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LES GLICOSIL HIDROLASES

I.1. Les Glicosil Hidrolases

Les glicosil hidrolases (GHs) catalitzen la hidrolisi d’enllagos glicosidics entre dues unitats de
carbohidrat en polisacarids en general o entre un unitat de carbohidrat i una unitat agliconica
(com ara adenina, guanina, timina, citosina en les bases nitrogenades del DNA i RNA). Son
enzims molt comuns involucrats en diferents processos bioldgics com ara en la degradacié de
biomassa com cel-lulosa i midd, en diferents estratégies antibacterianes (lisosima), en
mecanismes patogénics (neuroaminidases viriques) i en funcions de marcatge cel-lular
(manosidases involucrades en el postmarcatge de glicoproteines). Conjuntament amb les
glicosiltransferases, les GH formen la major part de la maquinaria enzimatica per a la sintesi i

degradacié d’enllacos glicosidics.

Degut a I'enorme diversitat funcional i estructural d’oligosacarids i polisacarids presents en la
natura, existeix una gran diversitat de GHs amb funcions especifiques segons el tipus de
substrat. Les GHs s’acostumen a anomenar atenent al substrat sobre el que actuen. Aixi, les
glucosidases catalitzen la hidrolisi de glucosids i les xilanases catalitzen la degradaci6 del xila
(homopolimer basat en unitats de xilosa). Altres exemples inclouen la lacatasa, amilasa,

quitinasa, sucrasa, maltasa, manosidasa, neuraminidasa, o la lisosima.

Les GHs tenen una amplia varietat d’aplicacions que inclouen la degradacié de materials
vegetals (per exemple les cel-lulases s'utilitzen per degradar la cel-lulosa a glucosa, la qual pot
ser utilitzada en la produccié d’etanol), en la industria alimentaria, en la industria del paper (les
xilanases s6n emprades per degradar les cadenes de hemicel-lulosa en la pasta de paper), o en
la industria de detergents. En quimica organica, les GHs poden ser utilitzades com a
catalitzadors sintétics per formar enllagos glicosidics mitjangant hidrolisi reversa, en qué la
posicié d’equilibri s’inverteix, o en reaccions de transglicosilacié catalitzant la transferéncia d’'una
unitat de carbohidrat activada a un alcohol receptor generant un nou glicosid. S’han
desenvolupat diferents mutants de GHs, anomenats glicosintases, que permeten la sintesi de
glicosids amb alts rendiments mitjangant unitats de carbohidrat activades com ara glicosids

fluoroderivats.

I.1.1. Classificacio

Les GHs estan classificades, segons la Enzyme Commission'?, en EC 2.3.1 com a enzims
que catalitzen la hidrolisi de glicosids (-O-) o tioglicosids (—S—). Les GHs també poden ser
classificades atenent a I'estereoquimica resultant de la reaccié de hidrolisi: retencié o inversié
de configuracié del carboni anomeéric. Més endavant es descriuen ambdds mecanismes
enzimatics (secci6 1.1.3). Les GHs es poden considerar com a exo-glicosidases o com a
endo-glicosidases, segons si la hidrolisi té lloc a I'extrem no reductor del polisacarid o en mig

de la cadena, respectivament.
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Una altra classificacio és la que té en compte similitud de sequiéncia. Aquest tipus de
classificacions s6n un dels métodes predictius més potents per tal de predir la funcié de
noves seqléncies d’enzims. La base de dades en linia CAZy (www.cazy.org, setembre 2007)
conté una classificacié actualitzada de les GHs basada en sequéncia'. Actualment cobreix
unes 30000 sequéncies de diferents GHs i homolegs, agrupades en més de 100 families. El
tipus de mecanisme enzimatic es manté entre els membres d’'una mateixa familia. A més,
una analisi en detall de les seqiéncies i de la seva estructura terciaria (per a les que esta
disponible) permet mostrar relacions evolutives entre diferents families. Per exemple, les
families relacionades amb un mateix mecanisme catalitic i similituds estructurals s’han

agrupat en 14 clans diferents'.

I.1.2. Estructura

Degut a la seva gran diversitat, les GHs han estat subjecte de diversos estudis. Mitjancant
técniques de difraccié de raigs X, ha estat possible elucidar I'estructura tridimensional d’'un
gran nombre de GHs de diferents families. L’estudi pioner de Blake et al." a finals dels anys
60 determina l'estructura tridimensional de la lisosima present en la clara d'ou de gallina
(HEWL). Des de llavors I'aparicié de noves estructures cristal-lografiques per a les diferents
families de les GHs s’ha anat incrementant amb el temps. Estructuralment, aquestes es
poden agrupar en tres grups segons la topologia del centre catalitic®: butxaca, fissura o
tunel (veure Figura I.1). En general, el procés d’'unié del substrat a I'enzim sera diferent

segons la topologia del centre actiu.

Figura I.1. Tres tipus diferents de topologia trobades en GHs (a) butxaca, (b) fissura, i (c) tunel

La topologia en forma de butxaca és Optima per al reconeixement d’extrems no reductors de
sacarids. Es freqiient trobar-la en monosacaridases com la B-galactosidasa, B-glucosidasa,
sialidasa i neuraminidasa. També és una conformacié tipica en exopolisacaridases com la
glucoamilasa i la B-amilasa. Aquestes exopolisacaridases estan adaptades a substrats amb
un gran nombre d’extrems de cadena (com per exemple en granuls de midé, d’estructura

radial i amb els extrems no reductors a la superficie). Tanmateix, aquests enzims no sén
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eficients per substrats fibrosos, com la cel-lulosa, per als quals gairebé no existeixen extrems

de cadena lliures.

La conformaci6 en topologia de fissura, resulta en una estructura més oberta que I'anterior i
permet la unié aleatoria de diferents unitats de sucre de substrats polimérics. Es comU trobar-
la en endo-polisacaridases en general com ara lisosimes, endocel-lulases, quitinases,
a-amilases, xilanases o glucanases entre altres. L’enzim en el qual es centra la present tesi,
la 1,3-1,4-B-glucanasa, presenta una topologia del centre actiu en forma de fissura (Figura

1.17 a la pagina 24).

Per ultim, la topologia del centre actiu en forma de tdnel, es pot considerar com una evolucié
de l'anterior en qué la proteina desenvolupa grans loops que cobreixen part de la fissura.
Fins ara, només s’ha trobat topologies de tipus tunel en celobiohidrolases. El pas deixat pel
tunel, acomoda una cadena de polisacarid per a ser hidrolitzat. Aquesta conformacié permet
a I'enzim alliberar el producte de reaccié mentre es manté fermament unit a la cadena de
polisacarid, aixi aquesta cadena pot ser processada successivament. Aquesta caracteristica

és clau per a la degradacié enzimatica de cel-lulosa.’

I.1.3. Mecanisme Catalitic

La hidrolisi enzimatica d’enllacos glicosidics té lloc mitjangant catalisi acida/basica i requereix
dos residus essencials: un donador de protons (acid general), i un nucledfil (6 base general).
Ambdés residus es conserven en totes les families de les GHs?*®. La hidrolisi de I'enllag
glicosidic pot portar-se a terme mitjancant dos grans mecanismes diferents; I'un amb retencié
de configuracié del carboni anomeric, i I'altre amb inversié de configuracié sobre el carboni
anomeéric’ (Figura 1.2). Ambdés mecanismes comparteixen el primer pas de reaccio, en el
que el residu acid general protona 'oxigen glicosidic i simultaniament s’inicia I'atac nucledfil,
que precisament és el que diferencia ambdds mecanismes. Aixi com en les glicosidases amb
retenci6é de configuracido (com ara la 1,3-1,4-B-glucanasa), és el mateix residu nucleofil el que
perpetua I'atac nucleofilic sobre el carboni anoméric, en les glicosidases amb inversié de
configuracié, és una molécula d’aigua la que porta a terme l'atac. El caracter nucledfil de la

molécula d’aigua es veu augmentat per la interaccié amb el residu base general.
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Figura I.2. Mecanisme enzimatic en 3-GHs amb (a) retencié de configuracio,
i (b) inversié de configuracioé sobre el carboni anomeric.

Les distancies mostrades sén un promig de diferents GHs (veure discussio al text).

En ambdos mecanismes, la posicié relativa del residu acid general és idéntica (a una
distancia de pont d’hidrogen de I'oxigen glicosidic), mentre la del nucledfil és diferent. En
enzims que actuen amb retencié de configuracié, el nucledfil es situa proxim al carboni
anomeéric (~5.5 A), mentre que aquesta distancia es fa més gran (~10.5 A) en enzims que
actuen amb inversi6é de configuracidé degut a la necessitat d'acomodar una molécula d’aigua

entre el nucledfil i el sucre? (veure Figura 1.2).

La catalisi acida i I'atac nucledfil simultanis resulten en un estat de transicié de tipus
oxocarbocationic comu per ambddés mecanismes. Per a les GHs amb inversid de
configuracio, la reaccié prossegueix cap al producte final. Mentre que per a les GHs es forma
l'intermedi de reaccio6 (intermedi covalent glicosil-enzim) i s’allibera la unitat no reductora del
substrat hidrolitzat, que és el primer producte de reaccié. En una segona etapa, el residu

acid/base general, ara desprotonat i actuant com a base general, exalga la nucleofilia d’'una
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molécula d’aigua que ataca el carboni anoméric per la banda oposada a I'enllag¢ glicosil-
enzim, aconseguint aixi desplagar la uni6 del substrat a I'enzim, i alliberant el segon producte

de reacci6. Aquesta etapa també té lloc a través d’un estat de transicié oxocarbocationic.

Aquest mecanisme de reaccid de les GHs que actuen amb retencidé de configuracio
(anomenat de doble desplacament) fou proposat inicialment per Koshland 'any 1953'. A
continuacié es descriuen les evidéncies experimentals que recolzen I'existéncia d’'un estat de

transicié de tipus oxocarbocationic, i de la formacié d'un intermedi covalent glicosil-enzim.

1.1.3.1. Estat de Transicié Oxocarbocationic.

Mesures d’efectes cinétics isotopics secundaris de deuteri sobre I'hidrogen a del carboni
anomeéric del substrat, indiquen que la hibridaci6é del carboni anomeéric canvia en I'estat de
transicié, de sp3 a sp2 (veure Figura 1.2). La hibridacié sp2 correspon necessariament a
una estructura de tipus oxocarbocationica on el carboni anoméric i 'oxigen piranic, junt
amb els carbonis adjacents, presenten una conjugacié coplanar. Aixi doncs, aquests

experiments mostren que I'estat de transicio en les GHs és de tipus oxocarbocationic®.

Una altra evidéncia de I'existéncia d’'un estat de transicié oxocarbocationic sorgeix de
I'observacié que inhibidors d’aquestes caracteristiques (afins a I'estat de transicio),

s’uneixen a I'enzim amb unes constants d’afinitat elevades’.

1.1.3.2. Intermedi Covalent Glicosil-Enzim

A fi de detectar la formacié d’un intermedi covalent glicosil-enzim, Withers i col. introduiren
els substrats 2-desoxi-2-fluoro-derivats?®. Aquests inhibidors desestabilitzen per efecte
inductiu del desenvolupament de carrega positiva en lestat de transicid
(oxocarbocationic). A més, es perd la interaccié per pont d’hidrogen present entre el grup
2—0OH de l'anell del substrat i el residu nucledfil ( 2-OH --- "TOOC-Nu). Aquests efectes
desestabilitzants es contraresten mitjangant I's de bons grups sortints (com per exemple
nitrofenols) la qual cosa permet 'acumulacié de I'intermedi covalent®.

En un treball recent de Davies i col.®®

, s’ha resolt l'estructura cristal-lografica d'un
intermedi glicosil-enzim d’una B-glicosidasa amb retenci6é de configuracié amb un substrat
2-desoxi-2-fluoro-derivat. A més, es recullen estructures cristal-lografiques corresponents
a diferents etapes de la reaccié de doble desplagament. Aquest treball és I'inic que déna

una imatge completa del mecanisme catalitic de les GHs amb retenci6 de configuracio.

i posteriorment es donaran detalls de les conformacions del substrat que satisfan aquesta coplanaritat
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Figura 1.3. Estructures al llarg de la coordenada de reaccio en cel-lulasa Cel5A. %

La Figura 1.3 mostra les estructures obtingudes al llarg de la coordenada de reacci6. En
primer lloc, I'estructura del complex de Michaelis, format entre I'enzim i el substrat, en la
que s’observa com el substrat adopta una conformacié distorsionada. En segon lloc,
'estructura de I'intermedi covalent glicosil-enzim. Es pot observar que el sucre adopta la
conformacié cadira “C;. | per ultim, 'estructura del complex entre I'enzim i el producte, en

la que I'anell de glucopiranosa es disposa també en una conformacié de cadira “C;.
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I.1.4. Complex de Michaelis

Actualment, I'existéncia d’estructures distorsionades a nivell de substrat en formar-se el
complex de Michaelis de B-GHs (com I'observada en la cel-lulasa Cel5A, Figura 1.3) és un fet
demostrat: no s’ha trobat cap complex E-S on el substrat no adopti una conformacié
distorsionada. A la Taula I.1 es recullen algunes de les estructures cristal-lografiques més

rellevants en aquest sentit.

Familia Glicosidasa Conformer' | Any Referencia
22 Lisosima HEWL sofa 1991 ?°
20 Serratia Marcescens Chitobiase sofa 1996 *’

7 Fusarium Oxysporum Endoglucanasa | 'S; 1996 3
5 Bacillius Agaradhaerens Cel5A cel-lulasa 'S, 1998 %
6 Trichoderma reesei Cel6A celobiohidrolasa 250 1999 2°
6 Humicola Insolens Cel6A celobiohidrolasa 23, 2002 8
8 Clostridium Thermocellum CelA >°B 2002 4
26 Cellvibrio Japonicus mananasa 'S5 2002 *

Taula 1.1. Conformacions del substrat observades en diferents complexos E-S de 3-GHs.

La distorsi6 del substrat en unir-se a les B-GHs fou proposada inicialment per
Phillips i col. "' en base a I'estudi dels complexes amb oligosacarids en el seu treball sobre
la lisosima HEWL'. Aquest treball déna una explicacié en base a la teoria del control
estereoelectronic®'!. Posteriorment, a partir de I'analisi de les estructures cristal-lografiques
han anat apareixent altres justificacions d’aquest tipus d’unié del substrat a les B-GHs, el qual

té implicacions en el mecanisme de la reaccié enzimatica.

1.1.4.1. Implicacié Esteroelectronica en la Distorsié del Substrat

La teoria del control estereoelectronic®'® proposa que la hidrolisi d’ortoésters, acetals i
compostos relacionats (com oligosacarids) es veu afavorida per conformacions del reactiu
en les que el parell electronic no enllagcant de I'oxigen es disposa en forma antiperiplanar a
I'enllag del grup sortint (veure Figura 1.4). Aquesta teoria es coneix també amb el nom de

la ALPH (Antiperiplanar Lone-Pair Hypothesis).

"a l'apartat |.2 es descriuen les diferents conformacions d’un anell de glucopiranosa
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Figura I.4. Representacié esquematica de la teoria del control estereoelectronic (ALPH).

Aquesta conclusié de la ALPH, té implicacions importants pel que fa al mecanisme de

reacci6 de la lisosima, i per extensio, al de qualsevol altra 8-glicosil hidrolasa.

.l HO g
conformacio do HO (or conformacio
—
cadira HO OR :'QWH distorsionada
H )~
Te b

Figura I.5. Disposicions els parells electronics solitaris en dues conformacions diferents

d’un anell de B-glucopiranosa.

En l'estat fonamental d’un anell de B-glucopiranosa, conformacié cadira, I'aglicé (OR) es
disposa en una orientacié equatorial, de manera que només és antiperiplanar respecte als
enllagos de l'anell. Aixi doncs, el trencament de l'enlla¢ glicosidic en aquest cas és de

preveure que sigui desfavorable estereoelectronicament parlant.

Si la barrera estereoelectronica és suficientment gran, la reaccié hauria de tenir lloc a
través d’alguna conformacié que no fos la de I'estat fonamental, com ara a través d’'una
conformaci6 distorsionada. En aquesta conformacié, I'aglicé es disposa en orientaci
axial, de manera que un dels parells electronics solitaris de I'oxigen piranic es disposa en
forma antiperiplanar a I'enllag glicosidic, facilitant-ne aixi la seva escissi6. El principal
factor que dirigeix el trencament de I'enllag glicosidic és la donaci6 electronica de I'oxigen

piranic, el qual acomoda la major part de la carrega positiva'".

Es raonable pensar que els enzims no adquireixen la seva caracteristica d’'incrementar en
gran mesura la velocitat de reaccié del seu corresponent procés sense no abans
mobilitzar tots els factors que afavoreixin el cami de reaccio, inclosos en aquest cas
factors estereoelectronics. Per tant, si la barrera estereoelectronica és suficientment alta,
la hidrolisi enzimatica d’'un enllag B-glicosidic ha d’involucrar alguna mena de distorsié en
la conformacio6 del substrat en un moment previ a I'inici del procés enzimatic (formaci6 del

complex de Michaelis).
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1.1.4.2. Efectes Esteérics

Un altre aspecte important a tenir en compte és el comentat per Davies i col. en el seu
treball sobre la cel-lulasa Cel5A%. En la conformacié adoptada pel substrat en unir-se a
I'enzim (per exemple en forma d’un skew 'S, Figura 1.6) es facilita I'atac del nucledfil ja

que ha desaparegut I'impediment estéric per part de I’'H del carboni anomeéric.

Figura 1.6. Alliberacio de l'impediment estéric en la distorsié del substrat.

1.1.4.3. Aproximacié Estructural a ’Estat de Transicio

Tal com es veura més endavant (secci6 1.2.2), les estructures distorsionades a nivell de
substrat presents en (-GHs s’assemblen a [l'estructura de lestat de transicié
oxocarbocationic de la reaccié enzimatica®, en que els atoms C2—-C1-05-C5 es disposen
en un mateix pla (seccié 1.1.3.1). Es a dir que les B-GHs acomoden el substrat en la

direcci6 de la reaccioé enzimatica.

Aixi doncs, es pot resumir que la formacidé del complex de Micahelis té favorables
implicacions mecanistiques. L’enzim inverteix energia en la unié al substrat preactivant-lo de

cara a la reacci6 enzimatica, satisfent els seglients requeriments:

» disposar I'enllag glicosidic (C1-01) en orientaci6 axial i antiperiplanar al parell solitari
de l'oxigen piranic (teoria ALPH) '".

» disposar I'enllag entre el carboni anoméric i el corresponent atom d’hidrogen (C1-H1)
en orientacié equatorial. Aixd deixa espai per a I'atac del residu nucleofil*®.

> aproximar el substrat estructuralment a I'estat de transicio®.
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I.2. Conformacions de B-p-Glucopiranosa

L’'anell de B-D-glucopiranosa presenta una elevada flexibilitat, podent adoptar diferents
conformacions. Per aix0, s’ha cregut convenient dedicar aquest apartat a descriure aspectes
relacionats amb aquestes conformacions (nomenclatura, representacio, ...) que s’utilitzaran
sovint en aquesta tesi.

Hy OH
OH

C6
C5
C
C3

2
_-— \C1

H H

Figura I.7. Representaci6 de la molécula de B-D-glucopiranosa-4C1 i numeracié dels atoms.

I.2.1. Nomenclatura

La nomenclatura per definir les diferents conformacions d’un anell de glucopiranosa esta
regulada per les normes IUPAC®. Existeixen 26 conformacions diferents que es poden
agrupar en quatre tipus de conformacions: cadira, boat, skew i half, representades per les
lletres C, B, S i H respectivament. Per a cada un d’aquests tipus de conformacions, cal
definir un pla de referéncia entre 4 atoms de l'anell. Els indexs dels dos atoms restants
acompanyen a la lletra representativa de cada conformacié. El superindex indica que I'atom

en questio esta situat per sobre del pla, i el subindex que esta per sota del pla de referéncia.

Chair: el pla de referéncia esta definit per dos costats paral-lels de 'anell, escollits de tal
manera que sigui I'atom de carboni amb menor numeracié el que resti fora del pla,
disposant-se I'atom restant a I'altra banda del pla. Les possibles conformacions sén

“Cqilainversa 'C,.

Boat: el pla de referéncia esta definit també per dos costats paral-lels de I'anell. En aquest
cas, ambdoés atoms restants estan ubicats a la mateixa banda del pla. Les possibles

conformacions sén "“B, B14, °B, B,s, °°B, Bos.

Skew: per cada conformacidé skew és possible definir dos plans que contenen tres atoms
adjacents, i el restant atom no adjacent. El pla de referéncia és llavors escollit de tal
manera que I'atom de 'anell, amb un index de numeracié menor, o el seglent, resti

exoplanar. Les possibles conformacions sén 'Ss, 3S;, 'Ss, °Sy, ©S,, 2So.
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Half: el pla de referéncia esta definit per 4 atoms coplanars adjacents. Els dos atoms
restants queden ubicats I'un per sobre del pla i l'altre per sota. Logicament, aquesta
€és una estructura un tant tensa per a anells de glucopiranosa. Les possibles

conformacions son °Hs, "Ho, "Ha, 2H4, 2Hs, °H,, *Ha, “Hs, “Hs, °Ha, °Ho, °Hs.

A la Taula 1.2 es mostren els plans definits en estructures representatives de cada tipus de

conformacio.

Tipus Representacio Atoms que Nom assignat a la
de conformacio esquematica defineixen el pla conformacioé
OH
Chair C4 /,,,O C2-C3 --- 05-C5 “Cy
— C1

Half C2-C1-05-C5 “H,

Skew C2 --- C4-C5-05 's,
OH

Boat C2-C3 --- C5-05 4B

Taula 1.2. Nomenclatura de les diferents conformacions d’'una anell de glucopiranosa
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Stoddart®®  agrupa en  un

dia

d’u

‘%’
totes les possibles conformacions // \
n anell de glucopiranosa. \

grama, mostrat a la Figura 1.8,

Aquest diagrama recull de forma !

esquematica les  diferents // \\ // \\

conformacions que pot anar

1 4 5
assolint un anell de glucopiranosa SS Hs I"1 Sl
al voltant de la conformacio \\ // \\ //
cadira “C;, i les seves

1,4 H 2,58

interconversions directes. D’ara

endavant es fara referéncia a \ // \\

aquest diagrama com a el 1S,

dia

\
grama de Stoddart. T=Bs;p /

Figura 1.8. Diagrama conformacional de Stoddart

per a un anell de glucopiranosa

Per tal de seguir I'evolucié conformacional d’'un anell de glucopiranosa durant un determinat

procés (per exemple al llarg d’una simulacié de la formacié del complex de Michaelis), en

aquesta tesi s’han emprat tres representacions diferents: (1) projectar aquesta evolucié sobre

el

cal

diagrama de Stoddart, (2) seguir I'evolucié d’'un angle diedre concret de l'anell, o (3)

cular les coordenades d’empaquetament® de I'anell.

1.2.1.1. Diedre Representatiu d’una Transicié Conformacional

Les diferents transicions entre conformacions de I'anell de glucopiranosa mostrades a la
Figura 1.8, poden ser representades per diferents angles diedres. Per exemple, I'angle

diedre format pels atoms C2—C1-05-C5 és representatiu de la transicio “C; < *Hs < 'Ss.

OH
O

diedre 4H3

Figura 1.9. Definicio del diedre

representatiu 4H3

En la conformaci6 intermédia (‘Hs), aquest diedre pren el valor de 0°. Alhora, les
conformacions cadira i skew presenten un valor de diedre de signe oposat (positiu per a la
conformacié 'S; i negatiu per a la conformacié “C,). D’ara endavant, aquest diedre se

'anomenara diedre 4H3 (sense superindexs ni subindexs per tal de no confondre amb la
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CONFORMACIONS DE B-D-GLUCOPIRANOSA

nomenclatura de les conformacions). D’aquesta manera, en una simulacié de dinamica
molecular d’'un sistema d’aquestes caracteristiques, el seguiment d’aquest diedre en el

temps permetra observar les transicions que tenen lloc entre aquestes conformacions.

De forma general, es poden definir altres diedres representatius d’altres transicions,
prenent el mateix criteri pel qual I'estructura intermédia tingui un valor de diedre igual a 0°.
Per exemple, el diedre 1,4B permetra analitzar la transicié entre la conformacio 'S, (valors

positius) i 'S5 (valors negatius).

1.2.1.2. Coordenades d’Empaquetament

L’ds de diedres representatius é€s una manera rapida i efica¢ de distingir entre dues
conformacions properes. Aixi, al capitol Ill de resultats, s’empren representacions
precisament del diedre 4H3 i del diedre 1,4B. Pero si el que es pretén és poder discernir
entre totes les possibles conformacions d’un anell de glucopiranosa, cal recérrer a altres
coordenades més complexes que tinguin en compte tota la variabilitat conformacional

d’aquests sistemes.

Cremer i Pople® van definir un sistema de coordenades que permet descriure de manera
quantitativa la conformacioé de qualsevol sistema ciclic de qualsevol mida a partir només
de les coordenades nuclears els atoms que constitueixen I'anell. Seguidament es descriu
el procediment per obtenir aquestes coordenades per a un anell de sis membres que son

amb els que es treballa en aquesta tesi.

Suposem que les posicions dels nuclis d’'un anell de 6 atoms estan especificades per les
corresponents coordenades cartesianes (Xj, Yj, Zj) o pels vectors de posicioé R; (=1, 2, ...,
6). Inicialment aquestes poden ser respecte qualsevol origen de coordenades, pero és
convenient, per al seglient desenvolupament, moure l'origen al centre geométric. Amb

aquest origen, les vectors de posici6 satisfan que

6
YR, =0 eq.1

j=1

A fi de definir un sistema de coordenades d’empaquetament, és desitjable especificar el
desplagcament de cada nucli de I'anell respecte un pla promig. Aquest pla sera definit de
manera que passi pel centre de coordenades. Aixi, es pot escollir un nou conjunt de
coordenades cartesianes (x; y;, z;) de manera que l'origen de coordenades estigui en el
centre, i que l'eix z sigui perpendicular al pla promig. L'eix y s’escull de manera que passi

a través de la projeccié de la coordenada nuclear de I'atom 1 de I'anell sobre el pla
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promig. Aquest nou sistema de coordenades sera una simple transformaci6 lineal del

sistema de coordenades original (X}, Y, Z;). Segons aquestes condicions, s’assegura que

6
ZZ_I. =0 eq.2

J=

i 'orientacio del pla promig (z = 0) queda determinada per les seglients condicions:
6
Z ~cos2z(j —1)/N]=0
A
>z, sin[27(j - 1)/N]=0
Jj=1

Per procedir a la transformacio lineal dels vectors de posicié originals (R;), tenint en

compte aquestes condicions, cal definir dos nous vectors

- 26: R, sin[27(j —1)/N]

J=1

- iRj cos2z(j —1)/N]=0

Jj=1
i el vector unitari
n=R%R"/|R%R'| eq.5

sera doncs perpendicular a R’ i a R”. Aquest vector sera escollit com a I'eix z, de manera

que els desplacaments respecte el pla promig vindran donats pels productes escalars
z;=R,;-n eq.6

Les coordenades d’empaquetament definides per Cremer i Pople son funcié d’aquests
desplagaments atomics (z)). Per a un anell de 6 membres, aquestes s’obtenen resolent el

seglient sistema d’equacions:

QO sinf cos¢ = ZZ cos {%2(} 1)}

] 1

o 1S |27,
Qsinf sing = Sszsm ?2(j—1) eq.7
Jj=1

6
Q cosf= lZ:(—l o
6 Jj=1

Aixi doncs, a partir de les 6 coordenades atomiques (18 components), es defineixen 3
coordenades esferiques (un radi Q i dues fases 6 i ¢) que descriuen inequivocament totes

les possibles conformacions d’un sistema molecular ciclic de 6 membres. S’ha aconseguit
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doncs, una important reduccié de la dimensionalitat del problema. A la Figura 1.10 es
mostra una representacié esquematica d’aquest sistema de coordenades i es relaciona

amb totes les conformacions accessibles per a un anell de glucopiranosa.

Figura 1.10. Representacio de les coordenades esferiques d’empaquetament

per a un anell de 6 membres.

D’aquesta manera, totes les possibles conformacions d’'un anell de glucopiranosa es
poden localitzar a la capa externa d’'una esfera de radi Q. Als pols (6 = 0 i ) es localitzen
les dues conformacions cadira (“C; i 'C4), mentre que a I'equador (8 = 17/2) es localitzen

les 6 conformacions skew i les 6 conformacions boat (en fraccions successives ¢ de 17/6).

I.2.2. Itinerari Seguit en Diferents Glicosil Hidrolases

Tal com s’ha comentat en la descripcié del mecanisme (apartat 1.1.3), el procés enzimatic
d’hidrolisi d’enllacos glicosidics passa a través d’un intermedi covalent. Diferents experiments
evidencien I'existéncia d’aquest intermedi, aixi com I'existéncia de complexos de Michaelis
en els que el substrat presenta una distorsié respecte I'estructura fonamental de cadira *C;
(veure Taula I.1). Tot plegat permet establir relacions entre les conformacions que va assolint
'anell de glucopiranosa al llarg de tot el procés enzimatic en base al diagrama de Stoddart.

t?°, analitzen la informaci6 cristal-lografica de qué es disposa

Davies i col., en un article recen
per a diferents GHs. D’aquesta manera son capacgos de trobar grups de families en qué el
substrat segueix el mateix itinerari conformacional (Figura 1.12) al llarg de la reacci6é

enzimatica.
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El cami de reaccié de les GHs, ja sigui amb inversi6 o amb retencié de configuracié del
carboni anoméric, passa a través d’un estat de transicié oxocarbocationic (veure Figura 1.2).
El caracter parcial de doble enllag O5-C1 requereix que els atoms C5, O5, C1 i C2 es
disposin de forma coplanar. Tal com es mostra a la Figura 1.11, aixd només és possible per a

dues conformacions tipus half (*Hs i *H,) i per a dues conformacions tipus boat (*°B i Bys).

4 £ 3 * 2 g ¥ ¥
OfN | | Lo /
A\ N = | |
3 4 2 5
*Hy ’H, 2B Bys

Figura 1.11. Estats de transicié proposats que satisfan la coplanaritat de C5, 05, C1i C2.

Perd, quina conformacié per a l'estat de transicié és emprada per a un glicosil hidrolasa en
particular? Doncs, tot i que aparentment sembla que la hidrolisi d’enllagos glicosidics passa a
través d’un estat de transicié en conformacio “Hs (i aixi queda reflectit en les representacions
esquematiques classiques del mecanisme), hi ha diverses evidéncies experimentals recents

que aquest fet no és exclusiu®.

Un estat de transicié en conformacié *Hs; ha estat suggerit per a la endo-glucanasa | en base
a lestructura cristal-lografica del complex de Michaelis amb un tio-ologosacarid®
(conformaci6 'S; del substrat), i per a la cel-lulasa Cel5A complexada amb un fluoroderivat®
(complex de Michaelis 'S, intermedi covalent “C,). Aquesta deducci6 ve del fet d’observar
que, en el diagrama de Stoddart, el cami per passar de la conformaci6 'S; (complex de
Michaelis) a la conformacié “C, (intermedi covalent) passa per la conformacié *“Hs (veure
Figura 1.12). Des del punt de vista estructural, aquesta conformaci6 esta adaptada per a un
estat de transicié oxocarbocationic (Figura .11).

4", una B-mananasa de la familia 26, mostra

D’altra banda, un treball recent de Ducros i co
que hi ha distorsions del substrat fora d’aquesta regi6. El substrat (inhibidor fluoroderivat)
adopta, en aquest cas, un conformacié tipus skew 'Ss. En el mateix article, els autors
obtenen [lestructura de [lintermedi covalent glicosil-enzim, on el lligand adopta la
conformacié °S,. Segons el diagrama de Stoddart, per passar de la conformacié 'Ss
(complex de Michaelis) a la conformacié °S, (intermedi covalent) només és possible si es
travessa la conformacié B,s (veure Figura 1.12). Des del punt de vista estructural, aquesta

conformacio esta adaptada per a un estat de transicié oxocarbocationic (Figura 1.11).
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Un tercer itinerari és el que s’ha proposat per a una xilanasa de la familia 11. Sabini i col.
observen que el substrat adopta una conformacié >°B en unir-se a I'enzim. Els autors
argumenten*” que lintermedi covalent i l'estat de transici6 compartirien la mateixa

conformacio a fi de satisfer el requeriment de coplanaritat que s’acaba de descriure.

itinerari seguit en
B-manosidases
(familia 26)

itinerari seguit en . . ]
. itinerari seguit en
B-glucosidases

. ) B-xilanases
(families 5, 7 18 i 20)

(familia 11)

Figura I.12. Itinerari de reaccié seguit en diferents glicosil hidrolases.

El fet d’entendre la conformacié que assoleix I'estat de transici6 per a una determinada
glicosil hidrolasa és un fet important de cara al disseny d’inhibidors per als respectius enzims.
Ja que és conegut que el disseny d’inhibidors amb estructures similars a la de I'estat de

transicié s’'uneixen a I'enzim amb constants d’afinitat molt majors respecte el substrat natural.

Un dels objectius de la present tesi sera analitzar l'itinerari conformacional que segueix el
substrat de la 1,3-1,4-8-glucanasa al llarg de la reacci6 enzimatica. Aixi mateix, la
modelitzacio tedrica permetra determinar I'estructura de I'estat de transicié i quantificar-ne les

propietats estructurals i electroniques.
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1.3.1,3-1,4-B-glucans

Els 1,3-1,4-B-glucans son polisacarids que es troben presents formant part estructural de les
parets cel-lulars en plantes superiors de la familia de les Poaceae, aixi com en I'endosperma de
determinats cereals com ara civada, ségol, arrds i blat entre altres. L’endosperma amilaci, una
especial caracteristica de les Poaceae, és la rad principal per la qual els cereals sén de tan
elevada importancia en la nutrici6 humana. Anualment es cultiven més d’un bili6 de tones de
grans de cereal. Només l'arros i el blat constitueixen ja la meitat de les calories que el humans

ingerim en la nostra dieta.

L’interés cientific en els 1,3-1,4-B-glucans es centra en la seva preséncia en les industries
alimentaries animals. Perd també tenen interés pels beneficis que ofereixen a les dietes
humanes. Els 1,3-1,4-8-glucans sén els constituents de la paret cel-lular responsables de la
capacitat que tenen la civada i el ségol d’avena de reduir el colesterol present en el sérum de
persones hipercolesterolémiques, aixi com de regular I'index glicémic en persones diabétiques.
D’altra banda, els 1,3-1,4-6-glucans i els xilans de les parets cel-lulars de 'endosperma present
en les farines, sé6n importants factors que contribueixen també a la correcta qualitat en el procés
d’elaboracié del pa. Per la seva banda, la incompleta hidrolisi dels 1,3-1,4-8-glucans en el
procés d’elaboraci6 de la cervesa comporta problemes associats a I'elevada viscositat d’aquests
glucans. Aixi, un uns dels principals problemes en la industria cervesera son les multiples
complicacions que genera en 'emmagatzematge de la cervesa, ja que aquesta es torna térbola

en presencia de glucans no hidrolitzats.

Les diferents espécies en que es troben presents els 1,3-1,4-B-glucans els utilitzen com a
elements estructurals de les parets cel-lulars en el procés de creixement, aixi com en
I'endosperma en forma de material d’'emmagatzematge que és hidrolitzat durant el procés de
germinacio per proveir d’'una font extra de carboni durant les primeres etapes d’assentament i
creixement de la llavor. El seu paper estructural en la paret cel-lular és el de formar capes
compactes conjuntament amb les microfibres de cel-lulosa, on interaccionen amb d’altres

glucans i proteines durant el creixement cel-lular.
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Pectins: HG and RG 1
HG-\\ RG 1 with ¢-arabinans

™ |

Cellulose ’//
microfibrils

4
Glucuroarabinoxylan

Figura I.13. Model estructural de la paret cel-lular per a

cél-lules de cereal en fase de creixement. *°

Estructuralment parlant, es tracta de glucans lineals de fins a 1200 unitats de
B-D-glucopiranosa, unides a través d’enllagos mixtes -1,3- i B-1,4- glicosidics. Majoritariament
estan constituits per unitats de cel-lotriosa i cel-lotetraosa separades per enllagos $-1,3, en una
proporcié molar de 3 a 1 per a les parets cel-lulars de teixits en fase de creixement i les parets

de I'endosperma dels grans de cereal.

Figura 1.14. Representacié esquematica d’'un 1,3-1,4-3-gluca.

Un cop iniciat el procés germinatiu, la major part dels polisacarids constituents de I'endosperma,
entre els que es troben els 1,3-1,4-B-glucans, son degradats per una bateria d’enzims hidrolitics
(glicosil hidrolases). Aquesta degradacio de la paret cel-lular permet I'accés d’altres glicosidases
a altres substrats emmagatzemats a l'interior de 'endosperma. Les unitats de monosacarid que
sén alliberades durant aquest procés d’hidrolisi sén traslladades i aprofitades com a important

font d’energia per al procés de creixement de la llavor.
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I.4.La 1,3-1,4-B-glucanasa

La despolimeritzacié dels 1,3-1,4-B-glucans té lloc a comencaments del procés germinatiu i esta
catalitzada per glicosil hidrolases enddgenes de diferent especificitat. Entre aquestes endo-
glicosidases, la més activa és la 1,3-1,4-GB-glucanasa que mostra una elevada especificitat de
substrat per al trencament d’enllagos f-1,4-glicosidics entre unitats de glucopiranosa 3-O-

substituides.

cellotriose -p(1-3)- cellotetraose -f-(1-3)-

|l

OH OH CH OH
OH OH OH OH
HO C Mo o&ﬂ HO O Ho D'a\'m o o-
0 o o o ¢ HO o s] o]
OH OH OH OH
! OH ' oH OH o4 !
i [ !

1,3-1,44-glucanase

oM oH OH
OH o o OH o OH OH oH
g aH HO o H Q o HO a
on OH OH on OH on o
1 G4G3G 2 G4G4AG3G

Figura 1.15. Despolimeritzacié enzimatica de 3-glucans.

No només les plantes produeixen aquest enzim, sin6é que també determinats microorganismes
com ara bacteries i fongs. Aquests segreguen 1,3-1,4-B-glucanases a fi de degradar
polisacarids que pugui haver en el seu entorn i aixi aprofitar-los com una font d’energia. Pero les
glucanases d’origen bacteria i les que provenen de les plantes no tenen una mateixa sequéncia
d’aminoacids, ni tan sols presenten similitud estructural. Aquest fet és, doncs, un clar exemple
d’'una evoluci6 diferent que ha convergit en una mateixa activitat i especificitat per substrat. De
fet, la 1,3-1,4-B-glucanasa d’origen vegetal pertany a la familia 17 de les glicosil hidrolases,

mentre que la d’origen bacteria pertany a la familia 16.

Anteriorment ja s’ha comentat la importancia dels glucans de cara a la industria alimentaria, i la
industria de la cervesa. Per la seva banda, les 1,3-1,4-6-glucanases, també desperten interés
per la seva aplicacio biotecnoldgica en aquestes industries. Aixi, per a la industria cervesera, en
el procés de maltatge, les 1,3-1,4-B-glucanases enddgenes sbén inactivades térmicament degut
a I'elevada temperatura del procés. Es per aquest motiu que s’addicionen 1,3-1,4-8-glucanases
termostables d’origen bacteria, a fi d’assegurar reduir la viscositat i poder assegurar aixi una
major qualitat en el procés final. En quant a la industria alimentaria, preparats enzimatics a base
de B-glucanases exdgenes son addicionats a les dietes, en base a blat, de pollastres i xais, per

aixi assegurar una major digestibilitat i reduir futurs problemes sanitaris.
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La present tesi centra el seu interes en el mode duni6 del substrat a la
1,3-1,4-B-glucanasa de Bacillus i en els mecanismes de preactivacidé del substrat de cara a la
reaccié enzimatica. Aquest és un enzim ampliament estudiat per Planas i col. Al llarg dels
darrers anys, s’ha portat a terme una analisi completa del mecanisme enzimatic mitjancant
diferents metodologies, aixi com una analisi estructural que ha permés establir relacions
d’estructura - funcié. " A continuacié es detallen els aspectes més rellevants del mecanisme

enzimatic i de I'estructura de la 1,3-1,4-B-glucanasa de Bacillus.

I.4.1. Mecanisme Enzimatic

El mecanisme enzimatic de la 1,3-1,4-6-glucanasa, segueix el mecanisme general de doble
desplagament per a les glicosil hidrolases amb retenci6é de configuracio del carboni anomeéric.

Aquest mecanisme ha estat ampliament detallat a I'apartat 1.1.3.

acid/base - acidibase J\ 4 acidbase
G‘J‘{j G‘J"? D‘A\Dﬂ . ? D"‘J"D
aH H v .\ M oH K
o s r_"‘} o i oM E oM i -n*xf:;ﬁ
- | — o] HO bt —— O
ixt’;“ms A e p 2 R TR >
o, 0% 0'1;5_ oH OH; < 0, 0°
a a 0, [v] Oﬂ" o
nucleophile “Tﬁ rucleoptile \f nucleophile
glycasylation deglycosylation

Figura 1.16. Resum del mecanisme enzimatic de la 1,3-1,4-B-glucanasa de Bacillus.

Un estudi exhaustiu de mutagénesi dirigida sobre les 1,3-1,4-B-glucanases

0. 51" conjuntament amb assaigs de rescat quimic®® va permetre establir els

de Bacillus
residus catalitics essencials per a la catalisi i assignar a cada un d’ells la seva activitat com a
nucledfil per una banda, i com a acid/base general per l'altra. La numeraci6 del residus que
es fara servir en la present tesi correspon a l'estructura del complex enzim-producte®.
Segons aquesta numeracié, el residu nucledfil és el residu Glu105 i el residu acid/base

general el residu Glu109.

I.4.2. Estructura

De les diferents topologies presents en les glicosil hidrolases (veure Figura 1.1), les
1,3-1,4-B-glucanases de Bacillus pertanyen al grup en forma de fissura, la qual cosa, li

confereix activitat endo.

i una major discussié en profunditat d’aquest enzim, des de la codificacid del seu gen, clonacio i
expressio, fins a estudis estructurals i funcionals, aixi com d’enginyeria de proteines, es troba a la

referéncia 47.
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Figura 1.17. (a) Topologia del centre actiu en forma de fissura, i (b) estructura terciaria

de la Bacillus Macerans 1,3-1,4-3-glucanasa.

El plegament de la proteina és de tipus jellyroll B-sandwich, constituida per un seguit de fulles
beta intercalades a través de diferents loops i girs. Tanmateix, una petita zona esta
estructurada en forma d’hélix a. Actualment es disposa de tres estructures cristal-lografiques
de la 1,3-1,4-B-glucanasa de Bacillus. La de I'enzim lliure publicada I'any 1993 per Keitel i
col.* i per Hahn i col.*® I'any 1995. La del complex covalent enzim—inhibidor amb un sacarid

|55

epoxibutil publicada I'any 1993 per Keitel i col.”, i una darrera estructura del complex enzim-

t49

producte (E-P) publicada recentment™. En aquestes estructures, la preséncia d’'un i6 calci en

el seu lloc d’unié, és essencial de cara a assegurar I'estabilitat del plegament de la proteina.

L’estructura del complex E-P ha estat emprada com a estructura de partida en les
modelitzacions moleculars portades a terme en aquesta tesi (Figura 1.18). Aquestes
simulacions requereixen de la construccié prévia de models del complex enzim-substrat. A la
seccid 11.2.1 es detallara la construccié d’aquests models. El substrat que s’ha emprat és un
4-metilumbeliferil (MU) tetrasacarid. Aquest és un substrat emprat ampliament en diferents

estudis cinétics donada la seva resposta a la llum ultraviolada*’*%%3,
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Figura 1.18. Estructura del complex E-P. El tetrasacarid ocupa els subsetis —IV a —I.

subseti —IV . subseti -l . subseti —II . subseti —I . subseti +I
on i L on L on i
| o7 | |
OW i 0: O: \
L | LA

Figura 1.19. Estructura de 4-metilumbeliferil-tetra-3-D-glucopiranosa emprada com a substrat en

els models de complex enzim-substrat de la 1,3-1,4-3-glucanasa.

La cavitat enzimatica de la 1,3-1,4-8-glucanasa en forma de fissura es pot dividir en 6
subsetis diferents (subseti —IV, —lll, —II, —I, +I, +Il). Cada una d’aquests subsetis acomoda
una unitat de sacarid diferent de la cadena del substrat. L’enllag glicosidic que s’ha
d’hidrolitzar es situa entre els subsetis —| i +I. En els models emprats en la present tesi, el
substrat ocupa els subsetis —IV a +l, situant-se I'aglico (MU) en el subseti +| (veure Figura
1.19).

- 25 -



INTRODUCCIO

I.4.3. Interaccions Enzim - Substrat

Una analisi completa per mitja de mutagénesi dirigida de tots els residus que possiblement
interactuen amb el substrat s’ha portat a terme també per la glucanasa de Bacilus*
D’aquesta manera es pot dibuixar un esquema d’aquestes interaccions tal com es mostra a

la Figura 1.20.
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Figura 1.20. Representacié esquematica del model d’interaccions entre enzim i substrat.

Les interaccions més importants que s’estableixen entre I'enzim i el substrat son les de tipus
pont d’hidrogen, tot i que també existeixen interaccions tipus stacking (molt comuns en
GHs'®) que s’estableixen entre els hidrogens alifatics dels anells de carbohidrat i alguns
residus aromatics de I'entorn enzimatic. Aquests tipus d’interaccions seran tingudes en
compte en el disseny de les simulacions de dinamica molecular dutes a terme al llarg de la

present tesi.
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I.5. Preguntes Obertes

En base a tot el que s’ha anat comentant en aquest capitol introductori, es poden resumir les
principals preguntes obertes sobre la formaci6 del complex de Michaelis en la
1,3-1,4-B-glucanasa, aixi com dels mecanismes de preactivaci6 de substrat en

B-glicosil hidrolases en general:

— quina és la conformacié que adopta el substrat en unir-se a I’enzim?
Per a la 1,3-1,4-8-glucanasa, no es disposa de I'estructura cristal-lografica del complex
de Michaelis. Seria interessant veure si el substrat també adopta una conformacié

distorsionada similar a la present en altres B-GHs.

— quines interaccions s’estableixen en els subsetis —I i +l entre ’enzim i el substrat?
Si bé les analisis mutacionals han permés establir les interaccions
enzim --- substrat que defineixen I'especificitat per substrat, sembla que a més I'enzim
dirigeix el substrat cap a una estructura propera a la de I'estat de transicid, a fi de
facilitar el cami de reacci6é. Perd no resta clar quins residus estan involucrats en

aconseguir aquest efecte.

quin és el cami d’entrada del substrat a la cavitat de la 1,3-1,4-8-glucanasa?
Quins so6n els mecanismes que dicten I'especificitat per substrat d’aquest enzim? Com

modula I'enzim I'entrada del substrat?

— és possible definir un model general d’unié enzim - substrat?
La uni6é distorsionada del substrat a qualsevol glicosil hidrolasa és universal? Seria
interessant poder predir quins canvis conformacionals sofriria un substrat determinat en

unir-se a una GH concreta.

quines altres implicacions mecanistiques té una distorsionada del substrat?
Les conformacions distorsionades del substrat trobades en diferents GHs satisfan els
requeriments geometrics segons la teoria estereoelectronica (ALPH) per a una catalisi

eficient. Perd hi ha alguna altra implicacié favorable?

quina és la influéncia de les propietats intrinseques del substrat?
Hi ha alguna relacié entre les conformacions concretes del substrat preferides per
diferents GHs i les propietats de les diferents conformacions presents en solucié. Hi ha
propietats que canvien quan es produeixen canvis conformacionals del substrat?

Quines caracteristiques justifiquen la selecci6 preferent per part de les GHs?
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— quin és l'itinerari conformacional del substrat al llarg de la reaccié enzimatica?
Per a les glucosidases, se’ls ha proposat un itinerari conformacional de reacci6é
enzimatica de tipus 'S; o “H; < “Cy. Es valid aquest model per a la
1,3-1,4-B-glucanasa (familia 16)? Quins canvis estructurals s’observen al llarg de la

reaccio?

— quina és I'estructura de I’estat de transicio de la reaccié enzimatica?
L’estructura de I'estat de transicié no es pot obtenir directament dels experiments. La
modelitzacié tedrica permetra extreure informacié estructural dels diferents estadis de

reaccid, no només de reactius i productes, siné també de I'estat de transici6.
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Amb la present tesi es pretén contribuir a determinar les bases de la preactivaci6 del substrat en
B-glicosil hidrolases en general i en la Bacillus 1,3-1,4-B-glucanasa en particular. Els objectius

principals sén els seglents:

» Crear un model computacional per al complex enzim — substrat en

1,3-1,4-B-glucanasa.

> Determinar I’estructura que adopta el substrat en unir-se a I’enzim i
discernir si és I'tnica estructura estable, o bé si és possible assolir altres

conformacions.

» Investigar el cami d’entrada del substrat a la cavitat enzimatica de la
1,3-1,4-B-glucanasa a fi de determinar els mecanismes de reconeixement del

substrat.

> Determinar les principals interaccions que s’estableixen entre I'enzim i el

substrat, i trobar els factors responsables de la conformacié del substrat.

» Establir les implicacions que té una unié distorsionada del substrat a ’enzim de

cara a la reaccio enzimatica.

» Determinar si existeix alguna relacié entre les conformacions distorsionades
del substrat presents en diferents B-glicosidases i les propietats de les

diferents conformacions d’un anell de B-D-glucopiranosa.

» Investigar la reaccio enzimatica de la 1,3-1,4-8-glucanasa a fi de determinar
I’estructura dels diferents estadis de la reaccio, i de validar els mecanismes de

preactivacié del substrat establerts anteriorment.






