 8.5
pPK

a

Figura A3.20. Analisi de Hammett ek../Ky per a I'enzim salvatges] i el mutant E175A £)
de l'a-L-arabinofuranosidasa d&eobacillus stearothermophilds6. En el grafic es representa
el logaritme de l&../Ky enfront del K, de I'aglicona.

En base al mateix principi s’observa que en I'anale Hammett ek.o/Ky d’unaO-N-
acetilglucosaminidasa humana realitzat amb unalitaé tioglicosids (compostos en
les que I'atom de sofre és més dificil de protomhpendent és de —0.93, mentre que
fent servir una familia @-glicosids el pendent és de —0.11 [46].

En un altre ordre, I'efecte provocat per la mutamid’etapa de desglicosidacio a través
de cinetiques en estat estacionari nomeés es pgbrovar en aquells casos en que es
disposa de substrats per als que aquesta etapdasigeterminant de la velocitat de
reacci6. Per exemple, en el cas defiglucosidasa digrobacterium faecalis’ha
comprovat que, en mutar el residu que actua didas#y general per un residu neutre, la
disminucié de la velocitat per a I'etapa de desgiidaci6 és de I'ordre de 10egades, i
s’ha observat que en general per a aguest enziapdele desglicosidacié es veu més
afectada per la mutacié que no pas la de glicogidd@], ja que augmenta el nombre
de substrats per als que la desglicosidacio éapbetleterminant de la velocitat de
reaccid respecte de l'enzim salvatge [7]. En el a&s la g-xilosidasa de
Thermoanaerobacterium saccharolyticypassa just el contrari, i amb una disminucié
enks de 8 vegades la glicosidacio passa a ser detemhdieda velocitat de reaccio per a
una serie de substrats per als que en I'enzimtgaly és I'etapa de desglicosidacio
[48] (figura A3.21).
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Figura A3.21. Analisi de Hammett ek, de I'enzim salvatges( i el mutant en el residu acid
general (E160A) &) de lap-xilosidasa deThermoanaerobacterium saccharolyticuén el
grafic es representa el logaritmeldgenfront del K, de I'aglicona.

Altres estudis sobre el residu acid/base geneciduen aquells en qué el que es busca
amb la mutacié és augmentar o disminuir la distaecitre els dos residus catalitics
[49]. Aquest estudi s’ha aplicat a la xilanasaB@eillus circulans comprovant que els
pendents en el grafic de HammettkedKy son molt similars i concloent, per tant, que
la longitud del residu que actua d’acid/base gémeraafecta significativament el grau
de protonaci6 de l'estat de transicio a I'etapalimsidacio. La distancia entre residus
0, el que és similar, el posicionament dels resahtalitics també s’ha estudiat a través
de mutacions que afecten la longitud de cadeneediglu que actua com a nucleofil. Els
resultats indiquen que, si bé per a cada glicoaitlefecte provocat per una disminucio
en la longitud del nucleofil pot afectar de maneliterent les energies relatives
associades a les etapes de glicosidacié i desglamng, no fa variar el grau de
desenvolupament de carrega que es dona en l'estdtadsici0 per a l'etapa de
glicosidacid. Els exemples els tenim en I'exoglusaixilanasa deCellulomonas fimi
[39], la p-glucosidasa digrobacterium faecali§s0] i la xilanasa d@acillus circulans
[51], en els que en mutar I'acid glutamic que fandeleofil en els tres casos per un acid
aspartic, el pendent del grafic de HammetkgfKy del mutant és el mateix que el de
I'enzim salvatge. En el cas de la xilanasa s’hajassambé a augmentar la longitud del
nucleofil, obtenint exactament el mateix penderdependentment d’aixo s’ha observat
gue mentre que a l'exoglucanasa/xilanasa G#dlulomonas fimiaquesta mutacio
provoca una disminucié molt més important en lacitht de I'etapa de desglicosidacio
gue no de la de glicosidacié, passant a ser aqatsgta determinant de la velocitat de
reaccid per a tots els substrats; per gdducosidasa dgrobacterium faecalipassa el
contrari i la glicosidacié passa a ser I'etapa meitgant de la velocitat de reaccio per a
tots els substrats assajats (figura A3.22).
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Figura A3.22. Andlisi de Hammett erk.; de les glicosidases: exoglucanasa/xilanasa de
Cellulomonas fimiamb una familia d’'arijf-D-cel-looligosacarids (esquerra)siglucosidasa
d’Agrobacterium faecalisuna familia d’aril 8-D-glucopirandsids (dreta). En els grafics es
representa el logaritme dkg, enfront del K, de l'aglicona. Per a cada enzim es mostren els
resultats corresponents a I'enzim salvawge i(al mutant en que el glutamat que fa de nudleof
s’ha mutat per un aspartat ).

Apart de les mutacions en els residus catalitiambg s’han realitzat analisis de
Hammett sobre altres mutants en el centre actifdeents glicosidases. Per exemple,
la Tyr298 a lgs-glucosidasa dgrobacterium faecalisque ajuda a orientar el nucleofil
| estabilitza la seva carrega [14], la His205 adgucanasa/xilanasa d&ellulomonas
fimi, que es proposa que assisteix estabilitzant leegardel nucleodfil en I'etapa de
desglicosidacio [52], o I'Asn35 a la xilanasaRigcillus circulang[53] que influeix en
la definici6 del K, del residu que fa el paper d’acid/base general.

Donat que una bona correlacid entre els lgg/kv) de dos enzims permet proposar la
similitud entre els seus centres actius [54, 5B comparacio similar entre un enzim
salvatge i algun dels seus mutants dona informschiye I'efecte de la mutacié en
I'estructura del centre actiu a I'estat de tramsjper a I'etapa de glicosidacié. Aquesta
metodologia s’ha aplicat al mutant Tyr298Phe dg-lucosidasa digrobacterium
faecalis per al qué s’ha observat una bona correlacio llanbkim salvatge fent servir
dues families de substrats, una d’Afid-glucopiranosids, en que la diferencia entre els
substrats esta a la part agliconica=(10.98), i I'altra de 4'-nitrofenil glicdsids, equé la
diferéncia es troba en la part gliconica%r0.98). A la vista dels resultats, es conclou
que la mutacié no afecta significativament lesraxteions que s’estableixen amb el
substrat a I'estat de transicio [14] (figura A3.23)
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Figura A3.23. Relacions lineals d’energia lliure per tal de canap I'etapa de glicosidacié del
mutant Tyr298Phe de lgglucosidasa digrobacterium faecalimmb la mateixa etapa per a
'enzim salvatge. Es representa el logaritme dehéek /Ky del mutant respecte del mateix
terme en I'enzim salvatge amb una série dgil-glucopiranosids que difereixen en la seva
part agliconica (esquerra) i una altra série deitfenil O--D-glicosids que difereixen en la
seva part gliconica (dreta).

Amb els resultats acumulats fins al moment es potloure facilment que una mutacio

pot tenir diversos efectes que en la majoria det®€ son dificils de predir: pot afectar
el grau de desenvolupament de carrega en algules @tapes de reaccid, pot variar les
velocitats relatives de les mateixes, o també povqear una gran disminucio de

I'eficiencia catalitica de I'enzim sense afectamglcanisme global de la reaccio.
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Apendix 4. Hidrolisi enzimatica processiva de glicsids

A4.1. Hidrolisi processiva de glicosids polimerics

La processivitat esta altament lligada a la hidrae substrats polimérics. Generalment
esta acceptat que els enzims que degraden poléfeerarbohidrats ho poden realitzar
fent servir principalment tres mecanismes difer¢ht2]: a) un mecanisme de cadena
multiple en que el complex enzim-substrat es diastesprés de cada cicle catalitic, b)
un mecanisme de cadena senzill, en qué I'enzimragnassociat al substrat fins que no
hi ha més enllacos a hidrolitzar, ¢) un mecanisfatad mdultiple, en que es donen un
nombre mig d’atacs després de la formacio del cexnphzim-substrat. Els dos darrers
mecanismes s’anomenen processius [3, 4].

Les glicosidases processives han adoptat difeestitategies per tal d’assolir aquesta
processivitat. En alguns casos s’observen centwesodde lligand addicionals, ja sigui
dins del mateix domini proteic, o bé com a centfesié externs (CBM). En d’altres
casos s’ha adaptat I'arquitectura del centre ajetisigui amb llacos que cobreixen total
o parcialment el centre actiu, ja sigui amb ungaBgid concreta de residus que
afavoreixen la fixacié i/o el lliscament del substrdesprés dels esdeveniments
catalitics. En aquest sentit, s’ha descrit que ahiuha certa relacié entre el grau de
tancament del centre actiu i el grau de processidiels enzims [4, 5]. En general, les
proteines processives que no tenen un centre &taat solen tenir centres actius
extensos per on llisca el substrat. Aquesta traasld del substrat s’ha aconseguit
principalment amb dues estratégies diferents. Dharada per una afinitat per substrat
similar dels diferents subsetis que conformen alreeactiu, o de l'altra, a través de
canvis conformacionals, amb una unié preferenaderina productiva enfront de la no
productiva.

Tot i que I'atac multiple del substrat (Que és cesnva anomenar en un principi a la
processivitat) entre les glicosidases es va descimicialment per &- i f-amilases [1,

6], fins al moment les cel-lulases constitueixegrap de glicosidases processives mes
estudiades. Dins d'aquest grup, les cel-lobiohed®d solen tenir centres actius
extensos recoberts per un o més llacos que elshdarferma final de tunel, envoltant
totalment el substrat. En un principi es va pemgse I'establiment de la interaccio
enzim-substrat tenia lloc per un extrem del ceatt&u i que la cadena polisacaridica
anava lliscant cap a l'altre extrem a mesura gaeay/a hidrolitzant. Aquesta proposta
es basava en el fet que la mutacio del Trp272 deeldobiohidrolasa Cel6A de
Trichoderma reeseque se situa a I'entrada del centre actiu, é\ataivitat de I'enzim
sobre la cel-lulosa cristal-lina [7]. Es postula @quest residu, que esta conservat a
totes les cel-lobiohidrolases de la familia 6, ggré no es troba a les endoglucanases de
la mateixa familia, guiaria la cadena de gluca diekcentre actiu. Per analogia, es
postula que la Phe232 que se situa a I'entrad@&siddtxa d’unié de la quitinasa A [8] i
les dues fenilalanines que es troben a I'entratiaesdre actiu de I'exo-1,8-glucanasa
del fongCandida albicand9], tenen un paper similar guiant i introduintdadena de
substrat dins del centre catalitic. Finalment, psetnbla que I'opcié més probable per a
la formacié del complex enzim-substrat és I'obextdels llacos que cobreixen el centre
actiu, de manera que la cadena de polisacarid gsi punir al llarg del canal. El
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posterior tancament dels mateixos proporcionadeslicions per a la processivitat. A la
cel-lulasa Cbh A d€ellulomonas fimis’observa que, en suprimir un dels llagos que
formen el centre actiu, millora I'activitat endogémasa, indicant que el lla¢ esta
implicat en processivitat [10]. De forma similanyelses mutacions, supressions i
formacio de ponts disulfur que afecten el lla¢c qoeforma el sostre del centre actiu en
forma de tanel de la cel-lobiohidrolasa Cel7ATd&ehoderma reeseidemostren que
aquest lla¢ facilita la degradacié processiva dmldulosa cristal-lina [11]. En la Cel6A
de Trichoderma reesees proposa que la flexibilitat dels llagcos quearien el tanel
forma part del mecanisme per tal d’assistir enlietdment del substrat al llarg del
centre actiu; a meés, el canvi conformacional treimt@raccions que hi ha entre els
residus catalitics i pot ajudar definint els sestats de protonacio [12]. A lesamilases
de mamifers també s’atribueix el paper d’assistilagprocessivitat de I'enzim a un llag
mobil que interacciona amb els subsetis de -2 airZop unit el substrat [13-15].
Segons aquesta proposta, el paper dels residusfdbdrs situats a I'entrada del centre
actiu no és tant el d’'introduir la cadena de pcobsia al centre actiu, com el de guiar-la
I sostenir-la durant les etapes de processivitat.

Gracies al gran nombre d’estructures cristal-loguas de complexos glicosil-enzim de
que es disposa, s’ha pogut descriure a nivell estral com té lloc aquesta hidrolisi

processiva en el cas de dues glicosidases. Ags@stdos exemples molt reeixits que,
d’'una banda, permeten explicar les diferents fordiesio observades en els diferents
complexos, i de l'altra, donen una base estructpeala les etapes de lliscament del
substrat dins del centre actiu.

Cel-lulasa Cel48F de Clostridium cellulolyticum

La cel-lulasa Cel48F delostridium cellulolyticumté un centre d’'unié format per un
tunel que connecta amb una escletxa, i el centre esta al final del tinel abans de
I'escletxa [16]. El tinel és el responsable denietka cadena de cel-lulosa durant la
degradacié processiva, mentre la cel-lobiosa, quel @roducte de reaccio, s’allibera
per la banda de I'escletxa. S’ha cocristal-litzdim salvatge amb diferents inhibidors
[16, 17], i també s’ha aconseguit cristal-litzar motant inactiu, el E55Q, amb dos
mol-lécules de substrat diferents, la cel-lotetrabka cel-lohexaosa [17]. En tots quatre
complexos, la densitat de carrega s’observa einel,tpero els subsetis d’'unié no sén
els mateixos. Els subsetis ocupats pels substmatselemutant coincideixen i
constitueixen un conjunt de subsetis on es donansarie d’interaccions d’apilament
hidrofobic amb tres triptofans i una tirosina, velisos ponts d’hidrogen amb molécules
d’aigua i residus polars/carregats que s’alineeritakl. Tanmateix, els inhibidors
ocupen un segon grup de subsetis una mica meniystsléfque comporta unes altres
interaccions amb els residus hidrofobics del cemttal. La comparacié dels dos grups
de subsetis d’unié mostra que el grup ocupat pemigécules de substrat esta desplacat
mitja unitat de glucopiranosa cap al centre adtgufa A4.1). El fet que els subsetis
obtinguts en la unié dels substrats estiguin bdmitkefan pensar que aquests son els
gue mantenen el substrat en la posicié apropiada fgecatalisi. Alhora, el fet que el
moviment d’algunes cadenes laterals generi I'gittg de subsetis intermedis, fa que es
redueixi la barrera energetica associada a lalteasé del substrat i promou el
liscament. De fet, no només el moviment d’algunadenes laterals, sind també la
presencia de diversos residus aromatics a l'inteté tunel permet reduir la barrera
energetica lligada al lliscament del substrat,|'gstabliment d’interaccions d’apilament
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hidrofobic, favorables energeticament, espaiadesteavals curts. S’ha descrit una
disposicio de residus aromatics similars en estddida maltoporina, que transporta
cadenes de maltosa a través d’'un canal transmeaft8n 19], la cel-lobiohidrolasa
Cel7A deTrichoderma reesdR0] i cel-lobiohidrolasa Cel6A’Humicola insoleng21],
entre d’altres.
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Hidrolisi de I'enllag

Figura A4.1. Representacié en subsetis del centre actiu de lllulasa Cel48F formant
complex amb el substrat. En negreta es marquesubketis corresponents a la unié productiva
del substrat (observats en els complexos mutargisi)y i en un nivell superior es presenten
els subsetis alternatius, menys ben definits (obseren els complexos enzim salvatge-
inhibidor). El darrer grup de subsetis, que ésuel gs proposa que ocupa el substrat durant el
lliscament, esta desplacat mitja unitat de glu@opmsa cap al punt de tall.

Recentment s’ha obtingut I'estructura dels compede dos mutants inactius diferents
de la Celd8F, I'E44Q i [I'E55Q, amb una hemitioamdcaosa i una
hemitiocel-lododecaosa, respectivament, obteniatbama definicié dels lligands tant a
la banda del tinel com a la banda d’escletxa dgteel’'unié de I'enzim [22].

Figura A4.2. Figura parcial del centre d’uni6 de la Cel48Fddiestridium cellulolyticurren que
s'observen sobreposades les estructures de dassadigrids obtingudes en dos complexos
enzim-lligand diferents. En verd s’observa I'estaua del glicosid obtinguda de I'estructura
cristal-lografica del complex Cel48F (E44Q)/hentéblodecaosa, representativa de I'etapa de
processivitat, i en blau la del complex Cel48F (@pBemitiocel-lododecaosa, representativa de
la unié productiva.

S’observa que a la banda del tinel els cel-loddicarsds ocupen posicions similars en
els dos complexos, pero que ocupen dues posiciterents al centre actiu, en el cas
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del mutant E44Q unint-se a la banda superior davéat, i en el mutant E55Q, a la
banda inferior, i establint diferents interacci@msb els residus del centre actiu (figura
A4.2). Es proposa que aquestes dues formes d’ufeicent puguin correspondre a dos
moments diferents del mecanisme enzimatic, sugggtie la unié observada en el
complex amb el mutant E44Q sigui representativdledapa de processivitat, mentre
qgue la que s’observa en el mutant E55Q sigui la pndbductiva, que té lloc durant la
catalisi.

Cel-lobiohidrolasa Cel6A d’Humicola insolens

L’altre exemple és el de la cel-lobiohidrolasa @etBHumicola insolens que té un
centre actiu en forma de tunel format per dos Hagstesos. S’han obtingut diferents
estructures de I'enzim salvatge i mutants de ls6&dbrmant complexos amb tio-
oligosacarids no hidrolitzables, que permeten fea disseccié de la localitzacio del
substrat durant la hidrolisi, tant en I'etapa déital com en les etapes de processivitat
(figura A4.3). De fet s’han distingit tres formesimio diferent. S’ha observat la forma
d’unié productiva des del subseti -2 fins al +4eattuctura cristal-lografica de I'enzim
salvatge amb diferents tio-lligands i amb l'inhibidisofagomina [21, 23-25]. Apart
d’interaccions d’apilament hidrofobic amb els tofains dels subsetis +4, +2, +1 i -2, hi
ha aproximadament 15 ponts d’hidrogen directeseelatrproteina i el lligand, i un
nombre similar mediats per aigua.

La segona forma d’unié s’ha observat amb el mubstt5N formant complex amb dos
tio-compostos, un tetrasacarid i un pentasacatideftasacarid s’'uneix al mutant en els
subsetis de -1 a +4, mentre que el tetrasacarioleoels subsetis de +1 a +4, i amb totes
les unitats de glucopiranosa en conformacié deraadilaxada. Els dos compostos
s’'uneixen de forma no productiva, de manera que catdtat de glucopiranosa esta
girada 180° respecte de I'eix de la cadena del g el cas de la unié productiva.
Aquest posicionament inusual dels sucres va acoyapaer la reorientacio del residu
que fa d’acid catalitic, segurament per tal d’evitapediments esterics, dels triptofans
qgue estan implicats en interaccions d’apilamentafidic, i de les interaccions per
ponts d’hidrogen. En aquest punt €s bo recordarlgueel-lulosa esta formada per
unitats de glucosa unides per enllagek4, i que aix0o suposa que, en una cadena del
polimer, les unitats de glucopiranosa consecuggtan girades 180° 'una respecte de
I'altra. Donat que la hidrolisi només es déna amhb de les dues orientacions obtenint
cel-lobiosa com a producte de reacci6, en un egaaractua processivament, un mateix
subseti ha de ser capa¢ d’acomodar les dues aii@méa En aquests complexos no
productius, representatius de I'estat intermedi'etapa de lliscament [21], la majoria
de les interaccions per pont d’hidrogen estan ndediger aigua, a diferencia del que
passa en la unidé productiva. Finalment, en un cexgél mutant D416A amb un tio-
pentasacarid s’observa una situacio intermedia, [@3]que les unitats de sucre estan
situades entre les dues orientacions descriteaagarst complex totes les unitats de
glucopiranosa estan en conformaciéo de cadira rééxahi ha moviment d’alguns
elements de l'estructura secundaria de la protéigaest complex mostra el principi de
I'etapa de lliscament, en qué les unitats de glwanopsa se situen entre els subsetis.
Mentre que la unié productiva es caracteritza peoimplementarietat entre el lligand i
la proteina, el lliscament de la cadena implicadaenent d’aquesta xarxa, que es veu
reemplacada per una barreja complexa d’interaccimediades per moleécules d'aigua i
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per la flexibilitat de les superficies hidrofobigueroporcionades per un seguit de
residus de triptofan.
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Figura A4.3. Hidrolisi processiva del substrat per la cel-lbidoolasa Cel6A tHumicola
insolens En I'esquema es presenten els diferents complkexzisn-substrat que es proposa que
es donen entre dos cicles catalitics. El punt diisi es marca amb una fletxa vertical en els
dos complexos en qué hi ha unié productiva. Desghésa primera etapa catalitica amb
alliberament de cel-lobiosa, I'extrem no-reducterla cadena llisca a través del centre actiu
formant diferents complexos no productius fins g@usubstrat torna a trobar-se correctament
posicionat per a la catalisi.
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A4.2. Estructura del centre actiu en glicosidasespcessives

De la mateixa manera que no es pot generalitzatagsi@ls enzims que tenen un centre
actiu estés son processius, tampoc és generaditgablles glicosidases que no tenen un
centre actiu en forma de tanel no siguin processib®s exemples clars del primer cas
s6n les endoglucanases no processives E2 ThHermomononsporum fusca
'endoglucanasa Cel7B, homologues a les cel-lobiolases Cel6A i Cel7A,
respectivament, amb la diferencia que les endogases no tenen els llagos que
tanquen el centre actiu de les cel-lobiohidrolasesm a consequéncia tenen centres
actius oberts en forma d’escletxa [26, 27]. Pel fgua glicosidases processives que no
tenen un centre actiu en forma de tunel, I'enddasa E4 d&hermomonospora fusca

i la Cel9A deThermobifida fuscdenen centres actius en forma d’escletxa, i ki
soén processives [28-30]. De forma similar, lesiqages A i B dé&Serratia marcescens
gue hidrolitzen la quitina de forma processiva [21, 31-33], tenen centres actius en
forma d’escletxa [34], en el cas de la quitinasgp&cialment cobert per un llag [35].
D’aquests quatre enzims es proposa que en la Gal8Aa quitinasa A la interacci6 del
substrat amb els residus aromatics del centre aclals voltants comporta una unio
forta de la cadena de polisacarid, que propici@idmolisi processiva [8, 30, 36], a
I'igual que s’ha proposat en el cas dedemmilases, que també tenen centres actius en
forma d’escletxa [37, 38]. Dos casos similars, parés exagerats son els de les
endopoligalacturonases | i llASpergillus nigerja que la mutacié d’'un unic residu del
centre actiu dels enzims (que és obert) és camdigndiar per complet la processivitat
[39]. D’altra banda, a la quitinasa B i a I'endoginasa E4 es proposa que la
processivitat ve mediada per la unié de la cadenpatisacarid als moduls d'unié de
carbohidrat (CBM) respectius [28, 35].

A4.3. Moduls d’'uni6 de carbohidrat (CBM)

Els moduls d’'unié de carbohidrat solen trobar-sdesrhidrolases de la paret cel-lular
de les plantes, que normalment consisteixen en oadubhcatalitic unit a un 0 meés
moduls d’'unié de carbohidrat. Fins al moment hideacrites 51 families de moduls
d’unio de carbohidrat que generen una gran diarsit I'especificitat per lligand. Al
principi, aquests moduls havien estat observatss umicel-lulosa cristal-lina com a
substrat principal [40-42] i per aix0 van rebreneim de CBD Cellulose Binding
Domain); pero amb el temps es van veure associats aediferhidrolases de
polisacarids i se’ls va donar el nom de CBM comoenrmés generic que descriu els
moduls no-catalitics d’'unié de sacarids associatgiasil hidrolases [43, 44]. Els
centres d’unio de carbohidrat tenen dos papersipéls. D’'una banda es considera que
mantenir I'enzim a les proximitats del substrat ponta una major velocitat de
degradacié del polisacarid per augment de la caraa@d d’enzim a la superficie del
substrat [45-47]; en agquest sentit, hi ha moltsmptes en que I'escissio proteolitica del
CBM comporta una disminucié de l'activitat enfrat@l substrat insoluble [42, 46, 48-
52]. D’altra banda, resulten ser importants enelinitié de I'especificitat per substrat i
el mode d’accio de les glicosidases a les que aaoyenm. Per exemple, la familia 3c de
CBM juga un paper transcendental en la processidédes cel-lulases de la familia 9
[28], i s’ha comprovat que el CBM22 canvia I'esfiiediat d’'una xilanasa de la familia
10 de la seva activitat principal xilanasa cap a activitats-1,44-1,3-glucanasa [53].
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Per altim,hi ha evidéncies que suggereixen que els CBM f@ndjieccionen I'enzim a
una cara especifica del cristall de cel-lulosa ,[54]en procariotes CBMs que
aparentment tenen les mateixes dianes direccidnetaneixement del glicosid cap a
diferents regions de les parets cel-lulars de lestgs [55]. Donat que els CBM solen
unir-se a substrats insolubles, una altra funaibwitla als CBM, i que durant molt de
temps va ser motiu de controvérsia, és la sevacitapale trencar l'estructura
cristal-lina polisacaridica, i en mantenir unidadalena de polisacarid resultant, evitar
gue pugui tornar-se a integrar a I'estructura &risba [3, 20, 56-59]. Recentment s’ha
demostrat que aquesta és, en efecte, una altesdaricions que se’ls pot atribuir als
CBM, ja que s’ha observat que el CBP21S#eratia marcescenzromou la hidrolisi de

la quitina cristal-lina a través d’una degradaahidrolitica del substrat [60]. Per a
alguns CBM que estan molt propers al centre atztiapé es proposa que serveixen per
tal de direccionar el substrat dins del centreugd@®, 29].
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