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goma de algarroba (Ceratonia siliqua), galactomanano ("locust bean gum")
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4-metilumbeliferil-B-D-glucésido
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N-bromosuccinimida

espectroscopia de masas de desorcion de plasma ("plasma desorption
mass spectrometry")

endoproteinasa Glu-C (EC 3.4.21.19) de Staphylococcus aureus cepa V8

reactivo K de Woodward, N-etil-5-fenilisoxazolio-3’-sulfonato

dodecilsulfato s6dico

tetranitrometano
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La celulosa es el compuesto orginico méds abundante en la Naturaleza. Su potencial
energético ha sido aprovechado desde tiempos remotos por numerosos organismos; mis
recientemente ha atraido la atencién de los biotecnélogos, que estudian fos medios para
utilizarla como fuente de combustibles y otros productos quimicos de interés industrial.

La investigacién en este campo comenz6 en los anos 50, cuando el equipo de los Drs.
Reese y Mandels, del Ejército de los Estados Unidos, evalu6 la capacidad celulolitica de mds
de 14 000 microorganismos. La finalidad de su trabajo era determinar las causas de la
degradacién de los materiales celulésicos (uniformes, cordajes, tiendas) observada durante la
Segunda Guerra Mundial, en las unidades militares desplegadas en el Pacifico.

A partir de la crisis del petréleo de los afios 70, el estudio de la hidroélisis de la celulosa
pas6 a ser una linea de investigacién prioritaria en muchos paises, habida cuenta de sus
potencialidades como fuente de energia alternativa, renovable y limpia. Pronto se hizo evidente,
que la viabilidad econémica de esta alternativa energética estaba seriamente limitada por la
falta de conocimientos bésicos sobre los complejos mecanismos biolégicos que operan en la
celulolisis. El interés de los gobiernos en la financiacién de esta linea de investigacién decrecio
en los afos 80; sin embargo, el empefio de microbiGlogos, bioquimicos y genéticos por resolver
las incdgnitas planteadas en este atractivo campo de investigacién ha permitido la continuidad
del proyecto.

Teniendo siempre en el horizonte la idea original de aprovechar la celulosa como fuente
de energia, otras aplicaciones industriales se han derivado del conocimiento adquirido a lo largo
de estos afos. Actualmente las enzimas celuloliticas se emplean en la elaboracién de
detergentes para lavar ropa, y en la clarificacién de vinos y cervezas (Pokorny y col., 1990); el
dominio de unién a celulosa presente en muchas celulasas constituye una interesante
herramienta biotecnolégica, que puede facilitar la purificacién o la inmovilizacién de cualquier
proteina por fusién a nivel génico (Ong y col., 1989); la enorme capacidad de produccién de
celulasas de algunos mutantes de microorganismos celuloliticos puede ser aprovechada para la
secrecion eficiente de proteinas heterdlogas (Teeri y col., 1990).

1. APROVECHAMIENTO INDUSTRIAL DE LA CELULOSA

La producci6n anual de celulosa por fotosintesis se estima en 4x10" Tm (Coughlan, 1985).
De esta cantidad sdlo un 2% es aprovechada por el hombre mediante combustién u otros
procesos industriales (Vega y col., 1983); el resto se desecha en forma de residuos, o escapa al
control humano. Cerca de un 20% de esta biomasa no utilizada (unas 8x10° Tm, con un
contenido energético préximo a 3x10' J), podria recuperarse como materia prima para la
produccién de combustibles, alimentos u otros productos quimicos de interés (Detroy y Julian,
1982). Para este fin, es esencial la degradacién de la celulosa hasta glucosa, pero las
caracteristicas estructurales de este polisacdrido y su asociacién con hemicelulosa y lignina
dificultan enormemente su hidrélisis.
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1.1. Naturaleza de los residuos lignocelulésicos

La celulosa forma parte de las paredes de las células vegetales en intima asociacién con
lignina y hemicelulosas, constituyendo en conjunto la denominada lignocelulosa. La proporcién
de estos polimeros varia segiin el origen del residuo lignocelulésico considerado.

La celulosa estd formada por cadenas lineales de D-glucosa unidas por enlaces glucosidicos
B(1-+4). El grado de polimerizacién, es decir, el nimero de restos de glucosa que forman una
molécula de celulosa, puede oscilar entre 50 y 15 000 (Gilbert y Tsao, 1983). Las moléculas de
glucosa se encuentran en conformacién de silla, giradas 180° cada una con respecto a la
siguiente. Por ello, desde un punto de vista estereoquimico, es la celobiosa la unidad que se
repite (Fig. 1).

GLUCOSA

H
H
C,“:"H cnon o

CELOBIOSA

Figura 1. Estructura molecular de ia celulosa.

Las cadenas de celulosa se unen mediante puentes de hidrégeno, formando microfibrilias,
en las que las moléculas de celulosa se disponen en ordenaci6n antiparaleta (Liitzen y col.,
1983). A su vez, varias microfibrillas se agrupan en fibrillas, cuya agregacién da origen a las
fibras de celulosa. Esta estructura se mantiene gracias a un elevado nimero de puentes de
hidrégeno y de interacciones de van der Waals, que proporcionan en conjunto una unién muy
fuerte, haciendo a la fibra de celulosa insoluble y muy resistente al ataque quimico.

Aunque no se conoce exactamente la estructura fibrilar de la celulosa, todos los modelos
propuestos coinciden en sefialar la existencia de regiones cristalinas, con alto grado de
ordenaci6n, que se alternan con regiones amorfas, menos ordenadas (Cowling y Kirk, 1976; Fan
y col, 1987). La proporcién en que aparecen varia segin el origen de la celulosa y el
tratamiento a que se someta.

La hemicelulosa esta constituida por varios heteropolisacdridos de composicién distinta
en cada planta. Los mds abundantes son xilanos, mananos y galactanos. Se trata de polimeros
cortos y en general ramificados, incapaces de agregar, y por tanto, susceptibles de hincharse y
dispersarse fdcilmente en agua. Su funci6n principal en la pared vegetal es la de unir la celulosa
y la lignina. (Fan y col, 1987).

La lignina es un polimero muy complejo y de elevado peso molecular. Se forma por
deshidrogenacién enzimitica de alcoholes derivados del fenilpropano, seguida por una
polimerizacién no controlada, lo que hace que la lignina no tenga una estructura definida, ni
siquiera en una misma especie vegetal (Barcel6 y col., 1987).

El papel de la lignina es cementar los polisacdridos de la pared vegetal y actuar como
barrera de la degradacién microbiana del material lignoceluldsico (Blanch y Wilkes, 1983). La
intima uni6n de la lignina al armazén vegetal es un impedimento para la hidrélisis de celulosa,
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de la que solo se consigue separar mediante tratamientos enérgicos. Su propia hidrdlisis
requiere severas condiciones debido a su compleja estructura quimica.

1.2. Hidrdlisis enzimdtica de celulosa

La hidrolisis de la celulosa hasta glucosa puede realizarse enzimética o quimicamente.
La hidrélisis enzimdtica ha sido investigada intensamente en los nltimos 20 afnos. Hasta el
momento no se ha instalado ninguna planta industrial para hidrolizar celulosa por via
enzimdtica; no obstante, existen plantas piloto en Japén (Fan y col., 1987) y Francia (Pourquié
y col,, 1988), y la tecnologia desarrollada estd muy cercana al umbral de viabilidad comercial.

La hidrélisis quimica implica generalmente el uso de 4cidos. En 1913 se instalé en
Carolina del Sur (EEUU) una planta para hidrolizar por esta via desechos procedentes de una
serreria. La fabrica se cerré a raiz de la caida de los precios del azicar. En Alemania, durante
la Segunda Guerra Mundial, se empleé la hidrélisis 4cida para la obtencién de azdcar (Fan'y
col., 1987).

La sacarificacién de residuos lignocelulsicos por via enzimdtica requiere un
pretratamiento para aumentar la susceptibilidad de los mismos a la hidrélisis. Sin un
pretratamiento adecuado, la biodegradacién de la lignocelulosa es lenta y con un bajo
rendimiento en azicares fermentables (Dale, 1987). La hidrélisis quimica es ventajosa en este
aspecto ya que no es necesario pretratar la materia prima. Sin embargo, la hidrélisis enzimatica
presenta varias ventajas sobre la quimica: las celulasas, enzimas que llevan a cabo la
degradacién de la celulosa, no forman productos secundarios; al final del proceso no se requiere
una neutralizacién del producto; los costes se reducen porque las temperaturas de trabajo son
suaves, no hay necesidad de emplear materiales resistentes a la corrosién, y el rendimiento en
glucosa es mayor (Fan y col., 1987).

El producto de la hidrdlisis, la D-glucosa, tiene maltiples posibilidades de uso:
- Refinada, puede destinarse a la industria alimentaria.
- Se puede transformar por isomerizacién en fructosa, que es un potente edulcorante.
- Puede ser sustrato para procesos fermentativos que rinden:
+ etanol
+ biomasa microbiana
« biopolimeros
+ productos quimicos y fadrmacos tales como antibiéticos, L-aminoécidos, 4dcido
citrico, acetona, butanol, etc.

En la Figura 2 se esquematiza el proceso global de sacarificacién de lignocelulosa para
obtener productos de interés industrial. Los gastos de produccién de las enzimas celuloliticas
suponen una importante partida de los costes del proceso de sacarificacién de residuos
lignocelulgsicos. Avanzar en el conocimiento de las celulasas, de su biosintesis, propiedades y
mecanismo de accién, seleccionar buenos productores y buenas técnicas de produccién, ha
abaratado esta biotecnologia hasta hacerla casi competitiva con otras tecnologfas empleadas en
la producci6n de aziicares (fundamentalmente la hidrélisis de almidones). Para que llegue a ser
aplicable industrialmente debe continuar el esfuerzo investigador que acabar4 por desvelar las
incégnitas que rodean a este complejo proceso biolégico: écudles son los mecanismos celulares
de regulacién de la biosintesis de celulasas?, {qué papel desempeiia cada tipo de celulasa en
la degradacién de celulosa?, icudl es la causa del sinergismo encontrado entre algunas
celulasas?, éexiste algln factor, todavia no identificado, que disgrege las fibrillas de celulosa
para hacerla més susceptible al ataque enzimatico?.
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MATERIALES
LIGNOCELULOSICOS
Fermentacién Pretratamiento
MICROORGANISMO t y v
CELULOLITICO
CELULOSA Hemicelulosa Lignina
Y ‘ ‘ Y
CELULASAS ——= HIDROLISIS Hidrdlisis Compuestos
ENZIMATICA enzimatica fendlicos
‘ GLUCOSA Pentosas

N/

FERMENTACION

#

ETANOL, BIOMASA MICROBIANA, FARMACOS, ETC.

Figura 2. Esquema del proceso de sacarificacién de residuos lignocelulésicos. El
aprovechamiento de hemicelulosa y lignina incidiria favorablemente en el
balance econémico global.

2, MICROORGANISMOS CELULOLITICOS

La degradacion natural de la celulosa es llevada a cabo por numerosos microorganismos.
Entre éstos hay bacterias y hongos, aerobios y anaerobios, mesdfilos y terméfilos. En la Tabla
I se recogen los microorganismos celuloliticos mejor caracterizados.

Todos los organismos capaces de degradar celulosa cristalina secretan un conjunto de
celulasas con diferentes especificidades y modo de accién, que actGan sinérgicamente para
hidrolizar la celulosa (Béguin, 1990). Dicho conjunto se ha venido denominando sistema o
complejo celulasa. Esta Gltima denominacién es confusa ya que sélo en ciertas bacterias
anaerobias las enzimas celuloliticas se agrupan en complejos multienzim4ticos extracelulares;
el caso mds conocido es el de Clostridum thermocellum que secreta un complejo celulolitico con
14-18 polipéptidos distintos, formando una estructura muy estable denominada celulosoma
(Lamed y Bayer, 1988).



INTRODUCCION 6

Tabla 1. Microorganismos celuloliticos mds estudiados (Robson y Chambliss,
1989; Coughlan y Ljungdahl, 1988).

BACTERIAS HONGOS
- Acetivibrio celulolyticus - Aspergillus spp.
- Bacillus spp. - Fusarium solani
- Cellulomonas spp. - Neocallimastix frontalis
- Clostridium spp. - Penicillium spp.
- Erwinia chrysanthemi - Schizophylium commune
- Microbispora bispora - Sporotrichum pulverulentum
- Ruminococcus albus - Talaromyces emersonii
- Streptomyces spp. - Trichoderma spp.

- Thermonospora spp.

Uno de los microorganismos celuloliticos mds extensamente estudiados ha sido el hongo
aerobio y meséfilo Trichoderma reesei (e.g. Kubicek y col., 1990a). Se aislé en 1944 en la isla de
Bougainville (Nueva Guinea), dentro de una prospeccion realizada por el cuerpo cientifico del
Ejército de los Estados Unidos, que estudiaba la alarmante degradacién de los tejidos de
algoddn (tiendas, vestimenta, cordajes) en las unidades desplegadas en el Pacifico Sur.
Inicialmente se clasific6 como T. viride. E. Simmons consideré que se trataba de una nueva
especie, y la bautiz6 en 1977 con su denominacién actual, en honor de Elwyn T. Reese, pionero
en el estudio de las celulasas junto con su colaboradora Mary Mandels; ambos seleccionaron
este hongo, entre 14 (000 microorganismos, por su extraordinaria capacidad celulolitica
(Simmons, 1977; Reese y Mandels, 1984).

T. reesei secreta el sistema enzimitico celulasa en cantidades importantes, siendo capaz
de hidrolizar totalmente celulosa cristalina; sus enzimas son estables durante varios dias a 45°C
y pH 5. De la estirpe original "QM 6a" se han derivado por mutaciones al azar mediante
distintas técnicas (UV, nitrosoguanidina, acelerador lineal, dietil sulfato, radiacién ) mis de
50 cepas superproductoras (El-Gogary y col., 1990). La estirpe estudiada en nuestro laboratorio
(Acebal y col., 1985) y empleada en la realizacién del presente trabajo es la QM 9414. Data de
1971 y ha sido una de las mds intensamente investigadas por bioquimicos y genéticos, a pesar
de que actualmente se dispone de cepas mejores productoras de celulasas (Pourquié y col.,
1988).

3. CELULASAS DE Trichoderma reesei

Las celulasas de origen fingico se han agrupado tradicionalmente en tres categorias:
celobiohidrolasas (CBH; exoglucanasas; EC 3.2.1.91), que atacan las moléculas de celulosa por
su extremo no reductor, liberando secuencialmente subunidades de celobiosa; endoglucanasas
(EG; EC 3.2.14), que rompen al azar enlaces internos de las moléculas de celulosa; B-
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glucosidasas (EC 3.2.1.21), que hidrolizan celobiosa y celodextrinas de bajo peso molecular. En
sentido estricto s6lo las EGs y CBHs se consideran celulasas; las B-glucosidasas participan
indirectamente en la degradacién de celulosa al hidrolizar celobiosa que inhibe a las CBHs.

La composicién del sistema celulasa de T. reesei ha sido estudiada por diferentes grupos
de investigacién, con resultados generalmente contradictorios en cuanto al nimero de enzimas
y sus propiedades moleculares (M, pl) (Griztali y Brown, 1979; Shoemaker y col., 1983;
Bhikhabhai y col.,, 1984; Schiilein, 1988). La confusién en este punto se ha debido a varias
causas:

- existencia real de varios genes; hasta el momento se han clonado en E. coli y secuenciado
los genes de dos CBHs, CBH I (Teeri y col,, 1983) y CBH II (Chen y col., 1987), y de dos EGs,
EG I (Penttilid y col., 1986) y EG III (Saloheimo y col,, 1988); otra EG, denominada "EG de
bajo peso molecular" (EG LMW) ha sido caracterizada y parece no tener relacién con ninguna
de las dos secuenciadas (Ulker y Sprey, 1990).

- modificaciones post-traduccionales de los productos génicos, tales como proteolisis
(Stahiberg y col,, 1988), glicosilacién o desamidacién. Se han descrito varias isoenzimas para
cada una de las enzimas mencionadas, que aparecen tardiamente en los caldos de cultivo del
hongo (Messner y col., 1988; Biely, 1990).

- dificultades en la purificacién y caracterizacién de las diferentes celulasas debido a ia
similitud de sus masas moleculares (en el intervalo de 50 a 60 kDa) y de sus puntos isoeléctricos
(de 3.5 a 6.5) (EG LMW es la tinica con propiedades peculiares) (Biely, 1990), a su naturaleza
glicoproteica (Bhikhabhat y col., 1984), a la utilizacién tardia de sustratos que permiten la
deteccién especifica de cada actividad celulolitica (Claeyssens, 1988), y a la capacidad de
agregar de algunas de ellas (Sprey y Lambert, 1983; Dominguez y col., 1992).

La composicién del sistema celulasa de T. reesei ha quedado establecida como se recoge
en la Tabla II, después del Congreso Internacional Tricel 89 (Kubicek y col., 1990a).

Tabla II. Composicion del sistema celulasa de Trichoderma reesei (Biely, 1990,
Ulker y Sprey, 1990).

ENZIMA M2 pl° % ch®
{kDa) (%_(p/p))
Celobichidrolasas
CBH | 62 (58) 3.4-39 6
CBH {1 59 (50) 4.4-65 18

Endoglucanasas

EG | 51 (46) 3.3-4.4 10
EG Il 50 (42) 3.8-6.7 15
EG LMW 25 7.5 0

* Los valores entre paréntesis representan la masa deducida a partir de la
secuencia de la proteina.

® Intervalo de puntos isoeléctricos de las distintas isoenzimas.

¢ Porcentaje de carbohidratos.
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3.1. Especificidad de sustrato

La clasificacién de las celulasas como endoglucanasas o celobiohidrolasas se ha basado
cldsicamente en su capacidad para hidrolizar sustratos celulésicos de distinta naturaleza; las
enzimas activas sobre celulosas sustituidas solubles, carboximetilcelulosa (CMC), e inactivas
sobre celulosa cristalina, Avicel, se consideraban EGs, y CBHs aquellas capaces de hidrolizar
Avicel pero no CMC. La simple divisién en dos subgrupos de las enzimas celuloliticas es
insuficiente para explicar fenémenos como el sinergismo entre algunos componentes del sistema,
0 la razén de ser de varios genes para cada tipo de enzima. Se hace necesaria, en consecuencia,
una diferenciacién més rigurosa de las celulasas en funcién de su especificidad de sustrato; ésta
ha sido posible gracias al empleo de sustratos de baja masa molecular: celodextrinas (Pereira
y col, 1988), y derivados cromoféricos de celooligosacdridos (Claeyssens, 1988). Las

especificidades frente a metilumbeliferil 8-glicésidos de las principales celulasas de T. reesei se
recogen en la Figura 3.

CBHI EGI
é=i;}=i‘ .QP-QTc
1 Q..:CJ_TQ
CH{ - C3 13 -
S B B
- - e e ]

— l = mh=-
CrH{ i 31— I I e S et

| | 1

CBHII EG I
CH 111 {1 -
- 1 - 1

D_Ej_*{:ﬁ;-—. D—E—BTCJ—.
Figura 3. Principales puntos de ataque de las celulasas de T. reesei a 4-metilumbeliferil-B-glicésidos

derivados de celooligosacdridos y lactosa. Los productos se analizaron por HPLC. Simbolos: ,

residuos de B-galactopiranosilo; , residuos de B-glucopiranosilo; |, grupos 4-metilumbeliferilo.
(van Tilbeurgh y col., 1988).

Los sustratos cromoféricos son, ademds, de gran utilidad en la deteccién especifica de las
celulasas en geles de isoelectroenfoque o de electroforesis en condiciones no desnaturalizantes
(van Tilbeurgh y Claeyssens, 1985), asi como en el estudio del mecanismo cinético de estas
enzimas, imposible con los sustratos poliméricos cldsicos por las dificultades que entrafa su

ensayo, y la no linearidad de las curvas de dilucién enzimdtica correspondientes (Sharrock,
1988).

La multiplicidad de celulasas ha sido explicada por algunos autores teniendo en cuenta
la rotacin de 180° que presenta, en [a molécula de celulosa, cada residuo de glucosa respecto
del siguiente. Cada enlace glucosidico es estéricamente distinguible del siguiente, y, en
consecuencia, podria haber dos tipos de EG y dos tipos de CBH, con distinta

estereoespecificidad (Wood y col.,, 1988). Esta teoria no es vilida, al menos en el caso de T.
reesei (Sinnot, 1990).
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La capacidad de algunas celulasas para degradar sustratos no celuldsicos es un dato
llamativo; EG 1 posee actividad xilanasa (Biely y col, 1991), EG 1 y EG III son activas sobre
manano (Fig. 12, p4g. 40) y ambas CBHs hidrolizan 8-glucanos, que contienen enlaces 3-(1-3)
y B-(1-4), mas eficazmente que celulosa (Enari y Niku-Paavola, 1987). Hay que tener en cuenta
que el sustrato natural del hongo es lignocelulosa y no celulosa pura. En los caldos de cultivo
se encuentran ademds de celulasas, xilanasas (Biely, 1990) y mananasas (Fig. 12, p4dg. 40).
Esclarecer el mecanismo de accién de una mezcla enzimdtica tan compleja sobre un sustrato
igualmente complejo parece, hoy por hoy, lejano; no obstante, es el inico camino para dilucidar
inequivocamente la funcién biolégica de cada componente.

3.2. Mecanismo de la hidrélisis enzimdtica de celulosa

El primer modelo para explicar el mecanismo de la hidrélisis enzimética de celulosa fue
propuesto por Reese en 1950 ; seglin este modelo, la celulosa serfa activada por un factor de
hinchamiento o activador, enzima no hidrolitica C;; a continuacién actuaria una enzima
hidrolitica C,; la celobiosa y otros celooligosacdridos producidos, serfan hidrolizados hasta
glucosa por B-glucosidasa (Fig. 4) (Reese y col., 1950).

C, C, B-glucosidasa
CELULOSA —— CELULOSA ACTIVADA —————= CELQOBIQSA == GLUCOSA

Figura 4. Mecanismo de la hidrélisis enzimética de celulosa segin el modelo de Reese (Reese y col,, 1950).

Pocos afios después, Gilligan y Reese describieron por primera vez el sinergismo entre las
enzimas celuloliticas en la digestién de la celulosa (Gilligan y Reese, 1954); la hidrélisis de
sustratos insolubles por una combinacién de EGs y CBHs es mucho m4s efectiva que lo que
cabria esperar de la suma de sus capacidades hidroliticas individuales (Mandels y Reese, 1964;
Henrissat y col,, 1985). Las bases moleculares del sinergismo no estén aclaradas; el grado de
sinergismo depende de la composicién de las mezclas enzimiticas empleadas (Henrissat y col.,
1985). También se ha observado sinergismo entre CBH Iy CBH II (Henrissat y col., 1985), y
en algunos casos ausencia de sinergismo entre CBH 1y EG I (Niku-Paavola y col., 1986). CRH
1 parece actuar como una endoglucanasa en estas situaciones, o cuando hidroliza B-glucanos
(Henrissat y col., 1985).

El andlisis de la adsorcién de las celulasas a las fibras de celulosa es fundamental en el
estudio cinético de la hidrélisis, ya que es un prerrequisito para que tenga lugar la reaccion
(Fan y col. 1987). La capacidad de adsorcién varia de una enzima a otra (Woodward y col.
1988; Kyriacou y col., 1989), y también es distinta la afinidad de cada celulasa por las distintas
regiones presentes en el sustrato (Nieves y col, 1991). La adsorcién debe jugar un papel
importante en los fendmenos de sinergismo.

Probablemente, en la degradacién de celulosa participan también otras enzimas como la
celobiosa-oxidasa, detectada en caldos de cultivo de otros hongos, que oxida celobiosa y
celodextrinas a sus correspondientes 4dcidos aldénicos. Una funci6n de esta enzima puede ser
la oxidacién del extremo reductor formado tras la accién de una EG, evitando que el enlace
pudiera formarse de nuevo por transglicosilacién. La celobiono-lactona no sélo se ha encontrado
en caldos de cultivo de 7. reesei, sino que ademd4s es un potente y especifico inductor de la
sintesis de celulasas (Iyayi y col,, 1989). La formacién de fibras cortas de celulosa en los
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primeros estadios de la celulolisis es dependiente de oxigeno (Vaheri, 1982).

Ninguno de los modelos propuestos (Montenecourt y Eveleigh, 1979; Enariy Niku-Paavola,
1987; Coughlan y Ljungdahl, 1988; Wood y cal., 1988) explica todos los datos experimentales
de que se dispone actualmente, y parece probable que cada tipo de sustrato sea hidrolizado de
un mode distinto, por una combinacién particular del arsenal de enzimas de que dispone el
hongo (Knowles y col., 1988). Tampoco se puede descartar la existencia de alguna enzima o

factor no enzim4tico (C, en el modelo de Reese), cuya deteccién no haya sido atin posible por
la carencia de un método adecuado para ello (Wood, 1985).

Regiones Regicr?es s
ipali amorfas
cnstaim\as / ACIvacion | Oxidacidn
— B P —
A |
Endoglucanasa (EG)
I Y o
\ \ Formacién de Segmentacién Disgregacién
SN W fibras cortas : °
| S — = | S —
Celobiohidrolasa (CBH) === —_—== —_—
/ Y
\\IW,H_, - J . ,
Sinergismo Sinergismo
I Endo/Exo CBH I/CBH I
EG/CBH
L A
. —f Celodextrinas + Celobiosa —* Ce[a;obiono- —* Acido celobiénico
b ctona
/./':4-»‘ — 4
! T
3
— B-glucesidasa n
—— — . 6, Glucono _2 : .
GLUCOSA Glucosa —» lactona Acido glucdnico

Figura 5. Modelos del mecanismo de hidrélisis enzimética de celulosa. A) Modelo de Montenecourt
(Montenecourt y Eveleigh, 1979); B) Modelo de Coughlan (Coughlan y Ljungdahl, 1988, modificado).

(1), celobiosa oxidasa/deshidrogenasa; (2), lactonasa; (3), B-glucosidasa; (4), endoglucanasa; (5),
celobiohidrolasa; (6), glucosa oxidasa.

El modelo de Montenecourt (Fig. 5A) (Montenecourt y Eveleigh, 1979), se acepta
generalmente como una simplificacién vélida del mecanismo de hidrélisis enzimética de la
celulosa (Béguin, 1990); las endoglucanasas efectuarian el ataque inicial por las regiones
amorfas del sustrato, creando extremos libres sobre los que actuarian las celobiohidroiasas. La
accién sinérgica de EGs y CBHs se repetiria hasta solubilizar totalmente la celulosa; la

B-glucosidasa aceleraria la reaccién al hidrolizar hasta glucosa, las celodextrinas y celobiosa
liberadas por las celulasas.

Sin embargo, otros modelos como el de Enari (Enari y Niku-Paavola, 1987), postulan que
el ataque inicial a las fibras de celulosa corre a cargo de las CBHs. El mecanismo real de
hidrélisis debe parecerse m4s al esquema propuesto por Coughlan (Fig. 5B) (Coughlan vy
Ljungdahl, 1988), que contempla la participacién de otros factores, y hace especial hincapié en
la activacién inicial de la celulosa (volvemos de nuevo a la hipétesis de Reese) por una o mis
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vias alternativas. Estudios de microscopia electrénica han demostrado la capacidad de CBH 1
para disgregar las fibras de celulosa (Chanzy y col., 1983).

3.3. Regulacion de la sintesis de celulasas

T. reesei secreta celulasas cuando hay celulosa en el medio de cultivo, siguiendo el principio
de economia celular; pero, {c6mo un sustrato insoluble puede inducir la sintesis de proteinas?.
Mds de treinta afios después de que fuera planteada esta cuestion (Mandels y Reese, 1960),
tenemos un conocimiento tan sé6lo aproximado de los mecanismos de induccién (Kubicek y col.,
1990b). En la Figura 6 se esquematizan los mecanismos que regulan la sintesis de celulasas.

Qligbrmeros

Degradacién
Oxidacién
Transglicosilacién

Hidrélisis inicial

Celuicsa ——=.

Inductores
Receptores
Sintesis de

2, celulasas Ju

.
Sintesis l
constitutiva |

A\ de celulasas

Inhibicién por LRy
producto final -

e —— -

< B-glucosidasa
Represidn por catabolito 7 ™

Glucosa

Figura 6. Modelo de la regulacién de la sintesis de celulasas en T. reese:. (1) celulasas constitutivas;
(2) B-glucosidasa unida a membrana; (3) B-disacdrido permeasa; CBL, 1,5-celobionolactona,
(El-Gogary y col., 1990, modificado).

La existencia de niveles basales de celulasas constitutivas ha sido descrita por varios grupos
(El-Gogary y col., 1989; Messner y Kubicek, 1991); también ha quedado establecido su papel
fundamental en la induccién de la sintesis de celulasas (El-Gogaryy col., 1989). Se ha postulado
la necesidad de un contacto fisico entre la celulosa y la pared miceliar para que se inicie la
hidrdlisis del polimero (Binder y Ghose, 1978); parece probable que las celulasas detectadas en
las paredes del conidio (CBH 1y, especialmente CBH II) actlien como sensores para detectar
la presencia de celulosa en el medio y disparar el mecanismo inductivo (Messner y col,, 1991).

Los oligémeros producidos por el ataque inicial de las celulasas constitutivas son
hidrolizados por B-glucosidasa. Existe una B-glucosidasa constitutiva, ligada a la membrana
plasmdtica, y esencial para la induccién de la sintesis de celulasas (Kubicek, 1987). La actividad
transglicosilasa de esta enzima provoca la formacién de soforosa (B-(1-2)-glucobiosa), inductor
de la sintesis de celulasas (Mandels y col, 1962). La soforosa también se puede formar
extracelularmente por transglicosilacién catalizada por otras celulasas como EG I (Claeyssens
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y col., 1990a). La presencia de inductores adicionales ha sido propuesta por varios autores,
debido a que la soforosa no induce la sintesis de todo el sistema celulasa (Sternberg y Mandels,
1979; Messner y col, 1988). Ni celobiosa, ni celooligosacdridos de mayor grado de
polimerizacién parecen tener capacidad inductora (Kubicek y col.,, 1990b). Sin embargo, la
1,5-celobionolactona se ha revelado como un potente inductor de la formacién de celulasas
(Iyayi y col,, 1989); la celobionolactona procede probablemente de la accién conjunta de una
celulosa oxidasa y de una CBH.

La entrada en la célula de los inductores formados en el medio extracelular es posible a
través de una B-disacdrido permeasa localizada en la pared del hongo (Fritscher y col., 1990).
Se desconoce la naturaleza de los receptores que transducen el efecto inductor. Recientes
estudios (Messner y Kubicek, 1991) demuestran que la regulacién de la sintesis de celulasas
tiene lugar sobre la transcripcién y no sobre la traduccién como se habia propuesto con
anterioridad (Nisizawa y col., 1972). Dichos estudios descartan, por otra parte, que la represién
por catabolito sea un mecanismo regulador de la sintesis de celulasas, como se aceptaba
tradicionalmente (Kubicek y col., 1990b).

3.4. Relacion estructura-funcion en celulasas

Las principales celulasas de 7. reesei (CBH I, CBH II, EG I y EG III) comparten una
arquitectura comuin: el centro activo se localiza en un dominio o nicleo catalitico; uno de los
extremos de la proteina consiste en un dominio de unién a celulosa; ambos dominios se unen
mediante una bisagra glicosilada (Fig. 7) (Claeyssens y Tomme, 1990). M4s de 60 celulasas y
xilanasas de diverso origen han sido clonadas y secuenciadas. Muchas de estas B-glicanasas

presentan una organizacién similar a la descrita para las celulasas de T. reesei (Gilkes y col,,
1991).

Dominio catalitico

N-glicosilacién
/

O-glicosilacién
Bisagra
Dominio de
unién a celulosa

i

Papaina

/

Centro activo

Figura 7. Modelo de estructura tridimensional de una enzima celulolitica de 7. reesei (Knowles y col.,

1987). Se sefiala el punto de ataque proteolitico por papaina en CBH [ y CBH II (Claeyssens y
Tomme, 1990).

Los dominios o nicleos cataliticos comprenden la mayor parte de cada celulasa de T.
reesei (unos 300 aminodcidos). Andlisis por proteolisis limitada de CBH 1 y CBH II (Tomme
y col,, 1988), y el estudio del nicleo catalitico de EG II1 aislado del caldo de cultivo del hongo
(Stahlberg y col., 1988), permitieron demostrar que los ndcleos cataliticos pueden actuar como
entidades independientes conservando intacta su capacidad para hidrolizar sustratos solubles;
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disminuye drdsticamente, en cambio, su actividad sobre celulosa nativa, de lo que se deduce que
el niicleo contiene el centro activo de la enzima, pero no el sitio de unién a celulosa.El andlisis
por grupos hidrofébicos {HCA, Gaboriaud y col., 1987) de las secuencias conocidas de celulasas
(cerca de 50) ha permitido clasificar en seis familias sus nicleos cataliticos, a pesar de la
aparente diversidad entre las celulasas de distinto origen o incluso procedentes de un mismo
organismo (en T. reesei s6lo CBH I y EG I exhiben un alto grado de homologia) (Henrissat y
col., 1989; Gilkes y col., 1991). En esta clasificacién EG III queda incluida en la familia A, la
més numerosa; CBH 11 estd encuadrada en la familia B; CBH | y EG 1 pertenecen ambas a la
familia C (Tabla III).

Tabla III. Clasificacién en familias de las celulasas en funcién de la homologia
determinada por HCA de sus niicleos cataliticos (Henrissat y col.,1989). El
andlisis de secuencias publicadas con posterioridad a este trabajo ha supuesto la
incorporacién de nuevos miembros a cada familia (Gilkes y col., 1991).

Familia Cédigo Enzima Organismo
A A EG Baciilus subiilis
A EG C Clostridiun thermoceltum
A EG I Trichodermea reesei
A, EG E Clostridium thermoceltum
As EGB Clostridium thermeceflum
Ag EG Bacillus sp. strain 1139
Aq, Ag EG Bacillus sp. strain N-4
(genes pNK1 and pNK2)
Ay EG Z Erwinia chrysanthemi
Ag EG I Schizephyilum commune
B B, CBH I Trichoderma reesei
B, EG A Cellulomonas fimi
B, EG Streptonyces sp. (KSM-9)
C C, CBH | Phanerochaete chrysosporium
C, CBH I Trichoderma reeset
C, EG 1 Trichoderma reeset
D D, EG Celfutomonas uda
D, EG A Clostridium thermocellum
E E, EG D Closiridium thermocellurn
E, EG Pseudomonas fluorescens
F F, CBH Cellulomonas fimi
F, Xyn Z Clostridium thermocellum
F,y Xyn Cryptococcus albidus®

El alineamiento de secuencias en cada familia revela la existencia de algunos amino4cidos
dcidos o bésicos conservados que deben ser esenciales bien para la actividad enzimdtica, bien
para mantener la estructura tridimensional de la proteina (Henrissat y Mornon, 1990). Estudios
de modificacién quimica y mutagénesis dirigida permiten determinar la funcién de dichos
amino4cidos. Por el momento se ha identificado un carboxilo esencial en CBH 1, implicado
probablemente en la unién del sustrato o en la estabilizacién del complejo enzima-sustrato



INTRODUCCION 14

(Tomme y Claeyssens, 1989; Mitsuishi y col,, 1990). En EG I, el carboxilo homdlogo parece
tener una implicacién més directa en el fendmeno catalitico (Mitsuishi y col., 1990). Las
glicosidasas, como muchas hidrolasas, actiian por catdlisis dcido-base general; en la gran mayoria
de las glicosidasas cuyo mecanismo catalitico es conocido (lisozima, B-galactosidasa, amilasa)
al menos un grupo carboxilo participa directamente en la catélisis (Sinnot, 1990).

Estudios de resonancia magnética nuclear de la reaccién de hidrélisis de sustratos de bajo
peso molecular catalizada por celulasas de distintas familias han reforzado la validez de la
clasificacién antes comentada; las homologias detectadas entre miembros de una misma familia
responden a similitudes en la topologia del centro activo, y en consecuencia su
estereoespecifidad es la misma. Las celulasas de las familia A (EG II1), C(EGI1yCBH I) y
F actGan con retenci6n de la configuracién del carbono anomérico, es decir, los productos son
B-glicésidos como los sustratos, mientras que las encuadradas en las familias B (CBH I1) y E,
invierten la misma (Knowles y col., 1988; Claeyssens y col., 1990b; Barras y col., 1992; Gebbler
y col.,, 1992).

Los nicleos cataliticos de CBH 1y CBH II han sido cristalizados (Bergsfors y col., 1989),
y la estructura tridimensional del segundo ha podido ser determinada por difraccién de rayos
X (Fig. 8) (Rouvinen y col., 1990); consiste en un barril a/8 formado por 7 liminas B paralelas,
conectadas por a-hélices; dos de las horquillas que unen liminas B y a-hélices, se extienden a
modo de tinel para facilitar la unién del sustrato. E! sitio activo estd constituido por los
extremos C-terminal de las ldminas B, al igual que en otras enzimas de estructura parecida
(triosa fosfato isomerasa). Los aminodcidos esenciales para la catélisis parecen ser dos
aspdrticos. Ambos estdn situados en el mismo lado del sitio activo, como cabia esperar de la
estereoquimica de la reaccién enzimética.

Figura 8. Representacién esquemética de la estructura tridimensional del nicleo catalitico de CBH
IT {Teeri y col., 1990).
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La funcién de la bisagra glicosilada (Fig. 7, p4g. 12) es la de conectar el niicleo catalitico
y ¢l dominio de unién a celulosa. Se trata de un nexo flexible lo que ha impedido la
cristalizacion de celulasas intactas. Es una region rica en prolinas y aminodcidos hidroxilados.
Estos Gltimos estdn fuertemente glicosilados, y las prolinas intercaladas pueden ayudar al
empaquetamiento de las cadenas de azlicares, como ocurre en otras glicoproteinas (Allen,
1983); la funcién de la glicosilacién ha sido objeto de muchas conjeturas, pero estudios con
celulasas clonadas en E. coli (no glicosiladas en consecuencia) o hiperglicosiladas en
Saccharomyces cerevisiae han desechado cualquier papel en la activiad enzimitica (Knowles y
col., 1990). La O-glicosilaci6n es necesaria para la secrecién de celulasas en T, reesei (Kubicek
y col,, 1990b); su presencia ademds protege del ataque proteolitico (Claeyssens y Tomme, 1990).
Las bisagras son regiones bien conservadas en las cuatro celulasas de secuencia conocida de T
reesei; se denominan bloques B, y en el caso de CBH 1I aparece duplicada (Fig. 9).

L.os dominios de unién a celulosa (DUC) de CBH I, CBH I1, EG I y EG IIl de T. reesei,
se corresponden con los denominados bloques A, regiones bien conservadas en todas ellas, pero
situadas en el extremo N-terminal de la proteina en unas y en el C-terminal en otras (Fig. 9).
Contienen unos 30 amino4cidos, en contraste con los casi 100 de los DUC de origen bacteriano
(Gilkes y col,, 1991). Entre los amino4cidos conservados en los DUC de T reesei, hay cuatro
cisteinas que forman dos puentes disulfuro, dos glutaminas y cuatro residuos aromaticos; estos
Gltimos son fundamentales para la unién a celulosa (Tomme, 1991). El DUC de CBH I se
prepard por sintesis quimica, y su estructura fue determinada por resonancia magnética nuclear
bidimensional; tiene forma de cufa, con una cara hidrofébica y otra hidrofilica en la que tres
tirosinas se disponen a modo de tren de aterrizaje para interaccionar con la superficie de la
celulosa (Kraulis y col., 1989). La posibilidad de que el DUC, ademds de unirse a celulosa, tenga
capacidad para solubilizarla haciendo una labor de zapa previa a la hidrélisis ha sido postulada
por el grupo de Knowles (Knowles y col., 1988). En el caso del DUC de Cellulomona fimi tal
supuesto ha sido confirmado por estudios de microscopia electrénica (Din y col., 1991), y muy
probablemente el de T. reesei posea la misma capacidad de disgregacidn.

Centro activo
| Intrén

B A

* [

cont nmal = COOH
-
CBM I W,ﬁ:‘-ﬂ:-'?fi:i:i:j T o )
*
EG I 7 sl ]
%)

EG1 [ H IZE:E:E:WM

Figura 9. Representacién esquemdtica de las celulasas de 7. reesei. Bl dominio de unién a celulosa
(bloque A) conecta mediante una bisagra (bloque B) con el dominio catalitico, donde se localiza el
centro activo (*). (Knowles y col.,, 1988).

Como los ntcleos cataliticos, los DUC de diferentes microorganismos han sido clasificados

en familias de acuerdo con su grado de homologia. Pero, al contrario de lo que sucedia con los
primeros, dentro de las celulasas de un microorganismo sélo se encuentran DUC de una misma
familia. Este hecho parece indicar que los DUC se unieron a los niicleos cataliticos en una
etapa tardia de la evolucién de las celulasas (Béguin, 1990). Las celulasas proceden
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probablemente de un niimero limitado de secuencias progenitoras, que han evolucionado por
fusién y/o translocacién de dominios; los DUC guardan relacién con secuencias conservadas
en otras proteinas que interaccionan con polisacdridos como lectinas, amilasas y quitinasas
(Gilkes y col., 1991).

Aparte de sus implicaciones en la hidrélisis de celulosa, los DUC se perfilan como una
interesante herramienta biotecnoldgica. La fusién a una proteina de interés por ingenieria
genética puede facilitar su purificacién e inmovilizacién (Fig. 10); la viabilidad de esta idea ha
sido ya probada con una B-glucosidasa de Agrobacterium sp. y fosfatasa alcalina de E. coli (Ong
y col.,, 1989).

(] -
O A o

< v

(7 >

Extracto celular que
contiena la proteina hibrida

Adsorcién a celulosa

Celulosa

Inmovilizacién con celulosa de la
7 proteina hibrida para su emplec en
un reaclor enzimatico
Dasorcién de la protaina

hibrida ¢con agtm/ \ Sustrato de la enzima

Rotura
profeclitica

2 ]

Eliminacién del DUC
con celulosa

L]

Proteina purificada froducto de la
reaccion enzimética

Figura 10. Esquema de las posibles aplicaciones de los dominios de unién a celulosa (DUC) en la

purificacién e inmovilizacion de proteinas. La proteina de interés se fusiona a un DUC { ) por
ingenieria genética. La proteina hibrida tiene un sitio especifico de rotura proteolitica ( ) (Ong
y col.,, 1989).

3.5. Manipulacién genética de T. reesei y de sus celulasas

La viabilidad industrial de la hidrélisis enzim4tica de celujosa no depende simplemente de
la produccién a gran escala de celulasas, sino que requiere, ademds, profundizar en la
investigacion bésica del proceso, hasta dilucidar c6mo actdian las celulasas. Asi, se podrin
disefiar mezclas de enzimas adecuadas para cada tipo de sustrato. La ingenieria genética aporta
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las herramientas adecuadas para trabajar en esta direccién; las celulasas "a la carta” se pueden
preparar siguiendo dos estrategias: mezclar celulasas puras producidas por separado, o
desarrollar nuevos microorganismos capaces de producir la mezcla de interés (Teeri y col.,
1990). Ya se han obtenido cepas de 7. reesei con niveles alterados de alguna de sus celulasas
(Mintyla y col., 1989).

Entre las desventajas que presentan las celulasas de T. reesei respecto a ciertas celulasas
de otros microorganismos hay que sefialar su termostabilidad moderada, su baja actividad
especifica sobre celulosa nativa, y su bajo contenido en B-glucosidasa (Klyosov, 1988). Este
Gltimo punto se puede subsanar por la via antes comentada. La mejora de las propiedades
cataliticas y de la estabilidad térmica debe emprenderse por ingenieria de proteinas, cuyo
desarrollo requiere un conocimiento exhaustivo de los amino4cidos esenciales de cada enzima.

Algunas cepas de T. reesei se encuentran entre los microorganismos con mayor capacidad
de secrecion (hasta 40 g/1) de una s6la proteina, CBH I, de cuyo gen existe una sola copia en
el genoma del hongo (El-Gogary y col., 1990); resulta muy prometedora la posibilidad de usar
el promotor de dicho gen para mejorar la produccién de hormonas, enzimas y proteinas en
general con aplicaciones biotecnol6gicas (industriales, clinicas, alimentarias, etc). Por el
momento el Gnico intento de produccién heterdloga en T. reesei, por la via indicada, ha llevado
a la obtenci6n de células transformadas que secretan relativamente altos niveles de quimosina,
correctamente procesada y enzimdticamente activa (Teeri y col., 1990).

4. ESTUDIOS PREVIOS SOBRE ENDOGLUCANASA III DE T reesei

Entre los componentes mayoritarios del sistema celulasa de T: reesei, EG 111 ha sido el
menos estudiado; su correspondiente gen (egl3) y su cDNA fueron clonados y secuenciados (la
secuencia de EG 1II se muestra en la Figura 49 (pdg. 84), y ademds se realizé una
caracterizacion parcial de la enzima purificada a homogeneidad (Saloheimo y col., 1988). Se
trata de una glicoproteina 4cida; sus principales propiedades fisico-quimicas asi como su
composicién aminoacidica se recogen en la Tabla IV,

En EG III, como en CBH II, el dominio de unién a celulosa (bloque A}y la bisagra O-
glicosilada (blogque B) se encuentran en el extremo N-terminal de la proteina. El dominio
catalitico ha sido aislado en caldos de cultivo del hongo, producto de la degradacion natural de
la proteina; el punto de ataque proteolitico est4 entre Thr-61 y Ser-62 en el bloque B. El nicleo
resultante tiene una M = 38 kDa, un pl = 4.4, y un contenido en carbohidratos de un 4 %.
En la secuencia de EG III existe un tnico punto de posible N-glicosilacién, Asn-Phe-Thr, en la
posicién 103-105 (Stihlberg y col., 1988).

Se ha descrito la existencia de una isoenzima de EG Il denominada "A 1:2", con igual
masa pero distinto pl que el producto génico original, y que aparece probablemente por
desamidacién de éste (Stahlberg ycol., 1988).

EG III ha sido encuadrada en la familia A de celulasas (Tabla II), que comprende hasta
el presente 27 celulasas, la mayoria de origen bacteriano (Gilkes y col, 1991). Una
endoglucanasa del hongo Schizophyllum commune guarda una estrecha homologia con EG Il
(Saloheimo y col., 1988). Ambas forman la subfamilia A (Béguin, 1990),
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En cuanto a sus propiedades cataliticas, sélo se han determinado los patrones de rotura
de algunos sustratos cromofdricos (Fig. 3, pég. 8); EG Il es la tnica celulasa de T. reesei que
hidroliza el enlace heterosidico del 4-metilumbeliferilcelotriésido (Saloheimo y col., 1988). EG
111, como todas las enzimas de la familia A analizadas hasta la fecha, actiia con retencién de la
configuracién del carbono anomérico del sustrato (Gebbler y col., 1992).

Tabla IV. Composicion de aminodcidos y principales caracteristicas de EG 1II
(Saloheimo y col,, 1988).

Aa Ne %

Arg 10 2.5

Lys 6 1.5

His 5 1.3

Asp 19 48

Glu 6 1.5 Contenido en carbohidratos = 15 % (p/p)
Asn 30 7.6

Gin 25 6.3 M (SDS-PAGE) = 48 kDa

Trp 11 2.8

Tyr 14 35 M (tedrica)® = 49.8 kDa

Phe 13 3.3

Cys 12 3.0 pl = 55

Met 4 1.0

Ser 42 10.6 €350 = 77 000 M'-cm’?

Thr 44 111

Gly 43 10.8

Pro 19 4.8 * Masa molecular calculada a partir de la composicién
Ala 28 7.1 de amino4cidos y el contenido de carbohidratos
Val 22 5.5

lle 21 5.3

Leu 23 5.8

Total 397 100

5. OBJETIVOS DEL PRESENTE TRABAJO

El conocimiento profundo de las caracteristicas estructurales y cataliticas de cada
componente del sistema celulasa, ha sido sefialado como un requisito imprescindible para llegar
a dilucidar el mecanismo de Ia hidrélisis enzimdtica de celulosa, y por ende, conseguir que este
proceso sea viable a nivel industrial (Béguin, 1990).

En este sentido, nuestro laboratorio emprendi6 hace algunos afios el estudio del sistema
celulasa de Trichoderma reesei QM 9414. Caracterizada exhaustivamente la endoglucanasa I
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(Dominguez, 1991) y la B-glucosidasa (de la Mata, 1992), consideramos interesante abordar la
caracterizacion de endoglucanasa III; se trata del componente del sistema menos estudiado,
probablemente por dificultades en su purificacién.

El trabajo se ha desarrollado de acuerdo con el siguiente esquema:

1. Purificacion y caracterizacién estructural de endoglucanasa IIL

- Desarrollo del método de purificacién.

- Determinacién de los pardmetros fisico-quimicos (M, pl, titulacién, pardmetros
hidrodindmicos).

- Estudio del efecto de pH, temperatura y fuerza i6nica sobre la estabilidad y la
actividad de la enzima.

2, Especificidad de sustrato. Modo de accidn.

Actividad sobre sustratos cromoféricos. Estudios de particién con metanol.
Actividad sobre celooligosacéridos.

Actividad sobre sustratos celulsicos.

Actividad sobre mananos.

3. Identificacion de aminoacidos esenciales.

- Estudios del efecto del pH y la temperatura sobre los pardmetros cinéticos de la
reaccién enzimética. Determinacién de valores de pK de grupos ionizables.

- Estudios de modificacién quimica con agentes especificos.

- ldentificaci6n de residuos esenciales de triptéfano, susceptibles de oxidacién por

N-bromosuccinimida.

Identificacién de un carboxilo esencial por marcaje de afinidad.
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1. MATERIALES

El microorganismo empleado en la presente investigacin, Trichoderma reesei cepa
QM9414, fue suministrado por Mycological Services (EEUU). La paja de trigo procedia de una
finca de la provincia de Madrid.

Soportes cromatograficos: DEAE-Sepharose CL-6B y Sephadex G-25 son productos de
Pharmacia (Suecia); Ultrogel AcA 44 era de LKB (Suecia), actualmente absorbida por
Pharmacia, que comercializa un gel con similares propiedades: Sephacryl S100 HR.

Sustratos: 4’-nitrofenil-B-D-glucopiranésido, CMC (viscosidad media, grado de sustitucién
0.8), celobiosa, D-glucosa y xilano se obtuvieron de Fluka (Suiza), Avicel de Merck {Alemania),
y LBG de Sigma (EEUU). Los siguientes sustratos fueron proporcionados gentilmente por el
Dr. M. Claeyssens (Universidad de Gante, Bélgica), quien los preparé de acuerdo con métodos
descritos en las referencias adjuntas: celooligosacdridos (van Tilbeurgh y col., 1982), metil-8-
glicésidos (Wolfrom y Hag, 1964), 2-cloro-4’-nitrofenil-B-glicosidos y 4’-metilumbeliferil-8-
glic6sidos (Claeyssens, 1988), excepto MeUmb procedente de Sigma (EEUU) y MeUmb(Glc),
de Lambda (Austria).

Proteinas: los patrones de masa molecular eran de Pharmacia (Suecia) y los de punto
isoeléctrico de Biorad (EEUU). Albimina de suero bovino y proteasa V8 se obtuvieron de
Sigma (EEUU) y tripsina de Serva (Alemania). El ndcleo catalitico de EG 111, purificado de
acuerdo con el método descrito por Saloheimo y col. (1988), fue amablemente cedido por el Dr.
G. Pettersson (Universidad de Upsala, Suecia).

Reactivos especificos para modificacion quimica: DTNB, TNM, DEPC, EDC, EAC y
RKW procedian de Sigma (EEUU), EEDQ de Fluka (Suiza), y NBS de Aldrich (Bélgica); este
dltimo se recristalizé dos veces a partir de solucién acuosa antes de su uso. EPO3 y EPO4
fueron gentilmente donados por el Dr. P. B. Hgj (Universidad La Trobe, Bundoora, Australia),
y EPOS5 por el Dr. M. Claeyssens (Universidad de Gante, Bélgica); estos productos se
sintetizaron siguiendo el método de Hgj, Rodriguez, Stick y Stone (Hgj y col, 1989).

Todos los demds reactivos y disolventes empleados eran de grado analitico, o superior
en casos que asi lo requerian (productos para HPLC).

2, FERMENTACION DEL HONGO

2.1. Mantenimiento de la cepa

La cepa se ha mantenido a corto y medio plazo mediante resiembras en placas Petri con
medio agar-patata (Haynes y col., 1955), incubadas en estufa de cultivo a 28°C durante 7 a 10
dias (hasta que se observa abundante esporulacién) y conservadas en nevera a 4°C. Las
resiembras se han efectuado cada 30 dias. El cultivo se ha mantenido a largo plazo mediante
inmersién en parafina.
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2.2. Medio de produccion de celulasas

Las condiciones dptimas de fermentacién de T. reesei QM9414 para la produccién de
celulasas, utilizando paja de trigo como fuente de carbono, fueron determinadas con
anterioridad en nuestro laboratorio (Acebal y col., 1986). El medio empleado tiene la siguiente
composicién:

KHPO, ... 8.00 g
(NH),SO, ... o i 140 g
Urea ... .. 030 g
Tween 80 ........ ... ... ... . il 200 g
Peptona .......... ... .. ... . . ... .. 1.00 g
Disolucién de oligoelementos™ .. .. .......... 1.00 mi
CaCl, ... 079 ¢
MgSO - THO ..o 030 g

Agua destilada hasta 1000 ml; el pH se ajusta a 5.5.

“Y_a disolucién de oligoelementos contiene:

FeSO, - TH,O oo 457 g
ZnSO,-TH,O . ............... 282 ¢
CoCl6H,0 ................. 433 g
15 (/I 5.00 ml

Agua destilada hasta 500 mil.

Como fuente de carbono se ha empleado paja de trigo molida y tamizada, con un tamafno
de particula inferior a 0.177 mm. La concentracién de paja en el medio de cultivo era 25 g/l.

La fermentacidn se realiza en matraces Erlenmeyer de 250 mi. En cada uno de elios se
introducen 100 ml de medio de cultivo y 2.5 g de paja. A continuacién se esteriliza en autoclave
(1 kg/em?, 120°C, 30 min).

2.3. Indculo

A un cultivo de resiembra en placa Petri se afiaden unos 10 ml de solucién salina (9 g/l
de NaCl) estéril. La placa se agita ligeramente con objeto de obtener una suspensién de
esporas; ésta se transvasa a un matraz Erlenmeyer con unos 15 mi de solucién salina estéril. La
concentracion de esporas se determina por recuento en una cdmara de Neubauer; la inoculacién
del medio de cultivo se lleva a cabo introduciendo en cada matraz un volumen de suspensién
que contenga ~ 4 - 10° esporas.

2.4, Crecimiento del hongo

Los matraces inoculados se introducen en una incubadora (New Brunswick, EEUU)
termostatizada y provista de agitaci6n rotatoria. La fermentacién tiene lugar a 33°C durante las
primeras 50 h, y 2 29°C hasta el final del proceso (duracién total, 7 dias); la agitacién se
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mantiene constante a 200 rpm. El crecimiento del hongo se observa por aparicién de un micelio
en forma de cinta, adherido a las paredes del matraz.

Finalizada la fermentacién se afiade 1 ml de azida sédica (20 g/1) por cada litro de medio,
y se centrifuga a 1 500 g durante 15 min, con el fin de eliminar los restos de paja y el micelio
del hongo. El sobrenadante constituye el denominado "caldo crudo”.

3. PURIFICACION DE EG III

La purificacién de EG Il a partir del caldo crudo se ha realizado de acuerdo con el
procedimiento esquematizado en la Figura 11.

3.1. Precipitacién con sulfato aménico

A un volumen determinado de caldo crudo (normalmente 500 ml) se afiade lentamente
sulfato amonico finamente pulverizado hasta alcanzar un 20 % (p/v) de saturacién. Después de
30 min de agitacién en frio (~ 4°C) la mezcla se centrifuga a 12 000 g durante 20 min. Al
sobrenadante obtenido se le anade sulfato aménico para llegar a un 60 % de saturacion, y tras
30 min de agitacién en frio se centrifuga en las condiciones antes descritas, desechdndose el
sobrenadante.

El sedimento resultante se resuspende en el minimo volumen posible de agua destilada
(unos 30 ml) y se procede a su desalado mediante cromatograffa en una columna de Sephadex
G-25 Medium (5.5x20 cm) equilibrada en agua; se recogen fracciones de 7.5 ml, y se juntan para
su liofilizacién Jas que contienen proteina (apreciable a simple vista por su fntima asociacién
con pigmentos presentes en el medio de cultivo), que es exclufda de la columna. La elucién de
la sal se detecta con cloruro biérico, ya que el sulfato bérico es insoluble y forma un precipitado
blanco.

3.2. Cromatografia en DEAE-Sepharose a pH 7.0

El residuo seco procedente de la precipitacion salina se resuspende en un volumen minimo
(10 ml) de tamp6n fosfato sédico 5 mM, pH 7.0 con azida s6dica (0.2 g/1); tras centrifugacién
(3 000 g, 10 min) se aplica en una columna de DEAE-Sepharose CL-6B de 2.6x42 cm,
equilibrada en el mismo tampén. La elucién se lleva a cabo sucesivamente con 500 ml del
tampon de equilibrado, 250 ml de un gradiente lineal de NaCl (0-500 mM) en el mismo tampén,
y 250 ml de tampdn con NaCl 500 mM. El flujo se mantiene constante a 60 ml/h con una
bomba peristéltica (Pharmacia, Suecia). Se recogen fracciones de 6 ml, en las que se determinan
actividades celuloliticas y hemiceluloliticas. La concentracién de proteina se estima por lectura
de la absorbancia a 280 nm.

Las fracciones correspondientes al segundo pico de actividad CMCasa se relinen, y se
concentran, primero por ultrafiltracién (unidad 202 de Amicon, EEUU, con membrana PM-10
de Diaflo, EEUU) y finalmente por evaporaci6n a vacio {Univap de Uniscience, Reino Unido).
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CALDO CRUDO

PRECIPITACION CON (NH,),SO,
(20 % saturacién)

Centrifugacion
Sedimento Sobrenadante

PRECIPITACION CON (NH,),SO,
(60 % saturacion)

Centrifugacion
Sedimento Sobrenadante

Redisolucion en agua
Desalado (Sephadex G-25)
Liofilizacién

Y
Residuc seco

CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO ANIONICO
en DEAE-Sepharose a pH 7.0

\
22 pico de actividad CMCasa

Uitrafiltracién
Concentracién

CROMATOGRAFIA DE PENETRABILIDAD
en Ultrogel AcA-44

Y
Fico de actividad CMCasa

CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO ANIONICO
en DEAE-Sepharose a pH 6.5

1*' pico de actividad CMCasa

Desalado (Sephadex G-25)
Liofilizacién

EG ll "pura”

Figura 11. Esquema del procedimiento de purificacién de EG TI1.
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33. Cromatografia en Ultrogel Aca-44

El concentrado (3 ml) de EG III procedente de la cromatografia anterior se aplica en
una columna de Ultrogel AcA-44 (1.6x95 cm) equilibrada en imidazol-HCI 8mM, pH 6.5 con
azida sédica (0.2 g/1). La eluci6n se lleva a cabo con el mismo tampén, a un flujo de 10 ml/h.
Se recogen fracciones de 2 ml en las que se determina actividad sobre CMC y absorbancia a
280 nm.

3.4, Cromatografia en DEAE-Sepharose a pH 6.5

El pico de actividad CMCasa de la cromatografia de penetrabilidad se carga en una
columna de DEAE-Sepharose Cl-6B equilibrada en imidazol-HCl 8mM, pH 6.5 con azida sédica
(0.2 g/D). La columna se lava con 50 ml de este tampén, antes de aplicar un gradiente lineal de
NaCl (200 ml, 0-300 mM). El flujo se mantiene a 30 ml/h, y se recogen fracciones de 3 ml en
las que se determina actividad sobre CMC y absorbancia a 280 nm.

El primer pico de actividad CMCasa, correspondiente a EG 1I1I, se concentra hasta unos
10 ml por evaporacién a vacio, y se desala en columnas de Sephadex G-25 equilibradas y
eluidas con agua destilada (columnas PD-10, Pharmacia, Suecia). La proteina asi purificada,
y libre de sales, se liofiliza.

4. DETERMINACIONES ANALITICAS

4.1. Cuantificacién de proteina

La concentracién de proteina en los distintos pasos del proceso de purificacién se ha
determinado por el método de Lowry (Lowry y col., 1951), empleando alblimina de suero bovino
como patrén. En el caldo crudo y el precipitado con sulfato aménico, antes de la valoracién, se
precipita con acido tricloroacético al 10 % (p/v) (de la Mata, 1992) con el fin de eliminar los
compuestos fendlicos procedentes de lignina que interferirian en la determinacién de proteina
al reducir el reactivo de Folin.

ILa concentracién de EG III, una vez purificada, se ha determinado por
espectrofotometria teniendo en cuenta el valor del coeficiente de extincién molar a 280 nm
(77 000 M -cm’") descrito previamente (Saloheimo y col., 1988). En la cuantificacién del niicleo
catalitico se ha empleado un valor de €,,, = 62 700 calculado a partir de su composicién de
aminod4cidos (Stdhlberg y col., 1988) y considerando €,,,Trp = 5500 M -em™y €,,,Tyr = 1100
M*-em™

4.2. Valoracion de azicares reductores

Se ha seguido el método del 4cido 3,5-dinitrosalicilico (Miller, 1959; Dominguez, 1991)
con glucosa como patrén. En las muestras en que era de esperar una baja concentracién de
azicares se han anadido 100 ug de glucosa antes de la adicién del reactivo (Wood y Bhat, 1988)
y la lectura de absorbancia se ha realizado a 540 nm (en lugar de a 640 nm), con el objeto de
aumentar la sensibilidad.
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43. Valoracién de glucosa

La valoracién especifica de D-glucosa se ha llevado a cabo por el método de la D-glucosa
oxidasa-peroxidasa, utilizando un preparado comercial (Boehringer Mannheim, Alemania), y
siguiendo las instrucciones del fabricante.

4.4. Separacibon y anélisis de celooligosaciridos y derivados por HPLC

Los productos de la degradacién enzimidtica de celooligosacdridos y sus derivados
metilades, se han separado en un sistema HPLC (Waters, EEUU) con una columna Rsil Polyol
(0.46x25 cm) de Biorad (EEUU). La eluci6n se lieva a cabo con acetonitrilo:agua (60:40) en
condiciones isocréticas (flujo de 1 ml/min) y los azdcares se detectan por cambios en el indice
de refraccién del eluyente (detector R401 de Waters, EEUU). El producto correspondiente a
cada pico en los cromatogramas se identifica por su tiempo de retencién caracteristico (Tabla
V); la cuantificacién se realiza por interpolacién de la altura en una curva patrén especifica
para cada producto.

Tabla V. Tiempos de retencién de los distintos celoligosacéridos ((Glc),) y sus
derivados 1-metilados (Me-(Glc),) en las condiciones cromatogréficas descritas.

Azicar t, (min) Azicar t, (min)
Glc 4.4 Me-Gle 38
(Glc), 5.0 Me-(Gic), 42
(Glo), 5.6 Me-(Glc), 4.7
(Gle), 6.3 Me-(Glc), 53
(Glc), 7.2

Los derivados cromoféricos de celotriosa MeUmb(Glc), y CNP(Glc), y los productos de
su hidrdlisis catalizada por EG III se han analizado por HPLC en un sistema Beckman (EEUU)
computerizado (System Gold), con una columna Spherisorb NH, {0.46x25 ¢m) suministrada por
Tecnokroma (Espafia). La elucién se realiza en isocratico en el caso de CNP(Glc), (50 %
acetonitrilo, 50 % fosfato sédico 1 mM, pH 7.3; flujo 0.3 ml/min), y en gradiente en el caso
deMeUmb(Glc), (100 % acetonitrilo a 70 % acetonitrilo, 30 % agua, en 3 min, con un flujo de

Tabla VI. Tiempos de retencién de MeUmb(Glc), y CNP(Glc), y de sus
productos de degradacién en las condictones cromatograficas descritas.

Producto t, (min) Producto t, (min)
CNP 6.81 MeUmb 33
CNPGlc 7.12 MeUmbGlc 3.70
CNP(Glc), 7.49 MeUmb(Gle), 4.28

CNP(Glc), 8.90 MeUmb(Gilc), 4.68
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2 mi/min). Los derivados cromoféricos se detectan por absorbancia a 313 nm (detector System
Gold 166 de Beckman, EEUU). El producto correspondiente a cada pico en los cromatogramas
se identifica por su tiempo de retencién caracteristico (Tabla VI); ia cuantificacién se realiza
por interpolacién del drea en una curva patrén especifica para cada producto.

5. ENSAYOS ENZIMATICOS. ANALISIS DE DATOS

A lo largo del proceso de purificacién de EG III la actividad enzimética se ha expresado
en unidades internacionales (UT), que equivalen a micromoles de producto (azdcares reductores
en la mayoria de los sustratos ensayados) liberados por minuto de incubaci6n.

5.1. Actividad y adsorcién sobre celulosa microcristalina (Avicel)

En la determinacién de la actividad Avicelasa de eluidos cromatogrificos, a 1 ml de
muestra se anade 1 ml de Avicel (20 g/1) en tampén citrato sédico 0.1 M, pH 4.8. La incubacion
se realiza a 50°C durante 1 h; la reaccién se detiene por inmersién en bafio de hielo; la mezcla
de ensayo se centrifuga (5 000 g, 10 min) para eliminar el sustrato no hidrolizado, y en el
sobrenadante se valoran aziicares reductores (apartado 4.2, pag. 25).

Los productos de la hidrélisis de Avicel (10 g/1) catalizada por EG 111 (8 M) en tampén
acetato sédico 0.1 M, pH 5.0 a 37°C, se han analizado por HPLC (apartado 4.4, pdg. 26). Antes
de su inyeccién en el cromatégrafo, las muestras (140 ul) extraidas a distintos tiempos de
incubacién se concentran por evaporacién a vacio hasta 20 ul.

La adsorciéon a Avicel de muestras de EG III se ha determinado como se describe a
continuacion: 100 ul de EG III (0.6 M) se afiaden a un volumen igual de Avicel (20 g/1}, y la
mezcla se incuba a 4°C (para evitar la hidrélisis del sustrato) durante 30 min, con agitacion
continua; transcurrido este tiempo se centrifuga (5 000 g, 10 min) y la enzima no adsorbida se
cuantifica por valoracién de la actividad sobre CNP(Glc), del sobrenadante.

5.2. Actividad sobre carboximetilcelulosa (CMC)

La actividad CMCasa se ha determinado a 50°C, en tampén citrato sédico 0.1 M, pH 4.8
con CMC (10 g/1) y una dilucién adecuada de la muestra enzimdtica a valorar (volumen total,
2 mi). Tras 10 min de incubacién la reaccin se detiene por inmersién en bano de hielo, y se
determina la concentracién de azicares reductores liberados (apartado 4.2, pag. 25).

Para la determinacién de las constantes cinéticas, EG IIT (60 nM) se incuba a 30°C o a
50°C con varias concentraciones de CMC (entre 2 y 20 g/l) en tampén acetato sédico 0.1 M,
pH 5.0. Después de 2, 4, 6, 8 y 10 min se toman alicuotas en las que se determina la
concentracién de aziicares reductores (apartado 4.2, pag. 25). Los valores de K, y k_,, se han
calculado por ajuste, mediante un programa informético de regresién lineal {(Cornish-Bowden,

1976), de los datos de velocidad inicial para cada concentracién de sustrato a la ecuacién de
Hanes-Woolf:

S/V = Ko/(ke  [Elo) + S/(key - (EL) (1)
donde S es la concentracién de sustrato, v es la velocidad inicial, y [E}, es la concentracién
inicial de enzima.
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53. Actividad sobre sustratos cromoféricos: CNP(Glc), y MeUmb(Glc),

La hidrélisis de estos sustratos catalizada por EG Il tiene lugar por dos vias alternativas
segin el modo de unidn al centro activo de la enzima; el correspondiente andlisis cinético,
basado en los datos experimentales obtenidos, se desarrolla mds adelante (Apéndice, pag. 74).
La via de hidrélisis que conduce a la liberacién del croméforo (CNP o MeUmb) resulta
adecuada para evaluar la actividad de EG IIL.

La liberacién de CNP (pK, = 5.5) a partir de CNP(Gic), se ha determinado en continuo,
por espectrofotometria, a valores de pH ligeramente 4cidos (Claeyssens, 1988); los ensayos se
realizan con CNP(Glc), 0.5 mM y EG III 0.5-2 uM, en tampén Mclivaine (0.1 M citrato
sédico/fosfato s6dico) pH 5.6 (volumen total, 200 ul). Esta mezcla se incuba a 25°C, y la
absorbancia a 405 nm se registra cada 20 s {(espectrofotémetro DU-8 de Beckman, EEUU).

La formacién de MeUmb a partir de MeUmb(Glc), se ha cuantificado por fluorimetria
(Claeyssens, 1988); la mezcla de ensayo, con una concentracién 100 uM de sustrato y 25 a
100 nM de enzima, en tampdn acetato sédico 0.1 M, pH 5.0, se incuba a 25°C; a 1, 2, 3,4y
5 min se toman alicuotas de 100 pl a las que se adiciona 900 ul de glicocola 0.2 M, pH 10.2 para
detener la reaccién y permitir la ionizacién de MeUmb (pK, = 7.2). La concentracién de
MeUmb se determina midiendo la intensidad de fluorescencia (. = 360 nm, X, = 455 nm)

e interpolando en una recta patrén que debe actualizarse cada vez que se realiza una tanda de
medidas. El fluorimetro empleado ha sido un MPF-44 E de Perkin-Elmer (EEUU).

El anilisis de las dos vias alternativas de ataque enzimdético se ha efectiiado por HPLC
(apartado 4.4, pédg. 26); concentraciones variables de sustrato (MeUmb(Glc), 25-200 uM;
CNP(Glc), 50-500 zM) se incuban a 25°C con EG III 50 nM, en tampén piridina/4cido acético
10 mM, pH 5.0; a distintos tiempos (5, 10, 15, 20 y 25 min) se toman alicuotas de 50 pl y se
adicionan a 50 pl de acetonitrilo, inyectdndose en el cromatégrafo 20 ul de esta solucién. Los
valores de las constantes cinéticas tedricas se determinan por ajuste de los datos experimentales
a las ecuaciones (10) y (11) (pag. 74), mediante un programa de regresién no lineal (BMDP-
AR BMDP Statistical Software, EEUU). Los valores de las constantes aparentes se determinan
sustituyendo los valores tedricos en las ecuaciones (12), (13) y (14) (pag. 74).

£XC

En los estudios de particién con metanol se siguen los protocolos descritos, pero la mezcla
de ensayo contiene ademds metanol (u otro alcohol) en la concentracién deseada (normalmente
2.5 M).

5.4. Actividad sobre celooligosacdridos

Los productos de la hidrdlisis de celoligosacdridos (10 mM) catalizada por EG III
(200 nM) a 37°C en tampdén piridina/4cido acético 10 mM, pH 5.0, se han analizado por HPLC
(apartado 4.4, pag. 26). La liberacion de D-glucosa a partir de celotriosa y celobiosa se ha
determinado con mayor precisién (apartado 4.3, pig. 26) permitiendo la evaluacién de los
pardmetros cinéticos correspondientes por ajuste a la ecuacién (1) como se ha descrito
anteriormente (apartado 5.2, pag. 27).

5.5. Actividad sobre mananos

El sustrato empleado mds frecuentemente ha sido LBG, galactomanano, que se prepara
del siguiente modo: una suspensién de LBG (20 g/1) en tampén acetato sGdico 0.1 M, pH 5.0
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se mantiene en agitacién durante 24 h, a temperatura ambiente, y seguidamente se centrifuga
(5 000 g, 20 min) para eliminar el sustrato no solubilizado. La concentracién real de LBG es,
en consecuencia, menor de la nominal.

En la determinacién de la actividad mananasa de eluidos cromatogréficos, a 100 ul de
muestra se afade 1 ml de LBG (10 g/1) en tamp6n acetato sédico 0.1 M, pH 5.0. La incubacién
se realiza a 50°C durante 1 h; la reaccién se detiene por inmersién en bafio de hielo y se
valoran azicares reductores (apartado 4.2, pag. 25).

Para la determinacién de las constantes cinéticas, EG III (600 nM) se incuba a 50°C con
varias concentraciones de LBG (entre 2 y 18 g/l) en tamp6n acetato sédico 0.1 M, pH 5.0.
Después de 5, 10, 15, 20 y 25 min se toman alicuotas en las que se determina la concentracién
de azicares reductores (apartado 4.2, pig. 25). Los valores de K y k_, se han calculado por
ajuste de los datos de velocidad inicial para cada concentraci6n de sustrato a la ecuacién (1)
(apartado 5.2, pag. 27).

Los productos de fa hidrdlisis de LBG (galactomanano) y glucomananano (20 g/l)
catalizada por EG III (8 £M) en tampdn acetato sédico 0.1 M, pH 5.0 a 37°C, se han analizado
por HPLC (apartado 4.4, pdg. 26). Antes de su inyecci6n en el cromatégrafo, las muestras
(140 ul) extraidas a distintos tiempos de incubacién se concentran hasta 20 ul, por evaporacion
a vacio.

5.6. Actividad sobre xilano

En la determinacién de la actividad xilanasa de eluidos cromatogréficos, a 1 ml de muestra
se aflade 1 ml de xilano (40 g/l) en tampén citrato sédico 0.1 M, pH 6.0. La incubacién se
realiza a 37°C durante 20 min; la reaccién se detiene por inmersién en bafio de hielo. La mezcla
de ensayo se centrifuga (5 000 g, 10 min) para eliminar el sustrato no hidrolizado, y en el
sobrenadante se valoran azicares reductores (apartado 4.2, pag. 25).

5.7. Actividad B-glucosidasa

En la determinacidn de la actividad B-glucosidasa de eluidos cromatograficos, la mezcla
de ensayo (2 ml) contiene 4-nitrofenil 8-D-glucopiranésido S mM en tampén citrato sédico
0.1 M, pH 4.8 y una dilucién adecuada de la muestra a valorar. La incubacién se realiza a 50°C
durante 10 min; la reaccién se detiene por inmersién en bafio de hielo, y se adiciona NaOH
0.1 M (3 ml) para determinar la concentracién de 4-nitrofenol por lectura de la absorbancia a
405 nm.

6. TECNICAS ELECTROFORETICAS

6.1. Electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de SDS

Se ha realizado en geles al 10 % (p/v) de acrilamida, segiin el método descrito por
Laemmli (1970) y modificado por Chappmann y col. (1976). El equipo empleado ha sido un
sistema vertical de placas (20x20 cm) SE 600 de Hoeffer (EEUU). Las proteinas se han
visualizado por tincién con azul Coomassie.
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6.2. Iscelectroenfoque analitico

Se ha lievado a cabo con geles de poliacrilamida preparados con anfolitos de pH 3.52a 9.5,
Ampholine PAG, producto comercial de Pharmacia (Suecia), siguiendo las instrucciones del
fabricante. El equipo empleado ha sido un Multiphor de LKB (Suecia). Las proteinas se han
visualizado por tincién con azul Coomassie.

6.3. Curva de titulaciéon

Se ha realizado en un equipo Phast System de Pharmacia (Suecia) con geles de
isoelectroenfoque de pH 3 a 9, preparados por Pharmacia para este sistema. El procedimiento
experimental empleado ha sido el propuesto por el fabricante: un gel de isoelectroenfoque se
somete a un campo eléctrico para establecer un gradiente de pH; seguidamente se aplica la
proteina en una linea perpendicular al gradiente creado, y que pasa por el centro del gel;
finalmente se lleva a cabo una electroforesis aplicando un campo eléctrico entre los extremos
del gel paralelos a la linea de aplicacién. Las proteinas se han visualizado por tincién con azul
Coomassie o con nitrato de plata.

6.4. Localizacion de actividades enzimaticas en los geles de isoelectroenfoque

En los geles de titulacién con el pH antes de la deteccién de actividades enzimdticas se
lava el gel en tampon acetato sédico 0.1 M, pH 5.0 durante 5 min.

La actividad sobre MeUmb(Glc); se ha localizado siguiendo el método descrito por
Saloheimo y col. (1988): finalizado el isoelectroenfoque se rocfa el gel con una solucién 1 mM
de MeUmb(Glc), en tampén acetato sédico 0.1 M, pH 5.0; la liberacién de MeUmb se hace
patente iluminando el gel con una limpara UV,

La actividad sobre LBG se ha localizado mediante incubacién del gel a 50°C, durante
25 min con una réplica de agar (20 g/1) con LBG (4 g/1) en acetato sédico 0.1 M, pH 5.0; a
continuacién la réplica se lava sucesivamente con etanol al 50 % (v/v) y NaCl 1 M, y se
sumerge en una solucién de rojo Congo (2 g/1); transcurridos 45 min se lava dos veces con NaCl
1 M, apareciendo entonces bandas claras donde el sustrato ha sido hidrolizado.

7. CARACTERIZACION ESTRUCTURAL DE EG IIf

7.1. Determinacion de la masa molecular

Se ha realizado por medio de electroforesis en SDS, asi como por cromatografia de
penetrabilidad en Ultrogel AcA-44. En el primer caso las proteinas empleadas como patrén han
sido: a-lactoalbiimina de bovino (14.4 kDa), inhibidor de tripsina de soja (20.1 kDa), anhidrasa
carbénica de eritrocito de bovino (30 kDa), ovoalbimina (43 kDa), albmina de suero bovino
(67 kDa) y fosforilasa b de misculo de conejo (94 kDa). En el segundo se han empleado los
mismos patrones excepto a-lactoalblimina, sustituida por citocromo ¢ de corazén de cabalio
(12.3 kDa). En el cdlculo del volumen de exclusién de la columna (V,; = 65.9 ml) se ha utilizado
azul de dextrano, y en la determinacién del volumen total (V, = 184.4 ml), 4-nitrofenol. El
coeficiente de particién K,, se define como: (V guaen - Vo)/(V, - Vo).
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7.2. Determinacion del punto isoeléctrico

Se ha llevado a cabo por comparacién de la posicién en la que se estabiliza EG 111 con
la de patrones de pl conocido: ficocianina (azul), 4.65; B-lactoglobulina B, 5.10; anhidrasa
carb6nica bovina, 6.00; anhidrasa carbénica humana, 6.50; mioglobina equina (marrén), 7.00;
mioglobina de ballena (marrén), 8.05; a-quimotripsina, 8.80; y citocromo ¢ (rojo), 9.60.

7.3. Andlisis de aminoAcidos

La composicién de amino4cidos se ha determinado con un analizador automdtico Durrum
D-500, después de hidrélisis 4cida de las proteinas en HC1 6 M con fenol 2 g/, a 110°C durante
24 h.

7.4. Centrifugacion analitica

Los paramétros hidrodindmicos de EG III se han determinado empleando una
ultracentrifuga analitica MSE Centriscan 75 equipada con un sistema 6ptico de schiieren. Dos
soluciones de EG 1II de distinta concentracién (0.6 y 1.2 mg/ml) en acetato sédico 0.2 M,
pH 5.0 se introdujeron en sendas celdillas de 400 zl de capacidad; la centrifugacion se lievé a
cabo a 38 500 rpm (4 034 rad/s), a 20°C, durante 3 h, registrdndose gréficos de schlieren cada
hora. El valor del coeficiente de sedimentacién s se ha calculado a partir de la representacién
de la posicién del maximo en los graficos, r, a cada tiempo, ¢, de acuerdo con la funcién:

s = (1/w*) - d(1ln r)/dt (2)

donde w es la velocidad angular.

El valor de s,,, se ha obtenido introduciendo factores correctores para la viscosidad y la
densidad (Tanford, 1961). La razén friccional f/f, se ha evaluado utilizando las ecuaciones de
Svedberg (3) y Stokes (4):

M=s-N-f/(1 - v-p) (3)
fo=6-mn-[3-M-v/(4-7-N)]' (4)

considerando los valores de masa molecular, M (49.8 kDa)}, y volumen especifico parcial, »
(0.702 mi/g) previamente descritos (Stéhlberg y col., 1988).

7.5. Rotura con bromuro de cianégeno

EG HI (1 mg) se disolvié en 200 pl de Tris-HCI 0.1 M, pH 8.8 con GuHCI 6 M. Tras
reducir (5 pl de DTE 0.5 M, atmdsfera de N,, 15 h) y carboximetilar (9 pl de JAAm 0.5 M,
30 min) la proteina, se eliminaron las sales y se cambi6 el disolvente a dcido acético al 50 %
(v/v) en una columna de Sephadex G-25 (PD 10 de Pharmacia, Suecia); a continuacién la
muestra se liofilizé y se resuspendi6 en 50 ul de 4cido férmico al 70 % (v/v). A esta solucién
se afadieron 10 pl de CNBr 0.5 M, y la mezcla se incubd a temperatura ambiente y en
oscuridad; transcurridas 15 h se secé en atmdsfera de N, y se resuspendié en tampdn de

muestras de electroforesis (SDS), aplicdndose en un gel de poliacrilamida con una concentracién
del 18 % (p/v) de acrilamida.
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7.6. Determinacién de grupos sulfhidrilo libres

La determinacién de cisteinas libres se realizé con el reactivo de Ellman (DTNB) de
acuerdo con el método descrito por Habeeb (1972).

8. EFECTO DEL pH Y LA TEMPERATURA SOBRE LA CINETICA ENZIMATICA

Se ha estudiado el efecto del pH y la temperatura en la reaccién de liberacién de MeUmb
a partir de MeUmb(Glc), catalizada por EG III Las cinéticas se han realizado de acuerdo con
la metodologia descrita en el apartado 5.3 (pdg. 28), fijando la concentracién de enzima en
50 nM, y variando el pH de la mezcla de ensayo entre 4.0 y 6.3 (intervalo de estabilidad de la
enzima), y la temperatura entre 30 y 55°C (limite superior de termoestabilidad). En los
tampones empleados en este estudio (50 mM acetato sédico/50 mM fosfato sédico ajustados
al pH deseado con NaOH o HCI) se ha mantenido constante la fuerza idnica en 0.2 M,
mediante la adicién de cantidades apropiadas de NaCl, calculadas con la ayuda de un programa
informatico (Ellis y Morrison, 1982). La constante de especificidad (k_/K,) de la reaccién a
cada pH y temperatura se ha determinado por ajuste de los datos de velocidad inicial a la
ecuacién (16) (pig. 74), mediante un programa de regresién lineal.

Los valores de pK, a cada temperatura se han calculado por ajuste de los datos de
constante de especificidad a la ecuacién (5), mediante un programa BMDP-AR (BMDP
Statistical Software, EEUU) de regresién no lineal:

kew/Ko = ¢/(1 + K/[H']) (3)

donde ¢ es el valor maximo teérico de k_,/K_, K, es la constante de disociacién de un grupo
de la enzima que estd protonado en la forma activa de la misma, y [H'] es la concentracién
molar de protones.

La entalpia de ionizacién ( H, ) se ha determinado por ajuste de los datos de pK, a

0on

distintas temperaturas a la ecuacién (6):
pK, =AH,,/23-R-T) + b (6)

donde R es la constante de los gases, T la temperatura absoluta y b una constante.
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9. MODIFICACION QUIMICA DE EG III

9.1. Modificaciéon con dietilpirocarbonato (DEPC)

EG III 4 £M se incubd a temperatura ambiente en distintos tampones (MES 50 mM, pH
6.5; fosfato sédico 100 mM, pH 6.0) con DEPC 0.5-2.5 mM (la solucién madre de DEPC era
50 mM en etanol puro); a distintos tiempos, hasta 30 min, se tomaron alicuotas de 10 pl a las
que se adicionaron 50 ul de imidazol 2 mM en tampén Mclivaine pH 5.6. La actividad residual
sobre CNP(Glc), (liberacién de CNP) se determiné después de anadir 100 ul de CNP(Glc),
1 mM en tamp6n Mcllvaine pH 5.6, y se compar6 con la de un control incubado sin DEPC.

La concentracion efectiva de la partida de DEPC empleada se determiné por el método
descrito por Miles (1977).

9.2. Modificacién con tetranitrometano (TNM)

EG Il 4 uM se incubd a temperatura ambiente en tamp6n Tris-HCI 50 mM, pH 8.3, con
TNM 5 mM (solucién madre de TNM, 80 mM en etanol puro); a distintos tiempos, hasta 2 h,
se tomaron alicuotas de 10 ul a las que se adicionaron 50 ul de cisteina 1.25 mM en tampén
Mcllvaine pH 5.6. La actividad residual sobre CNP(Glc), (liberacion de CNP) se determind
después de anadir 100 ul de CNP(Glc), 1 mM en tampén Mclivaine pH 5.6, y se comparé con
la de controles incubados sin TNM.

93. Modificacién con carbodiimidas (EDC y EAC)

EG III 4 uM se incubé a temperatura ambiente en distintos tampones (MES 50 mM, pH
5.1 6 5.6; fosfato sédico 50 mM, pH 3.1 6 4.5; piridina-HCl 100 mM, pH 4.0) con
concentraciones de carbodiimida (EAC o EDC) de hasta 10 mM; a distintos tiempos, hasta 3 h,
se tomaron alicuotas de 10 ul a las que se adicionaron 50 ul de tampoén Mcllvaine pH 5.6. La
actividad residual sobre CNP(Glc), (liberacién de CNP) se determind después de anadir 100 ul
de CNP(Glc); 1 mM en tampén Mcllvaine pH 5.6, y se compar6 con la de controles incubados
sin carbodiimida.

Para comprobar si la falta de inactivacién en estas condiciones se debia a la reversién
por agua de la modificacion covalente de un grupo carboxilo esencial (Hoare y Koshland, 1967),
la incubacion también se efectué en presencia de ester etilico de glicina (4 mM), nucledfilo
alternativo capaz de hacer irreversible la supuesta modificacién.

9.4, Modificacion con N-etoxicarbonil-2-etoxi-1,2-dihidroquinoleina (EEDQ)

EG II1 4 uM se incubé a temperatura ambiente en distintos tampones (MES 50 mM, pH
5.1 6 5.6; fosfato sédico 50 mM, pH 3.1 6 4.5; piridina-HCl 100 mM, pH 4.0) con
concentraciones de EEDQ de hasta 10 mM; a distintos tiempos, hasta 3 h, se tomaron alicuotas
de 10 ul a las que se adicionaron 50 ul de tamp6n Mcllvaine pH 5.6. La actividad residual sobre
CNP(Glc), (liberacidon de CNP) se determiné después de afnadir 100 ul de CNP(Glc), 1 mM
en tampdn Mcllvaine pH 5.6, y se comparé con la de controles incubados sin EEDQ.
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9.5. Modificacion con reactivo K de Woodward (RKW)

EG III 4 uM se incubd a temperatura ambiente en distintos tampones (MES 50 mM, pH
4.5, 5.1, 5.6 6 6.4; fosfato sédico 50 mM, pH 3.1 6 pH 6.0) con concentraciones de RKW de
hasta 10 mM; a distintos tiempos, hasta 3 h, se tomaron alicuotas de 10 ul a las que se
adicionaron 50 ul de tampén Mcllvaine pH 5.6. La actividad residual sobre CNP(Glc),
(liberacién de CNP) se determiné después de afadir 100 ul de CNP(Glc); 1 mM en tampén
Mcllvaine pH 5.6, y se comparé con la de controles incubados sin RKW.

Para determinar el nimero de carboxilos modificados cuando se alcanza la inactivacién
total de la proteina se procedi6 a incubar EG III 10 uM con RKW 100 mM en tamp6n fosfato
sédico 0.1 M pH 6.0. El pH se mantuvo constante a 6.0 mediante adicién continua de NaOH
0.5 M (la hidrélisis espontinea del reactivo K acidifica la mezcla de reaccién) con una
microjeringuilla montada en un nonius, de forma que cada giro de la rueda del nonius
provocaba la adicién de 1 ul de NaOH al medio de reaccién (1 ml), en el cual se habia
introducido el electrodo de un pHmetro para poder seguir a evolucién del pH. Transcurridos
30 min la enzima estaba totalmente inactivada, y entonces se separé del exceso de reactivo
mediante dos pasos cromatogréaficos sucesivos en Sephadex G-25 (columna PD 10 de Pharmacia,
Suecia) equilibrada y eluida con tamp6n Tris-HCl 50 mM, pH 8.3. A continuacién se registraron
los espectros UV (360 a 240 nm) de la muestra de EG 11l modificada, y de una muestra control
tratada del mismo modo pero en ausencia de RKW. El nimero de carboxilos modificados se
determind considerando el coeficiente de extincién molar a 340 nm (7 000 M™ -cm™) (Shina y
Brewer, 1985) del fenol cromoférico que se incorpora al grupo carboxilo como consecuencia de
la reaccién de modificacion (Pétra, 1971).

9.6. Estudios de proteccién

En aquellos casos en que se observé inactivacién de la enzima, se realizaron experimentos
de proteccion del centro activo de EG III, preincubando 5 min la solucién enzimitica con
celobiosa 250 mM antes de la adicién del modificador. Simultdneamente se trataron muestras
control de la enzima sin celobiosa. El procedimiento experimental empleado en estos estudios
es por lo demés igual al especificado para cada uno de los reactivos ensayados.

10. MODIFICACION DE TRIPTOFANOS CON N-BROMOSUCCINIMIDA (NBS)

10.1. Reaccion con NBS

La oxidacién de residuos de Trp de EG III con NBS se ha llevado a cabo siguiendo
esencialmente el método descrito por Spande y Witkop (1967). Una solucién de EG II1 9.1 uM
en acetato sodico 50 mM, pH 5.0 se pipetea en dos cubetas de cuarzo de 1 cm de paso éptico
(1 ml en cada una), colocando una en la célula de referencia y la otra en la de muestra, de un
espectrofotémetro de doble haz (Uvikon 810 de Kontron, Suiza); la temperatura se mantiene
a 15°C con un bafio de agua termostatizado. Se registra el espectro de diferencia entre 330 y
230 nm, y se toman alicuotas de 20 ul de cada cubeta; a continuacién se afaden 20 ul de NBS
0.15 mM (en agua destilada) a la solucién "muestra”, y se agita rdpidamente; en la solucién
"referencia” se anaden 20 ul de agua en lugar del reactivo. Después de 2 min se registra el
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espectro de diferencia, se extraen alicuotas de 20 pl y se diluyen con L-triptéfano 0.1 mM en
tampo6n acetato s6dico 50 mM, pH 5.0 (volumen necesario para que la concentracién de enzima
sea 1.2 uM) para eliminar cualquier NBS remanente. La adicién del oxidante (agua) se sucede
por este procedimiento hasta que la solucién de proteina modificada se enturbia. Finalmente
se determinan las actividades sobre MeUmb(Glc); y CNP(Glc),, asi como la capacidad de
adsorcién a Avicel, de las alicuotas de enzima tomadas.

El mismo método se sigue para la modificacién del nicleo catalitico de EG III, o en los
experimentos de proteccién con ligandos.

10.2. Célculo del nimero de Trp oxidados

El niimero de Trp oxidados (n,,,) en cada estadio de modificacién m se ha calculado de
acuerdo con la férmula empirica propuesta por Spande y Witkop (1967):

Ny ==/ Aggg - 1.31/(5 500 -[E]) (7

donde A, es la diferencia de absorcién a 280 nm entre la proteina modificada y el control
(solucién "referencia"), 1.31 es un factor de correccién empirico, 5 500 es el coeficiente de
extincién molar del Trp a 280 nm, y [E],, es la concentracién de proteina tras m ciclos de
modificacién, cada ciclo supone una dilucién 980/1000 de la solucién precedente y en
consecuencia [E], = {EJ, -(980/1000)™.

10.3. Preparacion de formas de EG III con distinto grado de oxidacién (W, y W,,,)

Para profundizar en el estudio de la modificacién de EG III con NBS ha sido necesario
preparar cantidades mayores de enzima con distintos grados de oxidacién. EG III W, y W,
se obtienen por adicién de 10 ul de NBS 1.5 y 3 mM, respectivamente, a 90 gl de EG III
100 M en tampén acetato sédico 50 mM, pH 5.0. Andlogamente se prepara la forma W, del
niicleo catalitico de EG 11l a partir de éste.

10.4. Estudios de termoestabilidad

Alicuotas de 150 ul de soluciones de EG III intacta, W, y W, (concentracién 3.4 uM,
en tampén acetato sédico 50 mM, pH 5.0) se incubaron a distintas temperaturas durante
30 min; el tratamiento térmico se para por inmersién en baio de hielo. La actividad residual
se determiné con CNP(Glc), como sustrato, y se comparé con la de muestras no incubadas.

10.5. Espectros de dicroismo circular

Los espectros de dicroismo circular (250-200 nm) se registraron por triplicado para cada
muestra (concentracién de proteina 3.4 uM, tampén acetato sédico 50 mM, pH 5.0) con un
dicrégrafo Jobin Yvon Mark III (Francia) dotado de una ldmpara de xenon de 250 W. La
velocidad de barrido fue de 0.5 nm/s, la sensibilidad de 5 - 10°%; las muestras se dispusieron en
una cubeta de cuarzo de 0.1 cm de paso 6ptico.

Los valores de elipticidad se expresan como elipticidad molar por residuo, que se calcula
teniendo en cuenta que la masa molecular media por residuo de EG III es 106.2 Da, segiin se
deduce de su composicién de aminodcidos. El cdlculo de los valores de elipticidad, asi como el
de estructura secundaria se han realizado mediante el programa informético CDPROT
desarrollado por Menéndez-Arias y col. {1988).
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11. MARCAJE DE AFINIDAD DE EG IIlI CON 4',5-EPOXIPENTIL-3-CELOBIOSIDO
(EPOS)

11.1. Reaccién de inactivacién de EG III con epoxialquil
B-celobidsidos

Los experimentos de inactivacién de EG III con epoxialquil B-celobiésidos en general, y
con EPO5 en particular, se han llevado a cabo de acuerdo con el siguiente protocolo
experimental (los detalles concretos de cada experiencia se especifican en Resultados): EG 111
0.8 uM en tampén Mcllvaine pH 4.6 se incuba a 37°C con inhibidor; a distintos tiempos se
toman alicuotas de 10 l de la mezcla de reacci6én y se diluyen en 0.5 ml de MeUmb(Glc),
100 uM en acetato sidico 0.1 M, pH 5.0 para determinar la actividad residual.

11.2. Preparacion de EPOS-EG III

La identificacién del grupo carboxilo de la proteina al que se une EPOS3, ha requerido la
preparacién de grandes cantidades de EG Il con EPO5 covalentemente unido, que se han
obtenido por incubacién de 1 ml de enzima 20 uM en tampén Mcllvaine pH 4.6 con EPOS5
7 mM, a 37°C hasta inactivar totalmente EG III (dos dias). La preparacién de EPOS-EG I
se diluye con agua (hasta 3.5 ml) y se concentra por ultrafiltracién (Centricon 10 de Amicon,
EEUU); este lavado se repite otra vez para eliminar el tampén y el exceso de epéxido. En
paralelo, se preparan controles sin inhibidor.

12. ANALISIS DE PEPTIDOS

12.1. Digestion con tripsina

Las muestras de EG III (300 ul con una concentracién 10 pM, en tampdén bicarbonato
aménico 04 M, pH 7.8 con urea 8 M) se reducen (DTE 1.5 mM, 10 min a 50°C) y
carboximetilan (IAAm 3 mM, 15 min a 37°C). Después de diluir (1/4) con agua, se afaden
45 ug de tripsina. La mezcla se incuba durante 10 h a 37°C, y el digerido resultante se inyecta
directamente en el sistema HPLC (apartado 12.3).

12.2. Digestion con proteasa V§

Las muestras de EG Il (300 ul con una concentracién 10 uM, en tampdn bicarbonato
aménico 50 mM, pH 7.8 con GuHCl 6 M) se reducen (DTE 1.5 mM, 10 min a 50°C) y se
diluyen (1/4) con tampén sin GuHCL Seguidamente se anaden 30 ug de proteasa V8 y se
incuba durante 10 h a 37°C. Los péptidos resultantes se carboximetilan (IAAm 2 mM, 15 min
a 37°C) antes de su inyeccion en el sistema HPLC (apartado 12.3).

123. Separacién de péptidos por HPLC

Los péptidos derivados de la proteolisis de EG III y sus derivados oxidados (NBS) o
marcados con EPOS5, se han separado por HPLC en fase reversa en un sistema Waters (EEUU)
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con una columna C, modelo 214 TP-54 (0.46x25 cm) de Vydac (EEUU). La elucién se realiza
con un gradiente lineal del 5 al 70 9 de acetonitrilo en agua, con 4cido trifluoroacético al 1 %
(v/v) (concentracion constante), a un flujo de 1 ml/min. La deteccién de péptidos se lleva a
cabo con un Photo Diode Array (Waters, EEUU), almacenando en una memoria electrénica,
cada 5 s, espectros de absorcién (190-320 nm) del eluido. Los péptidos seleccionados para su

posterior andlisis se concentran por evaporacion a vacio hasta unos 20 ul, y se conservan a
-20°C.

12.4. Secuenciacion amino-terminal

La determinacién de la secuencia amino-terminal de los péptidos seleccionados se ha
llevado a cabo con un secuenciador automitico de fase gaseosa 477A (Applied Biosystems,
EEUU), acoplado a un analizador de PTH-aminodcidos 120A (Applied Biosystems, EEUU).
El procedimiento empleado ha sido el recomendado por el fabricante. Las muestras se cargan
en filtro de fibra de vidrio (GFC de Whatman, EEUU) tratado con 4cido trifluoroacético puro,
y se recubren con una solucién acuosa de polibreno (3 mg).

12.5, Determinacion de la masa molecular

La masa molecular de los péptidos seleccionados se ha determinado por espectrometria
de masas siguiendo la técnica denominada de desorcién de plasma ("plasma desorption mass
espectrometry”, PDMS), prolijjamente descrita por Macfarlane (1990). El aparato empleado ha
sido un Analizador de Biopolimeros BIO ION 20 de Applied Biosystems (EEUU), y el
procedimiento experimental el descrito por el fabricante. Los espectros se registraron para
1 millén de cuentas de fisién de la fuente (californio™?).

El error méximo en la determinacién de la masa molecular de péptidos por este método,
es del 0.2 %. El método es vilido para péptidos de hasta 50 kDa.
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1. PURIFICACION E IDENTIFICACION DE EG IIL

1.1. Purificacién de EG 111

La caracterizacién de cualquier proteina requiere la disponibilidad de muestras de la
misma con un grado de pureza éptimo (normalmente > 95 %). En el caso de las celulasas este
requisito cobra especial importancia, debido a la gran cantidad de enzimas con similares
aptitudes cataliticas presentes en el material de partida, y al sinergismo observado entre ellas.

La purificacién de EG I a partir de caldos de cultivo de Trichoderma reesei QM 9414
se ha llevado a cabo siguiendo el esquema de la Figura 11 (pdg. 24). La evaluacién cuantitativa
del proceso de purificacién se recoge en la Tabla VIL

Tabla VII. Purificacion de endoglucanasa II1

Actividad CMCasa

Fracciodn Volumen Proteina Actividad Actividad Rendimiento Factor de
total total especifica (actividad) purificacion
(ml) {mg) wn (UI/mg) (% total)

Caldo crudo 500 430 11695 27.2 100 1.0
Precipitado

con (NH,),50, 10 341 7395 21.7 63 0.8
DEAE-Sepharose

pH 7.0 86 5.7 1634 287 14 10.6
Ultrogel AcA-44 3 3.5 1200 343 10 12.6

DEAE-Sepharose
pH 6.5 29 2.5 866 346 7 12.7

El primer paso cromatogréafico sobre DEAE-Sepharose CL-6B a pH 7.0 permite separar
las distintas celulasas y hemicelulasas presentes en el caldo de cultivo del hongo (Fig. 12A).
EG III eluye isocrdticamente, aunque es retenida parcialmente en la columna. El anilisis
electroforético del pico de actividad CMCasa correspondiente a EG III revela la presencia de
varios contaminantes de distinta masa molecular (Fig. 13), por lo que el siguiente paso de
purificacién es una cromatografia de penetrabilidad sobre Ultrogel AcA-44 (Fig. 12B). La
preparacidn resultante muestra una tnica banda de proteina en electroforesis en presencia de
SDS (Fig. 13); sin embargo, cuando se analiza por isoelectroenfoque se revela la existencia de
dos isocomponentes (Fig. 14A), ambos activos sobre el sustrato cromoférico especifico
MeUmb(Glc); (Fig. 14B). El componente més bédsico (pl = 5.1) se identificé con EG III y el
mds dcido (pl = 4.6) con la isoenzima "A 1:2", previamente descritas (Saloheimo y col., 1988),
mediante comparacién de sus caracteristicas estructurales (M, pl, composicién de amino4cidos,
mapas peptidicos tras rotura con CNBr) con muestras procedentes del laboratorio del Dr.
Pettersson (Universidad de Upsala, Suecia). Posteriormente la secuenciacién de fragmentos
corroboré la identidad de EG 111, purificada a partir del caldo de cultivo de T. reesei crecido con
paja de trigo, como producto del gen egf3 (Saloheimo y col, 1988). EG IlI se separa de su
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isoenzima A 1:2 en cromatografia de intercambio anidnico sobre DEAE-Sepharose CL-0B a
pH 6.5 (Fig. 12C).

La muestra de EG III resultante (factor de purificacién ~ 13, rendimiento del 7 %
respecto a la actividad CMCasa total del caldo de cultivo) parece homogénea en los andlisis
electroforéticos (Fig. 13) y por isoelectroenfoque (Fig. 14A); la curva de titulacién (Fig. 16 y
Fig. 23, pdg. 51) y los experimentos de velocidad de sedimentacién (ultracentrifugacién), en

los que se detecta un tnico pico simétrico (no mostrado) demuestran igualmente el alto grado
de purificacién alcanzado.
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Figura 12. Purificacién de EG II1. (A), perfil de elucidn de la cromatografia de intercambio anidnico
en DEAE-Sepharose CL-6B a pH 7.0 (tampén fosfato sédico 3 mM). (B), perfil de elucién de la
cromatografia de penetrabilidad en Ultrogel AcA 44. (C), perfil de elucién de la cromatografia de
intercambio anidénico en DEAE-Sepharose CL-6B a pH 6.5 (tampén imidazol-HCl 8 mM). Los
detalles experimentales se describen en Materiales y Métodos (pag. 23 y sgtes.). Simbolos: ( ),
Asgys {m--w), actividad B-glucosidasa; (&---4), xilanasa, {e---), CMCasa; (v---v), mananasa;
{Cwn0), avicelasa; (wmer ), [NaClj.
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Figura 13. Andlisis del proceso de purificacién de EG III por electroforesis en gel de poliacrilamida
(10 % de acrilamida) en presencia de SDS. Tinci6n con azul de Coomassie. Calle 2, precipitado con
sulfato aménico (50 pg); calle 3, eluido de DEAE-Sepharose a pH 7.0 (20 gg); calle 4, eluido de
Ultrogel AcA 44 (15 ug); calle 5, eluido de DEAE-Sepharose a pH 6.5 (10 ug); calle 6, eluido de

DEAE-Sepharose a pH 6.5 (10 ug), no tratado con DTE; calles 1 y 7, patrones de masa molecular
conocida.
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Figura 14. Andlisis del proceso de purificacién de EG III por isoelectroenfoque analitico (intervalo
de pH de 3.5 a 9.5).(A), tincién de proteinas con azul de Coomassie. (B), detecci6n por fluorescencia
de actividad sobre MeUmb(Glc);. Calle 2, sobrenadante del caldo de cuitivo (100 ug); calle 3,
precipitado con sulfato aménico (100 ug); calle 4, eluido de DEAE-Sepharose a pH 7.0 (40 ug); calle
5, eluido de Ultrogel AcA 44 (30 ug); calle 6, eluido de DEAE-Sepharose a pH 6.5 (20 ug); calles
1y 7, patrones de punto isoléctrico conocido.
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1.2. Propiedades moleculares de EG III

Durante el proceso de purificacion e identificacién de EG 1l se han determinado sus
principales pardmetros moleculares:

a) Masa molecular: por electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de SDS se
ha obtenido un valor de 48 kDa, mientras que por cromatografia de penetrabilidad en Ultrogel
AcA 44 el valor calculado es 50 kDa. En ambos casos la determinacion se ha efectuado con
proteinas patrén de M conocida (Fig. 15).
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Figura 15. Determinacién de la masa molecular de EG III. (A), por electroforesis en presencia de
SDS. (B), por cromatografia de penetrabilidad en Ultrogel AcA 44. La flecha indica, respectivamente,
el valor de Rf y el de Kav de Ia enzima.

b) Punto isoeléctrico: se ha determinado por isoelectroenfoque analitico (Fig. 14A)
utilizando patrones de pl conocido. El valor obtenido, 5.1, difiere del descrito por Saloheimo
y col. (1988), 5.6; esta discrepancia no obedece a diferencias reales entre la proteina estudiada
en nuestro laboratorio y el producto del gen egl3 (Saloheimo y col., 1988), sino a una correccién
del valor de pl de EG 111, cuyas causas se detallan més adelante (pag. 77, Discusidn).

¢) Titulacién: EG III exhibe una baja carga neta a valores de pH por encima de su pl
(Fig. 16).

d) Parametros hidrodinamicos: por uvltracentrifugacién analitica se han determinado los
valores del coeficiente de sedimentacion, s°y,, = 3.66 S, y de la razén friccional, f/f; = 1.48.
Este Gltimo corresponde a una molécula muy asimétrica; por analogia con otras celulasas de

T. reesei (Claeyssens y Tomme, 1990) se puede asimilar a un elipsoide prolato, que tendria una
relacién axial de aproximadamente 8. '



RESULTADOS v 43

— D

PAGE

pH 0.5 — IEF = pH 3.5

Figura 16. Titulacion de EG III. En un gel de isoelectroenfoque (pH 3.5-9.5, Phast System de
Pharmacia, Suecia) en el que se habia establecido un gradiente de pH (12 dimensi6n), se aplicaron
S ug de EG III (linea discontinua); seguidamente el gel se someti6 a electroforesis (22 dimensién).
Tincién con azul Coomassie. La flecha indica el punto isoeléctrico de EG III.

Tabla VIII. Caracteristicas moleculares de EG II1.

PARAMETRO VALOR CALCULADO VALOR DESCRITO (REFERENCIA)

M (PAGE-SDS) (kDa) 48 48 (Saloheimo y col., 1988)

M (Cromatografia de

penetrabilidad) (kDa) 50 -

pl 5.1 5.5 (Stahlberg y col., 1988)
- 5.6 (Saloheimo y col., 1988)

%0 (S) 3.66 3.70 (Stahlberg y col., 1988)

£, 1.48 1.47 (Stihlberg y col., 1988)

Contenido en carbo-

hidratos (% (p/v)) ND 15 (Saloheimo y col., 1988)

Cisteinas libres 0 -

ND, no determinado

e) Determinaciéon de grupos sulfhidrilo libres: la incubacién de EG III (6 uM) en
condiciones desnaturalizantes (pH 8.3, GuHCI 3 M) con exceso del reactivo de Ellman (DTNB)
(0.2 mM) no condujo a ninglin aumento apreciable de la absorbancia a 410 nm. Teniendo en
cuenta el coeficiente de extincién molar a 410 nm (13 600 M™'-cm™) del 4cido 2-nitro-
S-mercaptobenzoico producto de la reaccién de DTNB con Cys (Lundblad y Noyes, 1984), la
existencia de un grupo sulfhidrilo libre en la enzima hubiera supuesto, en las condiciones
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descritas, un aumento de absorbancia de 0.08 unidades (0.16 si se considera que siendo par el
namero de Cys de la proteina, se encontrarian reducidas de dos en dos).

Se puede concluir que las 12 Cys presentes en EG 11l se encuentran formando 6 puentes
disulfuro. La existencia de cistinas en EG 111 es evidente por el cambio de migracién observado
en electroforesis en SDS cuando la muestra no se trata con DTE (Fig. 13, pag. 41).

La similitud entre las caracteristicas moleculares determinadas y las recogidas en la escasa
literatura sobre EG I (Saloheimo y col,, 1988; Stdhlberg y col., 1988) queda patente en la
Tabla VIIL

1.3. Efecto de pH, temperatura y fuerza iénica en la estabilidad y actividad de EG Ii1

EG III es estable en el intervalo de pH 3.0-8.0 a 30°C, pero s6lo entre pH 4.0y 63 a
55°C (Fig. 17A). A pH 5.0 la enzima se inactiva a temperaturas por encima de 60°C, aunque
retiene un 90 % de actividad cuando se incuba a 65°C durante 30 min (Fig. 17B). A 50°Cy pH
5.0 EG III es estable durante 10 min en presencia de concentraciones de NaCl hasta 0.25 M).

El pH 6ptimo para la actividad esta en el amplio margen de 4.0 a 5.0 para casi todos los
sustratos ensayados (Fig. 17D). Sélo Ia actividad CMCasa presenta un médximo a un valor
concreto en ese intervalo, a pH 4.8. Cuando se emplea MeUmb(Glc), como sustrato la actividad
es maxima a 70°C (Fig. 17E,) y, por otra parte, decae progresivamente al aumentar la fuerza
iénica del tampén (Fig. 17F).

2. ESPECIFICIDAD Y MODO DE ACCION DE EG II1

El conocimiento de la especificidad y modo de accién de cada enzima del sistema celulasa
de T. reesei es imprescindible para avanzar en la comprensién del mecanismo de la hidrélisis
enzimitica de celulosa, asi como para disefiar mezclas adecuadas para el tratamiento de cada
tipo particular de material lignocelulésico (Teeri y col., 1990).

2.1. Actividad sobre sustratos cromoféricos

La capacidad de EG III para hidrolizar MeUmb(Glc), liberando el fluréforo MeUmb es
tinica entre las celulasas de T. reesei (Fig. 3, pag. 8) (van Tilbeurgh y col., 1988). Este sustrato
proporciona un método de deteccién de EG IIl muy sensible. Alternativamente, cuando las
condiciones de ensayo lo permiten, se puede valorar por colorimetria y en continuo la liberacion
del croméforo CNP (pK, = 5.5) a partir del sustrato CNP(Glc), (Claeyssens, 1988).

El andlisis por HPLC de los productos de hidrélisis ha revelado la existencia de otro
punto de ataque enzimético en cada uno de los sustratos mencionados (Fig. 18). El estudio
cinético de estas reacciones se ha basado en el Esquema I (Apéndice, pig. 74). En resumen, la
formulacién desarrollada permite calcular los pardmetros cinéticos (aparentes y tedricos) de
cada via de hidrélisis siempre que se determine la aparicién de los dos posibles productos
cromoféricos (CNP y CNPGlc, 0 MeUmb y MeUmbGlc), mientras que la medida de un solo
producto (normaimente MeUmb o CNP) limita los célculos a los pardmetros aparentes de esa
via y a su constante de especificidad tedrica (los términos "aparente” y "teérico” se definen en
el Apéndice, pag. 74).
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Figura 17. Estabilidad y actividad de EG I1] frente a pH, temperatura y fuerza idnica. (A),

3) y a 55°C, 5 min (e—e ). (B), estabilidad frente a la

temperatura a pH 5.0, 30 min. (C), estabilidad frente a {a fuerza idnica a pH 5.0, 50°C. (D), variacién
con ei pH de la actividad sobre CMC (0——a), celotriosa (A——a), MeUmb(Glc); (e——as),
CNP(Glc); (=—=7 ). (E), variacién con la temperatura de la actividad sobre MeUmb(Gle),. (F),
variacion con la fuerza iénica de la actividad sobre MeUmb{Glc);.
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Las constantes cinéticas para la hidrélisis de CNP(Glc); y MeUmb(Gic), se incluyen en
la Figura 18. El principal producto de la reaccién enzimdtica es CNP(Glc) para CNP(Glc); como
sustrato, y MeUmb para MeUmb(Glc),. Esta diferencia en el patrén de rotura se debe a las
distintas afinidades de los restos cromoféricos y de glucosa de estos sustratos, por los subsitios
de unién de la enzima como reflejan los valores de K.

Algunos datos concernientes a la hidrélisis catalizada por EG III de 4’-metilumbeliferil
derivados de celotetraosa y celopentaosa se incluyen en la Figura 18. La inhibicién por producto
(los celooligosacaridos liberados son buenos sustratos de la enzima) impide ahondar en el
estudio cinético de estos sustratos.

Ken R N
(min®) M) (minT-M Y minY) M

(1} &8 119 6.7

@ S
) 286  s2t 055 53

f( 1) ((2)

] [ [ | | {1} 5 51 012 45

[ | i I + { | - ® 05

2

|(1) T(Q) @ 3% 152 0.24 g

{1) nd nd. 0.88 nd. nd.

-
i
f

Figura 18. Hidrélisis de sustratos cromoféricos catalizada por EG 1II. Los pardmetros cinéticos (pH
3.0, 25°C) se determinaron como se describe en Materiales y Métodos (pag. 28). Simbolos: { @ ),

CNF; { W ), MeUmb; { {7 ), residuo de glucosa. Las flechas indican los enlaces hidrolizados (las
de trazo discontinuo sehalan puntos secundarios de hidrélisis).

(*) Los valores de k_,, y K, de esta reaccién son aproximados ya que en este caso no se cumple la
premisa de que la glicosilacidn de Ja enzima sea cl paso limitante de la reaccién.

2.1.1, Estudios de particion con metanol

EG 11 es capaz de transferir restos glicosidicos no sélo a agua, sino también a nucledfilos
alternativos tales como alcoholes de bajo peso molecular, como muchas otras glicosidasas que
actlian con retencién de la configuracién anomérica (Sinnot, 1990). El etanol, y sobre todo el
metanol, son nucledfilos mas efectivos que el agua, y en consecuencia aceleran reacciones en
las cuales la desglicosilacién es el paso limitante (Fersht, 1985).

En la Figura 19A se puede observar el incremento en la liberacién de CNP a partir de
CNP(Glc), provocado por la adicién de alcoholes; sin embargo, {a hidrélisis de MeUmb(Glc),
no varia por la presencia de metanol hasta 2.5 M y disminuye progresivamente al aumentar la
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concentracién del mismo (Fig. 19B). El espectro de absorcién UV de EG I1I no se aitera por
la presencia de metanol 25 M (~10 % (v/v)), pero concentraciones mayores causan la
desnaturalizacién o precipitacién de una fraccién significativa de proteina, como sefiala ei
aumento de absorbancia a longitudes de onda por encima de 300 nm, consecuencia de la
aparicién de turbidez en la muestra.

250 Y T T Y
100 7
200 -
—
% R s
- 150 o
O O
© o) 50 F —
> 100 >
o B3
< L i
< sof A 25 B
O] X N 1 O i 1 1 1
0.0 2.5 5.0 7.5 0.0 2.5 5.0 7.5
[Alcohol] (M) [Metanol] (M)

Figura 19. Efecto de la adicién de alcoholes en la actividad enzimética de EG IIL. (A), efecto de
metanol {(e--—-+), ctanol (c—-——a) y 1-propanol {w—w) en la liberacién de CNP a partir de
CNP(Glc),. (B), efecto de metanol en la liberacién de MeUmb a partir de MeUmb(Glc),.

El andlisis por HPLC de la reaccién de EG III con MeUmb(Glc); y CNP(Glc),, en
presencia de metanol 2.5 M, revela que la razén entre productos de metanolisis y de hidrélisis
es constante (Tabla IX); este dato permite concluir que los intermediarios celobiosil- y
celotriosil-enzima, son comunes en la rotura de ambos sustratos (Fersht, 1985). Ninguna de las
vias de ataque enzimdtico se altera por la presencia de metanol en el caso de MeUmb(Glc),;
en cambio, la liberacién de CNP a partir de CNP(Glc), se acelera notablemente mientras que
la via alternativa de rotura de este sustrato no varia (Tabla 1X).

Tabla IX. Variaci6n de los pardmetros cinéticos de las reacciones de EG 111 con CNP(Glc), y MeUmb(Glc)y, por
la adicién de metanol 2.5 M.

Sustrato Producto  Me-(Gic),/{Gle),  Me-(Glc),/(Glc), (Keadmeoti®eat  FKrdmoon®m  Vxgio/¥dmeon  Yx-wic/Vx
CHNPGle 0.39 - 0.9 1.0

CNP(Glc), 0.6 1.3
CNP - 0D.41 21 0.9
MalUmbGle 0.44 - 1.0 1.1

MelUmb(Glc), 0.5 0.5

MelUmb - 0.43 1.0 1.1
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De estos hechos se infiere que el paso limitante de la reacci6n es la desglicosilacién de EG
III en la rotura del enlace heterosidico de CNP(Glc), y en todos los demds casos, la
glicosilacion de la enzima. En la Figura 20 se esquematizan los experimentos de particién
comentados con el fin de hacer m4s comprensible al lector la interpretacién de los mismos.

2 E + (Gic),
1 A H,0
(E-S), TX—G:(E'(GIC)Q MeOH
-Glc e
2
E + Me-(Glc), 1 = Glicosilacidon

E+S
\ 2 E + (Glc), 2 = Desglicosilacién
1 H,0
(E-S) (E-(Glc).)
2 TN ? X*MeOH

2
E + Me-(Glc),

Figura 26l. Esquema de los experimentos de particién de EG 11T con los sustratos cromoféricos
CNP(Glc); y MeUmb(Gle);, X es CNP cuando S es CNP(Glc);, y MeUmb cuando S es
MeUmb(Glc);.

2.2, Actividad sobre celooligosaciridos

Los patrones de hidrélisis de celodextrinas catalizada por EG III han sido determinados
por HPLC, y se ilustran en la Figura 21. Debido a la baja sensibilidad del método de deteccién
empleado (refractémetro), las concentraciones iniciales de sustrato han sido forzosamente
210 mM sin duda muy superiores a los valores de K, correspondientes; en consecuencia, los
valores de k,, mostrados no son mds que velocidades de desaparicién del sustrato a una
concentracién 10 mM del mismo, y deben considerarse meramente orientativos. Sélo en el caso
de celotriosa y celobiosa {a determinacién de glucosa se ha realizado por un método mds
sensible (glucosa oxidasa/peroxidasa), y los pardmetros cinéticos se han calculado con la
precision adecuada.

La adicién de metanol (2.5 M) al medio de reaccién ha hecho posible la determinacién
de ciertos puntos de ataque enzimético mediante la deteccién de los metil-celooligosacdridos
formados. Asi se han establecido patrones de rotura, de otro modo ambiguos; por ejemplo con
celopentaosa como sustrato se forman celobiosa y celotriosa, pero écuél de los productos
contiene el extremo reductor del sustrato?. El equivoco se resuelve al anadir metanol y
detectarse metil-celotriosa pero no metil-celobiosa, fo cual indica que fa celobiosa procede del
extremo reductor de la celopentaosa, liberdndose como primer producto de la reaccién. Es
precisamente celopentaosa el Ginico sustrato de los ensayados cuya hidrélisis se acelera (unas
dos veces) en presencia de metanol. La falta de sensibilidad del método de deteccién, antes
comentada, ha impedido profundizar en el estudio de este hecho.

EG Il no parece tener actividad transglicosilasa, habida cuenta de que no se han
detectado productos de mayor masa molecular que el sustrato considerado, incluso después de
prolongada incubacién de la enzima con altas concentraciones de celooligosacéridos.

La celobiosa ha resultado ser un mal sustrato de EG I1I (Fig. 21); la posibilidad de que
esta actividad se debiera a contaminacién por B-glucosidasa en la preparacién de EG I ha sido
descartada al no observarse inhibicion en presencia de §-gluconolactona, potente y especifico
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inhibidor de B-glucosidasa. La celobiosa se ha empleado como inhibidor competitivo en
reacciones con otros sustratos de EG IIL, y no se han observado alteraciones en los patrones
de hidrélisis de ninguno de ellos. Con celobiosa 50 mM la inhibicién de la actividad sobre
MeUmb(Glc), 100 uM o CNP(Glc), 500 uM es de un 10y un 50 %, respectivamente. Por otra
parte, concentraciones de glucosa de hasta 200 mM no inhiben la actividad de EG IIL

koat K keat/Km vi/¥y

(min") (mM) (r_'nin'1 . mM")

L—JTE—}TM 15 1 15 0.4

‘ Me 500 n.d. n.d. 0.9
I *2
b3

Figura 21. Hidrélisis de celooligosacéridos catalizada por EG IIL Los pardmetros cinéticos (pH 5.0,
37°C) se determinaron como se describe en Materiales y Métodos (pag. 28). Simbolos: ( [ ),
restos de glucosa; { =] ), resto de glucosa con ¢l carbono anomérico libre; (Me), grupo metilo. Las
flechas indican los enlaces hidrolizados (las de trazo discontinuo senalan puntos secundarios de
hidrolisis).

{*) velocidad de desaparicién de sustrato para una concentracidn inicial 10 mM.

2.3, Actividad sobre sustratos celuldsicos

Como corresponde a una endoglucanasa tipica, EG 111 hidroliza eficazmente derivados
solubles de celulosa como CMC (K, = 5 mg/ml, K, = 36 s, a pH 5.0 y 30°C) provocando una
dréastica disminucién de la viscosidad de la mezcla de ensayo, concomitante con la liberacién de
extremos reductores. No obstante, CMC no es un sustrato adecuado para estudios cinéticos ya
que la curva de actividad frente a concentracién de enzima no es lineal (Fig. 22A). Este hecho
se debe a la complejidad del sustrato, mezcla heterogénea de polimeros con distintos grados de
carboximetilacién y tamafo, en el que hay enlaces con distinto grado de accesibilidad para la
enzima.
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Figura 22. Variacién de la actividad con la concentracién de enzima. (A), CMC como sustrato (pH
5.0, 30°C). (B), MeUmb(Glc)y como sustrato (pH 5.0, 30°C).

La capacidad de adsorcién de EG III a celulosa microcristalina (Avicel) fue descrita por
Stdhlberg y col. (1988), que adem4s demostraron que esta propiedad dependia de un dominio
de uni6n a celulosa diferenciado del nicleo catalitico de la enzima. A pesar de su capacidad de
adsorcién a Avicel, EG III hidroliza s6lo una pequeiia fraccién de este sustrato,que corresponde
probablemente a regiones amorfas del mismo (Henrissat y col.,, 1985).

La hidrdlisis de Avicel catalizada por EG III ha sido analizada por HPLC. Sélo glucosa
y celobiosa se han detectado como productos de la reaccién. Después de 1 h de incubacién a
pH 5.0y 37°C (EG III 8 uM, Avicel 10 mg/ml) se determinaron unas concentraciones 0.1 mM
de glucosa y 0.2 mM de celobiosa; a las 22 h de incubacién las concentraciones fueron 0.5 mM
y 0.3 mM respectivamente. Estos azlcares pueden proceder directamente de la accién
enzimatica sobre el sustrato o de la degradacién de celooligosacdridos de mayor tamafio
previamente formados.

2.4. Actividad sobre mananos

La comparacién por andlisis de grupos hidrofdébicos (HCA) de secuencias de celulasas
de la familia A (Henrissat y col, 1989) y mananasas de distinto origen, revelé un grado
sorprendente de similitud entre ambos grupos de enzimas (comunicacion personal del Dr. B.
Henrissat, CNRS-Grenoble, Francia); en la familia A también se incluye una mananasa de
Caldocellum saccharolyticum (ver Figura 48, pag. 83). Por este motivo se sospechd que EG TII
pudiera exhibir actividad mananasa. Si bien se trata de una capacidad catalitica secundaria (con
una constante de especificidad mucho menor que las correspondientes a sustratos celulgsicos),
se ha podido demostrar inequivocamente que EG III hidroliza este tipo de hemicelulosa. En
el caldo de cultivo de T. reesei existe, ademds, una mananasa especifica (Fig. 12A, pag. 40).

En la Figura 23 se muestra la curva de titulacién de EG III, junto con la réplica de
actividad mananasa; la Gnica proteina observada, EG III, es activa sobre manano. Ante la
posibilidad de que la celulasa estuviera acomplejada con una mananasa contaminante, o bien
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poseyera dos centros activos, se estudi6 el efecto sobre la actividad mananasa de inhibidores
especificos para la actividad celulolitica: metil-celobiosa (inhibidor competitivo) y 4’,5-
epoxipentil-celobiésido (EPOS5, marcador de afinidad) (Tabla X). Asimismo, se comprobé el
efecto inhibidor del manano sobre la actividad celulasa (Tabla XI). Todos los resultados
obtenidos apuntan a que ambas actividades residen en un mismo centro catalitico de EG IIL

A B

\\

Figura 23. Curva de titulacién de EG III (5 ug) y réplica de actividad mananasa. (A), tincién de
proteinas con nitrato de plata. (B), réplica de actividad sobre LBG; tincién negativa con rojo Congo.

El andlisis por HPLC de los productos de degradacién enzim4tica de dos tipos de manan:
ha revelado que EG III rinde manobiosa como producto principal, y que es mds activa sobr
galactomanano que sobre manano (Tabla XII).

Inhibidor Actividad Actividad
celulasa (CMC) mananasa (LBG) Tabla X. Comparacién entre la
inhibicién de las actividades
EPO5 10 mM Inh. irreversible Inh. irreversible mananasa y celulasa de EG III po
inhibidores especificos de celulasa:
Me-(Glc), (K) 10 mM 15 mM
Parametro Manano (1L.BG) Celulosa (CMC)
K? (g/) 1.2 1.0
Tabla XI. Comparaci6n entre
los pardmetros cinéticos de las Kn (9/1) 9.0 + 08 7005
actividades mananasa y celulasa
de EG IIL kea© (102-min™) 8.6 * 0.4 826 + 1.9

* CNP(Glc), como sustrato a pH 5.6 y 20°C.
® pH 5.0, 50°C.
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Producto Sustrato

Galactomanano Manano
Manosa 0.7 mM 0.6 mM Tabla XII. Productos de la hidrélisis de
Manobiosa 0.8 mM 1.0 mM mananos (20 g/1) catalizada por EG 11
Manotriosa 1.3 mM 0.6 mM (8 M), analizados por HPLC, después
Manotetraosa 0.4 mM - de 3 h de incubacién a 37°C y pH 5.0.
Manopentaosa 0.2 mM 0.2 mM

La notable discrepancia entre los valores de K, y K; (inhibici6n del sustrato CNP(Glc);)
que se observan en la Tabla XI, tanto para LBG como para CMC, se puede explicar por las
diferentes condiciones de pH y temperatura en las que se han determinado ambos parametros;
ademds debe tenerse en cuenta que el significado a nivel molecular de K., para un sustrato
soluble clésico como CNP(Glc), es necesariamente distinto del que corresponde a sustratos
poliméricos y heterogéneos como son CMCy LBG.

3. IDENTIFICACION DE RESIDUOS ESENCIALES DE EG I

La identificacién de los residuos fundamentales para la unién del sustrato y/o la actividad
catalitica de una enzima es imprescindible para dilucidar el mecanismo quimico de su accién,
y abre el camino a su hipotética mejora por la incipiente y prometedora via de la ingenieria de
proteinas.

3.1. Efecto del pH y la temperatura en la cinética de una reaccion catalizada por EG I

Se ha estudiado la dependencia con el pH de la constante de especificidad de la reaccion
de hidrélisis de MeUmb(Glc), catalizada por EG IIL De las dos vias posibles de ataque
enzimdtico (Fig. 18, pég. 46) se ha seguido la que conduce a la liberacion de MeUmb, producto
que permite una valoraci6n sencilla y precisa mediante fluorimetria. El estudio se ha limitado
al intervalo de pH de 4.0 a 6.3, en el que la enzima es estable incluso a altas temperaturas (Fig.
17A, pég. 45). Previamente se analizé por HPLC la posibilidad de que el patr6n de hidrélisis
del sustrato dependiera del pH; no se observaron cambios en la relacion VyUmscie)/ YMeums
dentro del intervalo de pH 3.5-6.5.

A todas las temperaturas estudiadas (entre 30 y 55°C), la curva de pH del logaritmo de
la constante de especificidad muestra una forma similar, con una caida en la region mas bdsica
del intervalo de pH considerado, cuya pendiente es -1 (Fig. 24A). Esto indica que la reaccién
enzimdtica depende del estado de ionizacién de un residuo de la proteina, que debe estar
protonado para que tenga lugar la catélisis. El valor estimado para el pK, de dicho residuo es
5.46 + 0.03 a 55°C. La variacién de este valor con la temperatura ha permitido determinar la
entalpia de ionizaci6n correspondiente que ha resultado ser -15.9 * 2.6 J/mol (Fig. 24B),
apuntando a un grupo carboxilo como responsable de este pK, (Cleland, 1977).
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Figura 24. Efecto del pH y la temperatura en la constante de especificidad de la hidrdlisis de
MeUmb(Glc), catalizada por EG III. (A), variacién con el pH del log (k,/K) a 55°C. (B),
dependencia de la temperatura del valor de pK; calculado a partir de los perfiles de pH de log

(kear/ K-

3.2. Modificaci6n de histidinas con dietilpirocarbonato (DEPC)

Los estudios de homologfa entre celulasas de la familia A (Henrissat y col,, 1989) sefialan
la existencia de dos residuos de histidina conservados, que en la secuencia de EG III
corresponden a His173 e His288. La posible implicaci6n de residuos de histidina en la actividad
de la enzima ha sido estudiada con DEPC, reactivo especifico del anillo imidazol (Miles, 1977).
No se ha observado inactivacién de EG III después de incubaci6n con exceso de DEPC, en
distintos tampones (MES 50 mM, pH 6.5; fosfato sédico 100 mM, pH 6.0). Un resultado similar
se obtuvo para EG I de S. commune (Clarke y Yaguchi, 1985), celulasa més estrechamente
"emparentada” con EG III de entre las de secuencia conocida (Béguin, 1990). No obstante, la
ausencia de inactivacién por DEPC no excluye la posibilidad de que una o las dos His
conservadas en Ia familia A sea(n) esencial(es) en EG III; por causas indeterminadas podria(n}
ser inaccesible(s) al reactivo.

3.3. Modificacion de tirosinas con tetranitrometano (TNM)

La existencia de residuos aromdticos, especialmente Trp y Tyr, que participan en la unién
de aziicares es frecuente en protefnas capaces de interaccionar con carbohidratos {Quiocho,
1986). El estudio de la modificacién con TNM de CBH I de T. reesei apunta a la participacién
en la catélisis de un residuo de Tyr (Tomme, 1991).

La incubacién de EG I1I con exceso de TNM (pH 8.3, temperatura ambiente) provoca una
lenta inactivacién de la enzima (Fig. 25). La presencia de un ligando (celobiosa) en
concentraciones saturantes no previene la pérdida de actividad, aunque se desconoce si la
enzima es capaz de unir celobiosa a valores tan basicos de pH. En consecuencia, la modificacién
con TNM no permite adelantar ninguna conclusién sobre el papel de los residuos de tirosina
en EG IIL
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Figura 25. Inactivacién de EG TIT por TNM (Tris-HCl 50 mM, pH 83 a temperatura ambiente
([TNM]/[EG HI] = 1000). La incubacién se realiz6 en ausencia de ligandos (e—a), 0 en presencia
de celobiosa 100 mM (c—=).
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Figura 26. Reaccidn de oxidacién de Figura 27. Espectros de absorcién
Trp por NBS (Lundblad y Noyes, 1984). de indol y oxindol (Spande y

Witkop, 1967}

3.4. Modificaci6on de tript6fanos con N-bromosuccinimida (NBS)

La oxidacién de triptéfano por NBS (Fig. 26) es una reaccién muy rdpida que se puede
cuantificar ficilmente por espectroscopia, merced a la diferencia entre los espectros de
absorcién del indol y el oxindol (Fig. 27) (Spande y Witkop, 1967). Este reactivo ha sido
profusamente empleado en la modificacién de proteinas, con el fin de estudiar la funcién
biolégica de residuos de triptéfano (Lundblad y Noyes, 1984).
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A continuacidn se detalla el estudio de modificacién de EG 111 por NBS, que ha permitido
identificar dos Trp esenciales con distinta localizacién, uno en el dominio de unién a celulosa
y el otro en el centro activo de la enzima.

3.4.1. Extension y especificidad de la modificacion

La adici6n sucesiva de pequeifias alicuotas de NBS conduce a la progresiva oxidacién de
residuos de Trp, como se muestra en la Figura 28: la absorbancia disminuye a 280 nm, y a la
vez aumenta a 250 nm, indicando la formacién de oxindolalanina (Spande y Witkop, 1967).

La oxidacion de Trp es lineal con respecto a la cantidad de reactivo afiadido (Fig. 29A);
después de modificar 3 residuos de Trp, tras la adicién de 4.5 moles NBS/mol EG I1I, la adici6n
de més NBS hace que se enturbie la solucién de proteina. Un fené6meno similar se ha observado
con frecuencia en otras proteinas como por ejemplo: a-quimotripsina (Spande y col., 1966),
aglutinina de germen de trigo (Privat y col,, 1976} o lisozima (Green y Witkop, 1964).
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Figura 28. Espectros de diferencia de EG II inducidos por la oxidacién con NBS. Los espectros se
tomaron | min después de cada adicién del reactivo (20 gi, 0.15 mM en agua) a la solucién de EG
III (1 ml, concentracién inicial 9.1 M, en acetato sédico 50 mM, pH 5.0) de la cubeta de muestra.
A la solucidn de enzima contenida en la cubeta de referencia se le afiadia agua en lugar de NBS,
Antes de cada adicion de NBS (agua) se recogian alicuotas de 20 gl para ensayos de actividad. La
temperatura s¢ mantuvo a 15°C.
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La reaccién de NBS con proteinas en las condiciones empleadas se limita normalmente
a la oxidacién de residuos de Trp, pero cabe la posibilidad de que este modificador oxide las
cadenas laterales de otros residuos: Tyr, Cys, Met o His, o bien, que rompa enlaces peptidicos
en los que intervengan Trp, Tyr o His (Spande y Witkop, 1967; Lundblad y Noyes, 1984).

En el presente estudio la especificidad del ataque del NBS por los residuos de Trp estd
fuera de toda duda porque el exceso de reactivo requerido es muy bajo, 1.5 moles NBS por mol
de Trp oxidado, igual que el encontrado para la oxidacién del ester metilico de N-acetil-L-
triptéfano, que se emplea como compuesto modelo, y uno de los m4s bajos entre los descritos
en la bibliografia para distintas proteinas (Lundblad y Noyes, 1984). Datos adicionales a favor
de la especificidad de la reaccién son: el mantenimiento a lo largo de la modificaci6n, del punto
isosbéstico a 264 nm (Fig. 28) que indica que no hay oxidacién de Tyr (Ohnishi y col., 1980),
y la ausencia de Cys libres en EG 1II (p4g. 43).

La integridad de la estructura primaria de la enzima después de la modificacién se
comprobd por electroforesis en SDS; muestras de EG III con 1 (W), 2 (W,,,) 6 3 Trp
oxidados (W,_,) migraron como una sola banda a igual distancia que la proteina nativa.

3.4.2. Proteccion con ligandos

Cuando la reaccién de EG III con NBS se lleva a cabo en presencia de celooligosacaridos
en concentraciones saturantes, la modificacién de Trp requiere mayores cantidades de reactivo.
Por ejemplo, la adicién al medio de reaccién de metil-B-celotetradsido 10 mM aumenta la tasa
de consumo de NBS de 1.5 moles/mol de Trp oxidado (control) a 2.9 moles/mol (Fig. 29). El
mismo efecto se observa con celotriosa 10 mM o celobiosa 100 mM, mientras que la presencia
de glucosa 100 mM no altera el curso de la modificacién, como era de esperar porque no es un
ligando de la enzima.
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Ensayos preliminares con el ester metilico de N-acetil-L-triptéfano mostraron que los
azlGcares empleados en los estudios de proteccién no interferian en la reaccién del anillo
indélico con NBS.

La prevencién parcial de la modificacién por celooligosacdridos sugiere que los Trp
oxidados por NBS estdn localizados en, o cerca, del sitio de unién de cualquiera de los dominios
de EG III (catalitico y de unién a celulosa).

3.4.3. Efecto de la modificacién en la actividad catalitica y en la capacidad de adsorcién
a celulosa

La modificacién de EG III con NBS provoca primero una disminucién de la capacidad
de adsorci6n a celulosa (coincidente con la oxidacién de un primer residuo de Trp) (Fig. 30A),
y seguidamente afecta a la actividad catalitica con un efecto dispar sobre la hidrélisis de dos
sustratos (Fig. 30B).
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Figura 30. Efecto de la oxidacién de Trp en la actividad y adsorcién a celulosa de EG III. En
muestras con distinto grado de modificacién se han determinado las siguientes propiedades: (A),
adsorcion a Avicel de EG 11, (B), actividad de EG III sobre CNP(Glc), (&4} y MeUmb(Glc),
(e—); (C), actividad del nicleo catalitico de EG III sobre CNP(GIc), ( o ) y MeUmb(Glc),
(o—e).

Teniendo en cuenta que la capacidad de adsorcién a celulosa depende del dominio de
unién a cefulosa (DUC) de EG I (Stihlberg y col,, 1988),el primer residuo de Trp oxidado
parece estar situado en dicho dominio a juzgar por la disminucién de la cantidad de enzima
adsorbida a Avicel concomitante con la modificacién de este residuo (Fig. 30A). Para corroborar
esta hip6tesis se ha modificado el nicleo de EG III (carente de DUC); después de oxidar 2 Trp
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la solucién proteica se tornaba turbia (fenémeno observado en EG 11 tras oxidacién de 3 Trp),
y los cambios en la actividad hidrolitica observadas en EG Il cuando se oxida un segundo
residuo de Trp eran evidentes en el nicleo con la oxidacién de un primer Trp (Fig. 30C). Se
confirma, en consecuencia, la localizacién en el DUC del primer residuo oxidado por NBS en
la enzima no truncada. La capacidad de adsorcién a Avicel se reduce pero no se elimina a
resultas de la conversién de este Trp a oxindolalanina (Fig. 31). La oxidacién ulterior de m4s
residuos de Trp no afecta a la adsorcién (Fig. 30A).
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Figura 31. Efecto de la oxidacién del primer Trp en la capacidad de adsorci6n a celulosa. EG II1
intacta (o—e), W, EG III (w—w), y el nicleo de EG 1II (%), en una concentracién 0.6 xM,
se incubaron a 4°C con diferentes concentraciones de Avicel. Una vez alcanzado el equilibrio (30 min)
se determind la fraccidén de enzima no adsorbida.

La oxidacion de un segundo residuo de Trp afecta sensiblemente a la actividad catalitica
de EG I (Fig. 30B). El patrén de hidrélisis de CNP(Glc), y MeUmb(Glc), cambia
drédsticamente en la proteina modificada, siendo opuesto el efecto en cada uno de los sustratos
(Tabla XIII). La actividad sobre celotriosa, celotetraosa y celopentaosa se reduce un 65 %
aproximadamente (a una concentracién 10 mM de sustrato), sin variacién de los patrones de
rotura, como consecuencia de la oxidacién de este segundo Trp. Los pardmetros cinéticos para
la hidrélisis de CMC por EG III intacta y W, se muestran asimismo en la Tabla XIII; la
modificacién afecta a la K, pero no a la k. Todos los cambios observados apuntan a que €l
residuo de Trp considerado participa en la unién del sustrato.

Las muestras modificadas en presencia de ligandos mostraron los mismos cambios en
adsorcidn y actividad con respecto al grado de oxidacién de Trp, que han sido comentados para
la proteina modificada en ausencia de ligandos.

El tercer residuo de Trp accesible al NBS antes de la desnaturalizacién de la proteina es
también protegido de la modificacién por celooligosaciridos (Fig. 29, pag. 56); sin embargo,
su oxidacién no produce ningtin efecto observable en las propiedades enzimaticas de EG IIL.
Desconocemos si este residuo tiene alguna implicacién funcional, dificil de estudiar después del
gran cambio provocado por la oxidacién del "segundo” residuo de Trp, o si esté localizado cerca,
0 en el centro activo, sin participar en la uni6n del sustrato; también podria no tener relacién
alguna con el centro activo, e interaccionar inespecificamente con los ligandos empleados.
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Tabla XIIL Efecto de la oxidacién del segundo Trp en las propiedades cataliticas de
EG III. Los pardmetros cinéticos K, y k,,, corresponden a la hidrélisis de CMC (30°C,
pH 5.0) y las relaciones de velocidad a la rotura de CNP(Glc), y MeUmb(Glc), (25°C,
pH 5.0).

Enzima Km . kg?l kcat/fm p Venpoie/Vone  Ymeumboic/ Ymeums
{mg-ml") (s) {mi-mg™-s™)

Nativa 0.48 + 0.02 36.3 + 0.7 75.6 1.3 0.5

W, 078 + 006 351 = 1.6 45.0 0.3 0.8

3.4.4. Efecto de la modificacién en la termoestabilidad y estructura secundaria

Lz estabilidad térmica de EG III W, es ligeramente menor que la de la proteina nativa
o W, (Fig. 32). En cualquier caso, después de incubacién a 60°C durante 30 min, la muestra
W,,, retiene un 95 % de actividad.
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Figura 32. Termoestabilidad de EG Il intacta y modificada con NBS. Muestras (34 ¢eM) de EG
Il intacta (@—e), W, (v—w),y W, x (®—1=) se incubaron a distintas temperaturas a pH 5.0
(acetato s6dico 50 mM) durante 30 min. La actividad residual se determiné a 25°C con CNP(Glc),
COMo sustrato.

Los espectros de dicroismo circular en el ultravioleta lejano de EG III nativa y con
distintos grados de oxidacién (W, y W,_ ) se muestran en la Figura 33. La semejanza entre los
tres espectros indica que la modificacién no afecta a la estructura secundaria de la proteina. La
posibilidad de que EG III sufra un cambio conformacional a consecuencia de la oxidacién de
dos de sus residuos de Trp parece descartable a la vista de los resultados comentados en este
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apartado. Por otra parte, el espectro de dicroismo circular de EG 11T indica un alto contenido
de hélice a y, sobre todo, estructura B, como ocurre en otras celulasas: EG 1 de T reesei
(Dominguez, 1991), CBH II de T. reesei (Rouvinen y col, 1990), y EG D de Clostridium
thermocellum (Juy y col,, 1992).
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Figura 33. Espectros de dicroismo circular de EG IiI intacta (
Las muestras estaban en acetato sédico 50 mM, pH 5.0.

)’ W]_Qx (_—"-)v y w?_ox ( """"" )

3.4.5, Identificacién de un residuo de Trp esencial en ¢l dominio de unién a celulosa

Muestras de EG III intacta, W, y W, asf como del ndcleo de EG III intacto y Wi,
fueron digeridas con tripsina, y los hidrolizados resultantes se analizaron por HPL.C en fase
reversa empleando como detector un Photodiode Array (Waters), que permite determinar de
modo continuo espectros del eluido de la columna. En la Figura 34 se han superpuesto los
cromatogramas a 214 nm correspondientes a EG III no oxidada y W,_,. Se sefalan las zonas del

mapa peptidico en las cuales se aprecian diferencias entre la enzima no modificada y oxidada
con NBS.
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Figura 34. Comparaci6n de los mapas tripticos de EG III no modificada y W, .- Se muestra el perfil
de absorbancia a 214 nm correspondiente al control, sobre el que se sehalan en trazo discontinuo las
diferencias observadas en el perfil correspondiente a EG I1I W,,. En la regién "1" se observan
cambios correspondientes a la oxidacién del primer Trp (también observados en W) mientras que
la oxidacién del segundo Trp se hace notar en la region "2",

La oxidacién del primer residuo de Trp, esencial para la adsorci6n a celulosa, conduce a
la disminucién de dos picos ("a" y "b") en la regién "1" (Fig. 35A y B). La comparacién de los
perfiles de elucién de EG III no modificada y Won ¥ del niicleo de EG III no modificado (Fig.
35C) permite deducir que un péptido procedente del DUC, presente en los picos a, y b, del
digerido de EG 1II nativa, no aparece en a, y by del digerido de EG Il W,__ ni en a'yy b’y del
nicleo no modificado; en el primer caso a consecuencia del tratamiento con NBS, y en el
segundo porque el niicleo carece de DUC. En la misma posicién coeluye al menos un
contaminante en cada pico, como demuestra el an4lisis espectral ilustrado en la Figura 35 (D

y E).



RESULTADQOS 62

214 nm
RS
o
-

C 250 nm
0
[ -
O
7
0
<

280 nm

1 1 ] 1 L 1 1 1 1 L ! !

Q.15
Q.10
e 010
O
[y
O
L0
5
2 .05 Q.05
=<1
0.00 0.00
T T T T T T T T T T T T
200 220 240 260 280 300 200 220 240 260 280 360
Longitud de onda (nm) Longitud de onda {nm)

Figura 35. Comparacién de los mapas peptidicos en la regién "1" de: (A), EG Il no modificada;
(B), EG HI W, _ ; (C), niicleo catalitico no modificado. Andlisis espectral de los picos: (D), "a", y (E),
"b", procedentes del digerido de EG III no modificada (linea continua) y de EG IlIl W,__ (linea
discontinua).

El anilisis del pico by, por PDMS (Fig. 36) seqala la presencia de varios péptidos, siendo
el mayoritario uno de masa 835.0 Da y el segundo més abundante, otro de masa 1155.5 Da.
Estos resultados, combinados con los de secuenciacién de by y b, (Tabla XIV) han permitido
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identificar el componente principal de b, como el péptido Gly6-Trp13 (M teérica: 834.7 Da)
procedente del DUC, y uno de los contaminantes como un producto de la autolisis de la tripsina
(Ser126-Lys136, M tedrica 1153.3 Da). Los datos obtenidos en el andlisis de "a" son confusos,
porque se trata de una mezcla compleja de péptidos; es posible, ademds, que el péptido del
DUC presente en a, pueda estar bloqueado por piroglutdmico, correspondiente al extremo
N-terminal de EG III (Saloheimo y col., 1988).

4000 i

® 3000 - <
O o
c b
o \ !
-—_ i}
) !
=] | a
o 2000 I =
&1 ‘ ~
% =
™ &
Tl 5
1000 — ‘*\Hpu% b
A\(\ v k‘%
o - T T T
1300 1500 200 2530 3000

Figura 36. Espectro de PDMS del pico by, procedente de la digestion triptica del control (EG III no
modificada). Los niimeros indican la masa en Da correspondiente a las sefiales detectadas.

Tabla XIV. Datos obtenidos del andlisis del pico "b". La secuencia de EG 11I (Saloheimo y col.,
1988) se muestra en la Figura 49 (pdg. 84); la de la tripsina bovina fue determinada por Walsh
y Neurath (1964). (;cxx indica que no se ha detectado en esa posicién el aminoscido esperado,
de acuerdo con la secuencia deducida).

Pico M por PDMS, Da Secuencia N-terminal Péptido identificado (M tedrica, Da)
by 835.0 (1155.5, 706.4) Gly-Gln-xxx-Gly-Gly-lle- Gly6-Trp13 de EG #Hl (834.7)
Ser-xxx-Gly-Thr-Ser-Tyr- Ser126-Lys136 de tripsina (1153.3}
b, 1154.9 (706.2) Ser-xxx-Gly-Thr-Ser- Ser126-Lys136 de tripsina (1153.3)
Gly-Asn-Leu-Thr-Leu- No identificado

La secuencia del péptido del DUC identificado, Gly6-Trp13, indica que la rotura
proteolitica es de tipo quimotriptico (entre un aminodcido aromético y otro cualquiera) y no
triptico (entre Lys o Argy cualquier amino4cido). La preparaci6én de tripsina utilizada (Ref. n®
37260 de Serva, Alemania), contiene ~0.5 % de quimotripsina (catélogo del proveedor), y la
elevada proporcin tripsina:EG 1II empleada en la digestion (1:10) ha supuesto la adicién de
cantidades de quimotripsina suficientes como para obtener fragmentos quimotripticos tras un
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largo tiempo de incubacién (10 h) a 37°C. Condiciones m4s suaves (1:25, 1:10 4 h) no dieron
resultados satisfactorios, y la quimotripsina pura, también ensayada para la digestién de EG 11T
(1:25, 1:100), produjo gran cantidad de pequefios péptidos (observada por electroforesis en
SDS), de complicado an4lisis.

La ausencia del péptido Gly6-Trp13 en los digeridos de EG 11l tratada con NBS puede
ser debida a la oxidacién del Trp5 o bien del Trp13. La quimotripsina parece incapaz de romper
un enlace peptidico en el que la oxindolalanina aporte el grupo carboxilo. Esta suposicién se
basa en el hecho de que en el el mapa "triptico” de EG IIIl W,__no se observan nuevos picos
(respecto al mapa del control) que contengan oxindol. Si la proteasa no rompiera tras el Trp,.S,
el péptido generado, Gln1-Trp13, incluirfa la Thr3, residuo muy probablemente glicosilado
(Saloheimo y col., 1988); andlogamente si NBS oxidara el Trp13, y no hubiese rotura tras este
residuo, se formarfa un péptido (Gly6-Pro30) en el que dos residuos, Ser26 y Thr27, parecen
estar glicosilados (Saloheimo y col, 1988). Tanto en un caso como en otro los péptidos
glicosilados producidos eluirfan en el volumen de exclusién con restos de proteasa y EG III no
hidrolizados, haciendo imposible su identificacién. En cambio, si la proteasa reconociera como
diana un enlace peptidico en el que el grupo carboxilo fuera aportado por oxindolalanina, el
péptido Gly6-Trp13 apareceria en el mapa triptico de EG Il W, con igual tiempo de
retencién que en el mapa del control si el TrpS fuera el modificado por NBS, o ligeramente
antes si lo fuera el Trp13.

Los DUC de las distintas celulasas de T reesei presentan un alto grado de similitud;
poseen cuatro residuos aromdticos (cuya importancia en la interaccién proteina-polisacdrido ya
ha sido comentada en la pdg. 53) conservados en todos ellos (ver Fig. 47, psg. 82). En
consecuencia, es de esperar que la funcién de dichos residuos y su localizacién espacial en el
DUC sea semejante. La estructura tridimensional del DUC de CBH I ha sido determinada por
resonancia magnética nuclear bidimensional (Kraulis y col., 1989); la Tyrd66, equivalente al Trp5
en EG lII, se sitia en un plano hidrofilico expuesta al solvente, mientras que la Tyr474
homdéloga al Trp13 de EG HI forma parte del corazén hidrofébico del DUC. Por lo tanto, e
Trp5 debe ser el susceptible de oxidacién por NBS.

3.4.6. Identificacion de un residuo de Trp esencial en el dominio catalitico

La comparacidn de los mapas peptidicos de EG III no modificada y EG Il W,,, revela
profundos cambios en la regién "2" (Fig. 37). Hay picos que disminuyen ("c", "d") y picos que
aparecen como consecuencia de la oxidacién del segundo Trp: "e", "f", "g" y "h"; estos dltimos
poseen un maximo de absorbancia a 250 nm, caracteristico del oxindol (Fig. 27, pdg. 54) y no
absorben a 280 nm (maximo de absorbancia del anillo de indol). El espectro del péptido f,, el

més abundante de eatre los que aparecen de novo, refleja su contenido en oxindol (Fig. 38).

Los mismos cambios se encuentran al comparar los mapas peptidicos del niicleo de EG III
no modificado y W .
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Figura 37. Comparacién de los mapas topogrdficos ("contour maps") de ia regién "2" de EG III no
modificada (control) y W, .. El mapa topognifico resulta de l1a proyeccién ortogonal de un mapa
tridimensional en el que el eje x representa tiempo, y longitud de onda, y z absorbancia. La
equidistancia entre curvas de nivel es de 0.0005 unidades de absorbancia; el color blanco indica
valores de absorbancia fuera de escala.
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Figura 38. Espectro dec absorcién del péptido f, procedente de la hidrélisis triptica de EG 111 W, .

En la tabla XV se recogen los datos obtenidos en el andlisis de algunos de los péptidos
senalados. Todos los resultados apuntan inequivocamente al residuo Trp255 como el segundo
en ser oxidado por NBS. La importancia funcional de este grupo situado en el centro activo de
EG III es coherente con su alto grado de conservacién en las distintas celulasas de la familia
A (Fig. 48, pdg. 83).

Tabla XV. Datos mis relevantes de los péptidos relacionados con la oxidacién del segundo
Trp. La secuencia de EG III se muestra en la Figura 49 (pig. 84).

Pico M por PDMS, Da Secuencia N-terminal Péptido identificade (M tedrica, Da}

¢, 14643 (2407.3) No determinada Ne248-Phe263 de EG 1l {1452.6)

d, No determinada lle-Ser-Leu-Pro-Gly-Asn-Asp-Trp-Gin- lle248-? de EG Ili

f, 147B.7 {1639.6) lle-Ser-Leu-Pro-Gly-Asn-Asp-Trp_-Gin- 18248-Phe263 de EG N W, (1478.6)

3.5. Modificacién de grupos carboxilo con agentes quimicos especificos

En todas las glicosidasas estudiadas hasta la fecha se ha demostrado la participacién de
al menos un grupo carboxilo en el fenémeno catalitico. En el caso de las que retienen la
configuracion del carbono anomérico, la catdlisis tiene lugar con el concurso de un grupo 4dcido
que facilita la salida del primer producto o aglicén, y de un carboxilato que actia como
nucledfilo que estabiliza el intermediario glicosil-enzima, normalmente mediante la formacién
de un enlace covalente con el 16n carboxonio (Sinnot, 1990). Recientemente se ha demostrado
que EG T1[ pertenece a esta clase de glicosidasas (Gebbler y col,, 1992); los estudios de pH
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(pag. 52) senalan la existencia de un carboxilo esencial que debe estar protonado. Con el fin
de identificar este residuo y el nucledfilo que presumiblemente posee EG 11l en su centro
activo, se ha procedido a la modificacion de la enzima con agentes quimicos especificos de
grupos carboxilo.

En la Tabla XVI se recogen los resultados de los intentos de inhibicién realizados con
carbodiimidas (1-etil-3-(-dimetilaminopropil )-carbodiimida, EDC, yyoduro de 1-etil-3-(4-azonio-
4,4-dimetilpentil)-carbodiimida, EAC), con N-etil-5-fenilisoxazolio-3"-sulfonato (reactivo K de
Woodward, RKW), y con N-etoxicarbonil-2-etoxi-1,2-dihidroquinolefna (EEDQ). Unicamente
el reactivo K de Woodward es capaz de inactivar EG I1I, pero en unas condiciones extremas.
A pesar de que la celobiosa protege de la inactivacién por este reactivo, lo cual indica que un
grupo modificado pudiera estar en el centro activo de la enzima, no se ha profundizado en el
estudio de esta reaccién de modificacién debido a que el exceso de reactivo necesario para
observar inhibicién invalida cualquier conjetura acerca de la selectividad y especificidad de la
modificacién, y a que al ser 12 el niimero de carboxilos modificados en la enzima inactiva, es
inviable la identificacién de un hipotético residuo esencial entre ellos.

Tabla XVI. Estudios de modificacién de EG III con reactivos especificos de grupos carboxilo.

Modificador Tampdn Exceso de reactivo® % Inhibicién® Observaciones
EDC/EAC Fosfato pH 3.1 2500 0 En todos los casos se
Piridina pH 4.0 2500 0 han hecho ensayos con
MES pH 5.1 2500 0 y sin ester etilico de
MES pH 5.6 500 0 glicina.
EEDQ Fosfato pH 3.1 2500 0
Piridina pH 4.0 2500 0
MES pH 5.1 2500 0
MES pH 5.6 2500 ¢
RKW Fosfato pH 3.1 2500 25
Fosfato pH 6.0 2500 40
MES pH 4.5 5000 30
MES pH 5.1 5000 45
MES pH 5.6 5000 60
MES pH 6.4 5000 50

? [reactivo] /[EG 111}
P después de 1 h de incubacién a temperatura ambiente

3.6. Modificacién de un carboxilo esencial con el marcador de afinidad 4’,5'-epoxipentil-
B-celobidsido (EPOS5)

El empleo de marcadores de afinidad, esto es, dirigidos especificamente al centro activo
de una enzima, supone una valiosa herramienta para la identificacién de aminoécidos esenciales
(Eyzaguirre, 1987). En muchos estudios sobre la funcién de grupos carboxilo ha sido de gran
utilidad el acoplamiento de un sustrato o andlogo a un epéxido (Lundblad y Noyes, 1984). En
el caso de las glicosidasas, esta aproximacién ha permitido identificar carboxilos esenciales en
lisozima de clara de huevo de ganso (Eshdat y col., 1973), lacZ B-galactosidasa de E. coli
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(Herrchen y Legler, 1984), 8-glucosidasa 4cida de humanos (Dinur y col., 1986), y otras (Legler,
1990).

3.6.1. Inactivacion de EG III por epoxialquil B-celobiésidos. Efecto de ia longitud del
brazo agliconico

EG 1II es inactivada por los tres epoxialquil B-celobidsidos ensayados: 2’,3’-epoxipropil
B-celobidsido (EPO3), 3',4’-epoxibutil B-celobiésido (EPO4), y 4,5'-epoxipentil B-celobiésido
(EPO5) (Fig. 39). La actividad disminuye exponencialmente con el tiempo, y depende
significativamente de la longitud del brazo aglicénico. Las velocidades relativas de inhibicidn,
calculadas a partir de las pendientes de las rectas obtenidas en la representacién
semilogaritmica que se muestra en la Figura 39B, son: EPO3:EPO4:EPO5 = 0.1:0.2:1.
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Figura 39. Inactivacién de EG Il por epoxialquil B-celobidsidos de diferente longitud del brazo
aglicénico. EG 1II (0.8 uM) en tampén Mcllvaine pH 4.6 se incubé a 37°C en presencia de EPQ3
(), EFO4 (&—»), y EPO5 (w—¥) a una concentracién 2.5 mM en todos los casos, o en
ausencia de inhibidores (c---0). (A), representacién directa de la inactivacién; (B), representacidn
semilogaritmica.

3.6.2. Especificidad de la inactivacion

El hecho de que la inactivacién con epoxialquil B-celobidsidos dependa de la longitud de
la cadena agliconica indica que el inhibidor reacciona con un amino4cido del centro activo de
la enzima, o de sus proximidades. M4s datos corroboran esta idea: inositol-epéxido no ejerce
efecto inhibitorio alguno (el inositol no es ligando de la enzima), y la celobiosa, inhibidor
competitivo de EG III, protege a la enzima de la inactivacién por EPOS (Fig. 40). La tasa de
inhibicién con EPO5 10 mM fue 3.5 veces menor en presencia de celobiosa 150 mM.
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Figura 40. Efecto protector de la celobiosa sobre la inhibicién por EPOS. EG I (0.8 gM) en tampdn
Mcllvaine pH 4.6 se incubé a 37°C con EPO35 (10 mM}) en ausencia (@—-@) o presencia
(0—o) de celobiosa 150 mM. (= ----w), control sin inhibidor.

3.6.3. Cinética de la inactivacién por EPO5

Siendo EPOS el inhibidor mds efectivo de los ensayados, se ha escogido para profundizar
en el estudio de la modificacién especifica del centro activo de EG II1.

La representacién semilogaritmica de la actividad residual frente al tiempo para diferentes
concentraciones de inhibidor se muestran en la Figura 41A; de las pendientes de las rectas
obtenidas se calculan las constantes de primer orden de la inactivacién (Kqpp)s cuya dependencia
de la concentracion de EPOS ha resultado ser hiperbélica (Fig. 41B). Esta cinética de saturacién
es la esperada para un marcador de afinidad, que se une a la enzima formando un complejo
disociable enzima-inhibidor como paso previo a la inactivacién irreversible, segtin se indica en
la ecuacién (8):

K, k,
E-l

E + I E-I (8)

donde E I es un complejo reversible entre la enzima y el inhibidor, y E-I es la enzima
inactivada por uni6n covalente al inhibidor (Eyzaguirre, 1987). Cuando la concentracién de
inhibidor es muy superior a la de enzima, como es el caso, y asumiendo que k, es mucho menor
que k,, se cumple la ecuacién (9):

Kapp = (& - [)/(1] + K, 9

donde k,,, se determina, como ya se ha indicado, a partir de la ecuacién In (E(t)/E,) = -
Kapp * 4, siendo E(t) la actividad residual a tiempo t, y E, la actividad enzimética inicial; K, es la
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constante de disociacién del complejo E -1 (Kitz y Wilson, 1962). Del ajuste de los datos
representados en la Figura 41B a la ecuacién (9) se han obtenido los siguientes valores para K,

y ky:
Ky = 30 mM
k, = 35-10° min™

El orden de la reaccién de inactivacién se ha determinado, de acuerdo con Levy y col.
(1963), a partir de la representaci6n de log (k,,,) frente a log ([EPOS5]) (Fig. 41C). La pendiente
de la recta obtenida es 0.8, indicando que la inactivacién depende de la unién covalente de una
molécula de inhibidor por molécula de enzima.
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Figura 41. Cinética de la inactivacién de EG III por EPOS. (A), la enzima (0.8 uM) se incubé (pH
4.6, 37°C) con EPO5 2 mM (=—a), 5 mM (v—<7), 7.5 mM (8—-@), 10 mM (o0—n), 15 mM
(v—w), y 20 mM (&—=n), o sin inhibidor (0—0 ). (B), variacién de kopp €ON la concentracién de
EPOS3; la linea continua se ha deducido a partir de los datos experimentales ( @ ), por ajuste a la
ecuacién (9). (C), determinacién del orden aparente de la reaccién de inactivacién; la recta se ha
dibujado a partir del ajuste por regresién lineal de los datos experimentales (W ).
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3.6.4, Dependencia con el pH de la inactivacién por EPOS

En Ja Figura 42 se observa la similitud entre la variacién con el pH de la actividad de
EG 111 sobre celotriosa, y la inactivacién de la enzima por el marcador de afinidad.
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Figura 42, (A), Dependencia con ¢l pH de la velocidad de inactivacién de EG III por EPOS. La
enzima (0.8 ¢M) se incubé con EFOS 5 mM a 37°C, en tampones (Mcllvaine) de distinto pH. La
actividad residual se determiné a intervalos de tiempo apropiados, y las correspondientes Kopp 5€
calcularon de ia representacién semilogaritmica de actividad residual frente al tiempo. (B), variacién
con el pH de la actividad de EG III sobre celotriosa.

3.6.5. Identificacion del grupo carboxilo esencial unido a EPOS

Para la identificacién del grupo carboxilo unido a EPOS se ha procedido a la digestién de
muestras de EG III control y EPOS-EG III, con proteasa V8, en condiciones de rotura
especifica por enlaces Glu-X (tampén bicarbonato aménico 50 mM, pH 7.8). Esta proteasa
puede romper también enlaces Asp-X en otras condiciones (fosfato sédico o potdsico 50 mM,
pH 7.8) (Drapeau, 1977). Si el marcador se ha unido a un residuo de Glu, es de esperar que
la enzima proteolitica sea incapaz de romper tras ese residuo provocando la desaparicién
tedrica de dos picos, y la aparicién de uno nuevo, compendio de los dos anteriores. La
comparacién de los mapas peptidicos obtenidos (Fig. 43) confirma la desaparicién de dos picos
("A"y "B") pero en el cromatograma correspondiente a EPOS-EG HI no se observa ningtin pico
nuevo. La desaparicién de B se aprecia mejor en los mapas topogrdficos de la Figura 44. La
disminucién de "C" en el mapa de EPOS5-EG 1II no es repetitiva; en experiencias paralelas no
se han observado cambios en ese pico. En la Tabla XVII se muestran los datos correspondientes
al andlisis de los péptidos "A" y "B".
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Figura 43. Comparacién de los perfiles de elucién (A,,,) de los hidrolizados de EG Il no modificada
(control} y EPOS-EG IH, obtenidos por digestién con protcasa V8.

Tabla XVII. Datos de masa y secuencia de los péptidos "A" y "B". La secuencia de EG III se
muestra en la Figura 49, p4g. 84).

Pico M por PDMS, Da Secuencia N-terminal Péptido identificado (M tedrica, Da)
A_onirol 3207.3 Cys-Thr-Thr-Asn-Asn-lie- Cys302-Gliu329 de EG I {(3207.4)
B_onirol No determinado Asp-Gly-Ala-Phe-Ser-Pro-Leu- Asp308-7 de EG Il
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Figura 44. Mapas topogrdficos correspondientes a la regién del perfil en que se observan diferencias
entre los hidrolizados de EG III no modificada, y EPOS-EG III. Los detalles de este tipo de
representacion se explican en la Figura 37 (p4g. 65).

La secuencia del péptido "A" sefala a tres carboxilos como posibles dianas de EPOS5:
Glu301, Asp308 o Glu329. Los datos que conocemos de "B" excluyen al primero de estos
residuos, y los estudios de homologia (Fig. 48, pag. 83) al segundo. Glu329 est4 conservado en
todas las celulasas de la familia A, y por lo tanto, debe ser el nuclesfilo al que se une EPOS.
Es digno de mencién el origen anémalo de "B" que supone la rotura de un enlace Ile-Asp,
inesperado en una digesti6n con la proteasa V8.

Por otra parte, EG IIl y EPOS-EG III también se han digerido con tripsina. Si bien no
se ha concluido el andlisis de los péptidos cuyo tiempo de retencién varia en el perfil
cromatogréfico del hidrolizado de EPOS-EG III respecto al del control, los primeros resultados
obtenidos corroboran que es Glu329 el residuo modificado.
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APENDICE. Analisis cinético de la hidrélisis enzimdtica de sustratos con dos vias
alternativas de ataque.

Los pardmetros cinéticos para dos sustratos de EG 1II, MeUmb(Glc), y CNP(Glic), han
sido determinados asumiendo el siguiente esquema:

k+21 k+3]
(E -S)lﬁ(E (Glc)2)7>E + (Glc),
ko /) % X-Gle H,0
E+8S Esquema I

km\k K, k.,

(E - S)z—Y(E (Glc)s)—/-—*E + (Glo),

donde X es CNP cuando S es CNP(Glc);, y MeUmb cuando S es MeUmb(Glc),; E es EG I1I;
Yk; (1 = 1,203,yj = 102)son las constantes de primer orden para cada paso / y via de
ataque enzimdtico J.

Este mecanismo es el m4is simple que explica todos los datos experimentales obtenidos,
pero la naturaleza de los intermediarios propuestos es desconocida, y 1a existencia de mas pasos
no es descartable. Si la glicosilaci6n es el paso limitante de la reaccién (k, 4 > k,,), y se alcanza
el estado estacionario para (E -8), y (E -8),, se deduce que las velocidades de formacién de
X-Gle, v, y de X, v,, son:

Vi = ket [Ely - [S]/(Kiy + [S]-(1 + Kpi/K,5)) (10)
vy = ke *[Elg  [S1/ (K + [S]-(1 + Kip/Koy)) (11)

donde k., es k,,;, [E], es la concentracién inicial de enzima, K, = (k,, + k,)/k,;, YK, =
(k. + kp)/k, 1, Los experimentos de particién con metanol (pdg. 46) demuestran que sélo
en el caso de la reaccion de formacién de CNP a partir de CNP(Glc), la desglicosilacién es el

paso limitante de la reaccién, y por tanto la aproximacién no es vilida.

Los paréametros aparentes de la reaccidn, es decir, los que se podrian determinar a partir
de los datos experimentales si se considerara cada via alternativa como una reaccién
independiente que cumpliera el modelo cldsico de Michaelis-Menten, estdn relacionados con
los pardmetros tedricos por las siguientes ecuaciones:

(kcall)app = kcatl/(l t Kml/KmZ) (12)
(kcaﬂ)app = kcau/(l + Km.Z/Kml) (1’;)
(Kml)app = (KmZ)app = Kml Km2/(Kml + sz) (]4)

Operando adecuadamente se deduce que la relacién entre tas velocidades de formacién
de los dos productos cromoféricos alternativos (v, /v,) es constante, y por lo tanto independiente
de la concentracién de sustrato:
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V]/V2 = (kcatl)app/(kcall)app = kcail 'Km2/(kcal2 .Kml)

La linearizacién de las ecuaciones (10) o (11) permite calcular k,./K.:

[S]/vj = ij/(kcalj - [E]O) + {S]/((kcalj)app ) [E]D)

(i5)

(16)
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1. PURIFICACION Y PROPIEDADES MOLECULARES DE EG III

Numerosos procedimientos de purificacion para las celulasas de Trichoderna reesei han
sido desarrollados en distintos laboratorios, haciendo uso de combinaciones mids o menos
complejas de técnicas de separacién convencionales (cromatografia en todas sus vertientes,
electroforesis, isoelectroenfoque) (Bhikhabhai y col., 1984; van Tilbeurgh y col., 1984; Enari y
Niku-Paavola, 1987; Biely y Markovic, 1988; Schiilein, 1988, por citar algunos ejemplos
sobresalientes). Frente a la mayor o menor complejidad de estos procedimientos, el paso
cromatogrifico en DEAE-Sepharose a pH 7 disefiado en nuestro laboratorio para el
fraccionamiento inicial del material de partida, supone una forma rédpida y sencilla de separar
eficazmente las principales celulasas y hemicelulasas del hongo (Fig. 12, pag. 40).

Sin embargo, sélo se habia descrito hasta el presente un método especifico para la
purificacién de EG 111 (Saloheimo y col., 1988). A falta de datos cuantitativos referentes a dicho
método, no podemos establecer una comparacién con el procedimiento aqui expuesto. En
cualquier caso, la preparacion final de EG III empleada en este estudio es altamente
homogénea como demuestran los anélisis de pureza realizados (Figs. 13 y 14, pag. 41).

En un trabajo previo se habia demostrado que Ia composicién del sistema celulasa de T.
reesei es independiente de la fuente de carbono empleada en el cultivo del hongo (Dominguez,
1991); no obstante, las condiciones de cultivo y la edad del caldo determinan la aparicién de
isocomponentes por modificaciones post-traduccionales tales como agregacién, glicosilacién,
desamidacion o proteolisis; asi, en este trabajo no se ha detectado la presencia del niicleo
catalitico de EG 1lII, aislado en otras condiciones (lactosa como fuente de carbono) por
Stahlberg y col. (1988). En cambio, si se ha detectado y purificado una isoenzima de EG III,
denominada A 1:2 (Stihlberg y col., 1988); ambas proteinas poseen igual masa y forma (segin
se determina por electroforesis y cromatografia de penetrabilidad, respectivamente),
composicién de amino4cidos (determinada después de hidrélisis 4cida, que no permite conocer
la proporcién de Asn y Asp, o Gln y Glu, sino dnicamente la suma de 4cido y amida para cada
par) y propiedades cataliticas, diferencidndose por su pl, més 4cido en el caso de A 1:2. Parece
muy probable que A 1:2 sea una forma desamidada de EG I1I, y dado que la desamidacién es
un mecanismo de degradacién de protefnas relativamente poco estudiado (Creighton, 1985),
seria interesante determinar las causas de aparicién de A 1:2 en el caldo de cultivo de T reesei.

El comportamiento de EG III en las dos cromatografias de intercambio iénico en DEAE-
Sepharose incluidas en el proceso de purificacidn resulta sorprendente a primera vista: a pH
7 (fosfato sédico 5 mM) la enzima es parcialmente retenida, mientras que a pH 6.5 (imidazol-
HCl 8 mM) la retencién es total. Esta aparente contradiccién se explica por la diferente
naturaleza i6nica de los tampones empleados que hace que en el primer caso la cantidad de
cargas negativas (que compiten con la proteina por las cargas positivas del lecho
cromatogréfico) sea mayor que en el segundo, y, por otra parte, por la débil carga neta que
exhibe la proteina a valores de pH neutros (por encima de su pI) como indica su curva de
titulacion (Fig. 16, pag. 43). A consecuencia de esta propiedad, la determinacién correcta del
pl de EG III implica largos tiempos de electroenfoque para permitir a la proteina migrar hasta
el pH en que su carga se hace nula. En consecuencia, el valor de pl ha sido reevaluado como
5.1 frente al valor de 5.6 publicado por Saloheimo y col. (1988), en un articulo donde se
mostraba un gel de isoelectroenfoque en el que EG 11T aparecia como una banda difusa y ancha
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debido, probablemente, a un tiempo insuficiente de electroenfoque, que condujo a una
imprecisa determinacién del pl. La posibilidad de que la discrepancia en el valor de pl fuera
achacable a diferencias reales entre ambas proteinas quedé descartada al observar que muestras
de EG III procedentes del laboratorio del Dr. Pettersson (Universidad de Upsala, Suecia),
coautor de la citada publicacidn, y las preparadas en nuestro laboratorio, exhibian el mismo
comportamiento en isoelectroenfoque.

Cuando se emprendié el estudio de EG 111 existia cierta controversia en cuanto al nlimero
de endoglucanasas secretadas por T. reesei, y debido a la similitud en masa molecular y pI de
las enzimas descritas en distintos laboratorios resultaba complicada la identificacién de la
endoglucanasa purificada con alguna de las caracterizadas hasta entonces. Los estudios
realizados en esta direccién se llevaron a cabo en el laboratorio del Dr. Pettersson en Upsala,
y demostraron inequivocamente la identidad de la endoglucanasa purificada en nuestro
laboratorio con el producto del gen egi3 (Saloheimo y col., 1988) (pag. 39; Tabla VIII, pag. 43).

Las 12 Cys presentes en EG III se encuentran formando 6 puentes disulfuro. La qfi’sma
situacion se da en otras celulasas de 7. reesei: EG I (Penttild y col., 1986) y CBH I (Bhikhabhai
y Pettersson, 1984), y en EG 1 de Schyzophyllum commune (Clarke y Yaguchi, 1985). En CBH
I1 existen dos Cys libres y dos puentes disulfuro fundamentales en el mantenimiento de la
estructura tridimensional del centro activo, que se dispone a modo de tinel para acoger al
sustrato (Rouvinen y col.,, 1990).

2. ESPECIFICIDAD Y MODO DE ACCION DE EG III

EG III hidroliza eficazmente celulosas sustituidas solubles, celooligosac4ridos y derivados
de éstos. El estudio de los patrones de rotura de sustratos de bajo peso molecular proporciona
informacién sobre la estructura del centro activo de la enzima. El empleo de derivados
cromoféricos de celotriosa, MeUmb(Glc), y CNP(Glc),, resulta muy adecuado para diferenciar
EG III de otras celulasas de T. reesel, asi como para medir la actividad enzimdtica en aquellos
estudios que requieran precisién y reproducibilidad. En el caso concreto de la modificacién
quimica de la enzima, estos sustratos se han revelado como auténticas sondas del centro activo
(estudios de la modificacién por NBS). Por el contrario, la carboximetilcelulosa (CMC), que
se ha utilizado tradicionalmente como sustrato de endoglucanasas, presenta serios
inconvenientes ya que se trata de una mezcla heterogénea de polimeros de distinta longitud,
con varias poblaciones de enlaces glucosidicos en cuanto a su grado de accesibilidad a las
enzimas (Sharrock, 1988); su naturaleza i6nica hace que el pH, la fuerza iénica o la temperatura
influyan enormemente en la viscosidad de sus soluciones, que supone en si misma un problema
prictico de manejo (Sharrock, 1988); por tltimo, los métodos colorimétricos empleados en la
determinacién de azdcares reductores liberados por la accién enzimdtica no son
estequiométricos, ya que la reaccién del grupo aldehido reductor es distinta dependiendo del
residuo al cual esté unido (Aminoff y col,, 1970). Asi, cuando se ha ensayado CMC como
sustrato de EG 111 se ha observado que la curva de actividad frente a pH no coincide con la de
otros sustratos (Fig. 17D, pég. 45), y que la variaci6n de la actividad con la concentracién de
enzima dista mucho de ser lineal (Fig. 22, pag. 50). No obstante, CMC resulta ttil en aquellas
valoraciones de la actividad enzimética que no requieren gran precisién, como por ejemplo en
la deteccion de endoglucanasa en eluidos cromatograficos.
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2.1. Modelo de organizacién en subsitios del centro activo

En las enzimas que degradan polisacéridos, como en otras que actan sobre polimeros,
el centro activo estd compuesto por varios subsitios cada uno de los cuales es capaz de alojar
un residuo glicosidico. El ejemplo arquetipico es el de la lisozima de clara de huevo de ganso,
en la que existen 6 subsitios de uni6n (Blake y col., 1967; Johnson y col., 1988). Recientemente
se ha determinado la estructura tridimensional de dos celulasas, una endoglucanasa, EG D de
Clostridium thermocellum (Juy y col, 1992), y una celobiohidrolasa, CBH II de T. reesei
(Rouvinen y col., 1990). El centro activo est4 constitufdo por 6 subsitios en la primera y por 4
en la segunda. La diferencia en el modo de accién de ambas enzimas se explica por la
arquitectura de la hendidura donde se aloja el sustrato que presenta los dos extremos abiertos
en la endoglucanasa, mientras que en la celobiohidrolasa uno de ellos est4 cerrado, impidiendo
el paso de celulosa.

En EG III los patrones de rotura de sustratos de bajo peso molecular (celooligosacaridos
no sustituidos y metilados, Fig. 21, pdg. 49, y derivados cromoféricos, Fig. 18, pig. 46) permiten
aventurar un modelo para el centro activo, que estarfa formado por cinco subsitios (ABCDE),
localizdndose los aminodcidos cataliticos entre los subsitios C y D (Fig, 45).
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Figura 45. Representacion esquemdtica del modelo propuesto de organizacion del centro activo de
EG IIL. Las dos vias alternativas de hidrélisis de MeUmb(Gic); se muestran como ejemplo. La
posibilidad de transferencia de restos glucosilo a metanol también se sefiala. Las hendiduras en el
bloque, cada una con una letra de la A a Ia E, indican los subsitios de unién; las flechas ( § )
indican grupos cataliticos de la enzima. Otros simbolos: ( [ ), resto glucosilo; ( EM )}, grupo
MeUmb; "Me", grupo metilo.

El extremo reductor del sustrato podria interaccionar con el subsitio D o con el E; si
tomamos la hidrélisis de MeUmb(Gic), como ejemplo, en el primer caso se obtendrian MeUmb
y celotriosa como productos, mientras que en el segundo los productos resultantes serfan
MeUmbGle y celobiosa. De igual forma se podrian explicar el resto de los patrones de rotura
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observados. Se postula la existencia de cinco subsitios, y no mds, porque la inhibicién por
celobiosa es competitiva y no cambia el patrén de rotura de CNP(Glc), o MeUmb(Glc),,
indicando que no se pueden unir a la vez cualquiera de estos sustratos y el disacérido.

En su calidad de endoglucanasa, el centro activo de EG 11l no ofrece, probablemente,
ningin impedimento al paso de celulosa por cualquiera de sus extremos,

2.2, Mecanismo cinético

De acuerdo con los datos obtenidos en los estudios de particién con metanol, la reaccién
de hidrélisis de oligosacdridos (y por extensién, de cualquier sustrato) catalizada por EG III
sigue un mecanismo secuencial ordenado UNI-BI, de acuerdo con la terminologia de Cleland
(1977):

k, k, ks
E + (Glc), =— E-(Gle),~——< = E *(Gle)yy—>—E + (Glo),,,
k, (Gle), H,0

En el complejo disociable enzima-sustrato, E -(Glc),, la rotura de un enlace glicosidico del
sustrato da lugar a un primer producto, (Glc), denominado aglicén (Sinnott, 1990), que
comprende. el extremo reductor del sustrato, y a un complejo glicosil-enzima, E (Gle)pp
probablemente de naturaleza covalente (Sinnott, 1990); el ataque nucleofilico de una molécula
de agua (o alternativamente de metanol) restaura la molécula de enzima y rinde un segundo
producto, (Gle),,, (0 Me-(Glc),, cuando se adiciona metanol).

La capacidad de EG 111 para transferir restos glicosilo a metanol y otros alcoholes implica
necesariamente que la enzima retiene la configuracién del carbono anomérico del sustrato en
el segundo producto de la reaccién, mediante una doble inversién de la misma (Sinnott, 1990).
Estudios de RMN han confirmado recientemente esta propiedad de EG III (Gebbler y col.,
1992). Sin embargo, y en contraste con EG I de T. reesei (Claeyssens y col., 1990a), no se ha
detectado actividad transglicosidasa en EG II1.

El paso limitante de la reaccién, deducido también de los experimentos de particién con
metanol, es la glicosilacién de la enzima en todos los casos estudiados, excepto en la liberacién
de CNP a partir de CNP(Glc), en la que pasa a serlo la desglicosilacién. La razén de esta
diferencia debe encontrarse en el bajo valor de pK, del CNP (5.5), que lo configura como el
mejor grupo saliente de entre los considerados (MeUmb, pK, = 7.2; grupos hidroxilo de
aztcares, pK, > 14) (Fersht, 1985). Un comportamiento similar se observa en otras enzimas
como, por ejemplo, B-galactosidasa (Sinnott y Viratelle, 1973).

23. Actividad sobre mananos

La actividad mananasa de EG III indica que la especificidad de la enzima no es tan
estricta como se suponfa; EG I se considera una endoglucanasa no especifica por su capacidad
para hidrolizar xilanos y derivados de lactosa, y EG III se tenia por especifica, por no ser activa
sobre estos sustratos no celulSsicos (Biely, 1990). No obstante, teniendo en cuenta la similitud
entre glucosa y manosa (s6lo se diferencian en la orientacién de un grupo hidroxilo), no es de
extranar que EG 1II sea activa sobre mananos siendo su principal funcién la de hidrolizar
celulosa. El papel fisiologico de esta actividad hemicelulasa no est4 claro, habida cuenta de |a
existencia de una mananasa especifica en el caldo de cultivo de T, reesei.
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3. RESIDUOS DE TRIPTOFANO ESENCIALES

Los estudios de modificacién de EG III con NBS han permitido identificar dos residuos
de triptéfano esenciales para la unién, localizados uno en el dominio de unién a celulosa (Ttp5),
y otro en el centro activo de la enzima (Trp255). La existencia de residuos arométicos,
especialmente Trp y Tyr, que participan en la unién de azicares, es frecuente en proteinas
capaces de interaccionar con carbohidratos (Quiocho, 1986). El empleo de NBS como agente
oxidante especifico de Trp ha demostrado Ta importancia de dichos residuos en numerosas
glicanasas y proteinas que unen carbohidratos, tales como xilanasas (Keskar y col, 1989),
celulasas (Clarke, 1987; Ozaki e Ito, 1991), galactosidasas (Mathew y Balasubramaniam, 1986),
amilasas (Clarke y Svensson, 1984; Iwama y col., 1986) o lectinas (Privat y col,, 1976; Absar y
col., 1986). Pl

Los DUC de las distintas celulasas de T. reesei presentan un alto grado de semejanza, y
los cuatro residuos arométicos que poseen estin conservados en todos ellos (Fig. 47). Los
resultados aqui presentados indican que el TrpS es rdpida y selectivamente oxidado por NBS,
reduciendo al ~50 % la capacidad de adsorci6n a Avicel de la enzima. Este residuo corresponde
a la Tyr466 en CBH I, que se dispone en la cara hidrofilica del dominio, junto a otras dos Tyr,
posiblemente con la funcién de iniciar el contacto con la fibra de celulosa (Fig. 46) (Kraulisy -
col., 1989). La importancia de estos residuos arométicos en CBH I ha sido probada mediante
estudios de modificacién quimica con TNM (Tomme, 1991) y mutagénesis dirigida
(comunicacién personal de la Dra. Teeri, VTT, Espoo, Finlandia).

Tyr492 Tyr493 Tyrd66

Figura 46. Modelo de varillas del dominio de unién de CBH 1 de Trichoderma reesei deducido por
RMN bidimensional (Kraulis y col., 1989, modificado). Se sefialan los residuos de Tyr de la superficie
hidrofilica.
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CBH I Pc 423 TVpgWGQCGGIGYLGSTLCASPY TChvLNPYYSQCY
CBH I Tr 405 TQSHYGQCGGIGYSGPTVCABGTTCQYLNPYYSQCL **
CBH II Tr 3  *CcsSVWEQCGGONWSGPTCCASGSTCVYSNDYYSQCL
EG I Tr 462 TQTHWGQCGGIGYBGCKECTBGTTCqQYSNDYYSQCL **
EG III Tr 1  *gQTVWGQCGGIGWBGPTNCAPGSACStLNPYYaQCi

Figura 47. Comparacién de secuencias correspondientes al dominio de unién de las celulasas de
Trichodenna reesei (Tr) y de CBH 1 de Phanerochaete chrysosporium (Pe). En letras maytsculas y
negrita se indican los residuos conservados, en mayisculas los parcialmente conservados, y en
mindsculas los no conservados; * indica extremo N-terminal y ** extremo C-termina! (Gilkes y col,,
1991).

La oxidacién del Trp255, localizado en el nicleo catalitico, afecta sensiblemente -a la
actividad de EG III y los estudios realizados indican que se trata de un residuo esencial para
la unién del sustrato al centro activo de la enzima. De acuerdo con el modelo de organizacién
en subsitios postulado (Fig. 45, pag. 79), el Trp255 debe estar situado en el subsitio D, ya que
es la tnica posibilidad que permite explicar todos los efectos observados en la hidrélisis de
distintos sustratos cuando se modifica dicho residuo. El patrén de rotura de MeUmb(Glc), o
CNP{(Gic), cambia drasticamente, y en distinto sentido para cada sustrato (Tabla XIII, pag. 59),
indicando que el Trp255 debe interaccionar con el grupo cromoférico correspondiente; la
distinta naturaleza quimica y volumen de estos grupos hace que la MeUmb sea preferido al
CNP en la enzima nativa, y viceversa en EG III W, . Hasta aquf podriamos localizar el Trp255
en D o E (ver Fig. 45, pag. 79), pero el hecho de que la oxidacién de este residuo no cambie
el patrén de hidrélisis de celooligosacdridos no sustituidos (se reducen en la misma proporcién
las velocidades de todas las vias de ataque enzimdtico) lleva a la conclusién antes expuesta,
porque sélo en el subsitio D el Trp255 puede interaccionar con un resto glicosidico del sustrato
sea cual sea el modo de unién (productivo) considerado; si estuviera en el subsitio E, la
modificacién por NBS no afectaria a los modos de unién en los que el extremo reductor
interaccionara con D, y en consecuencia se alteraria el patrén de rotura.

Segiin la nomenclatura propuesta por Karpeiskii (1976) para la designacién  de
amino4cidos esenciales, Trp255 es un aminodcido de contacto, es decir, que participa
directamente en la estabilizacién de! sustrato en el centro activo de la enzima. Estudios de
alineamiento de secuencias muestran que este residuo de Trp esté bien conservado en distintas
celulasas de la familia A (Fig. 48).
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EG 111 Tr n7 mghf vnedGMT | FRLPVgwaylvnnnlggnidstsi------ skydgl------- VQGCLSLGAYCIV-Difnyarwng
EG C Cr 33 dietiaeaGFORVRLPFdypitesddnvgeykedgl------ syidre--=---- LEWCKKYLN-GLVLDMMhapgyr¥
EG B Ct 85 dielvadkGINVVRMPI atd! L yawsqgiyppstdtsynnpalaglnsyel fnfmLENFKRVGIKVIL -DVispetdnq
EG H Ct 362 yfddfkaaGYKNMRIPVrudnhtmr typytidkaf id------ rvegv------- VDWSLSRGFVTI1-NSHnhdd-wik
CBH Sc 118 dfaniasqGFNLVRIPIgywafqt ldddpyvsglqesy------ ldga------- TGWARNNSLKVWV-DLHgaagsqn
BMAN A Cs 79  eeeemme- GMNS lsngyrwtkipa-------------- sevani------- [SLSRSLGFKATIILEVHOttgyge
EG 11 Tr 182 giiggggptnag--------- FTSUMBOLASKYAS- - - ~QSRVWFGIMNEPhdvnintwag-==--=-~--==--------
EG L Cr 101% qdfktstkfedpnagkr=--=-=-FVDIMRFLAKRY INe---REHIAFELLN vepdstrwn-----«=-ssrrom-mnn-
EG B 163 ghnyplwynttiteei----- FK AERYKNd---DTI11GFDLKNEPhtntgtmki----- kagsaiwddsnhpn
EG # Ct 427 edyngnier--------=--- FEKIMWEQIAERFKNk=--SENLLFEIMNEP fgnitdeq----=---======---~- id
CBH Sc 183 gfdnsglrdsykfledsniavttnvinyilkkysaeeylDTVIGIELINEP L gpvidmdkm- - - -~ - v enmmmo-- kn
BMAN A Cs 129 dgaacslaq-------==--- aveywkeiksvldgn- - -EDFVI INIGNEPygnnnygn-------======---~- Wy
EG 111 Tr 230 -tvgevvtairnaga- - tsQF 1 SLPG- sagafisdgs-=--------------- aaalsgvt-npdgstt---nll
EG C Cr 151 kimleyikairei---dstMWLYIGG- spdel--------c-ommooeseanos knla-diddd----- yIv
EG B Ct 229 nukrvaeetalailevhpnVLIFVEGv kdg i wdde t fdtspwtgnndyygnwwggn! rgvkdypinlgkygsqlV
EG H Ct 472 dmnsrilkiirkt---nptRIVIIGG-gyMhsyntl---------------------co-= vnik-ipddp----- yL1
CBH Sc 246 dylapayeylrnn-iksdgVl1 [HDAfF YWAAF - === m oo oaneas mten-dgywg----- VT
gMAN A Cs 174 ndtknaikalrda---gfkHTIMVDA- L e R R R A AR wsnimrdna-gsimeadplrolV
EG 111 Tr 285 FOVHKYLdsdnsgthaecttnnidgafsplatulrg----------- PARG---=-====-c-===c--------seas
EG C Ct 195 YNFHFYNpT ffthgkahw==-=-======~~-~ sesamaynr-- - - tvkypgqyegieefvknnpkysfmmelnnlklnke
EG B Cr 307 YSPHDYGpi vyeqdwfkgdf i tandeqakri l yeqewrdnuwayimeegisp---==-=-===-s-==~=--c--o-ooo
EG H Ct 516 GTANYYDpyefthkwrgt - - wgtqedmdtvvryfdfvksu- - --sdrontp=--==-=rr===~-=2co-mooooomnn
CBH Sc¢ 292 IDHHHYOvfasdql ersidehikvacewgtgvlneshwty---------cvorvorommmrmno o acciaianen
BMAN A Cs 225 FSIMMYGvyntaskvee---«-«eceecroanaaan yigs----fvdkglp---e=m=r=---mmmcmommaooaaean
EG III Tr 325 memmemeemeseseanees AILTEFGGGNvgscigdmcaqiqylngnsdvylg- - yvgwgags fdstyvl tetptssan
EG C Cf 256 LirkdikpaiefrekkkckLYCQEFGV1Atadlesrikwhedyislleey- -diggavwnykkm------ dfeiynedr
EG B (1 358 ceeeemeeeeeemeeoee- LLLGEWGGMTegghplldintkylremrdfilenkyklhhtfwcinidsadtgglftrde

EG H Cf 561 m-meemeemmiecoee--- VYFGQEFAVMAYadrtsrvkwydfisdaaler--gfacsvwdngvfgs ldn-dmaiynrdt

CBH S¢ 332 meemeemememeoeeeoee COEFAaal tdctkwlnsvgfgarydgswyngdqtssyigscannddiaywsderkent
BMAN A Cs 252  mmeeemmeeeenoee- LVIQEFGHQE tdgdpdeeaivryakqykigl----- f----swswegnssyvgyl-----
EG LIt Tr 383 s---wtdtslvssclark 397
EG C Cr 329 kpvsgelvni----larr 342
EG B (T 418 gtpfpagrdlkwndnkyd 435
EG H Ct 618 rtfdteilna----Lfnp 631
CBH Se¢ 390 rryveaqldafemrggwi 407
BMAN A (s 298 -« « - dmvhhwdpnnptpw 31

Figura 48. Alineamiento de secuencias del dominio catalitico de las celulasas de la familia A. En maylscula se sefialan
los segmentos en los que se han localizado por HCA (Gaboriaud y col,,1987) grupos de aminoécidos hidrofébicos
topoldgicamente conservados en las celulasas de la famitia A (Henrissat y col.,, 1989); en negrita se muestran los
aminoAcidos conservados que pueden participar en la unién del sustrato y/o en la catlisis. Claves: EG HI Tr, EG Il
de Trichoderma reesei (Saloheime y col., 1988); EG C Cr, EG C de Clostridium thermiocellum (Schwarz y col., 1988Y,EG
B Ct, EG B de C. thermnocellum (Grépinet y col., 1986); EG H Cr, EG H de C. thermocelium (Yagiie y col., 1990); CBH
5S¢, CBH de Saccharomyees cerevisiae (Vizquez de Aldana y col, 1991); BMAN A Cs, B-mananasa A de Caldocellum
saccharolyticum (Luthi y col,, 1991).



DISCUSION

Gln

Leu

Thr

Phe

Asn

Gln

Leu

Thr
190

Gin Thr val T'fp Giy Gln Cys Gly Gly [le Gly Trp Ser

Asn Pro Tyr Tyr Ala
30

Thr Arg Ala Thr Ser
60

Asp Phe Gly Cys Thr

Tyr Pro Asp Gly lle
110

Tyr Leu Val Asn Asn
140

Ser Leu Gly Ala Tyr

Asn Ala Gln Phe Thr

Asn Pro Ris Asp Val

Thr

Ser

Thr

Ala

Ash

Ser

220

Ser Gln Phe Ile Ser

_Gln vat Thr Asn Pro

His Ala Glu Cys Thr
300

Ile Leu ThrThr‘

330

Ser Asp Val Tyr Leu

Ser Gly Asn Ser Trp
380

10

Gin Cys Ile Pro Gly Ala Thr
40

Thr Ser Ser Ser Thr Pro Pro
Thr Asp Gly Thr Cys Val Thr
90

Gly Gin Met Gln His Phe val
120

Asn Leu Gly Gly Asn Leu Asp

Cys Ile Val Asp Ile Mis Asn
170

Ser Leu Trp Ser Gln Leu Ala
200

Asn Ile Asn Thr Trp Ala Ala

Leu Pro Gly Asn AspGln
250

Thr Thr Asn Leu
280

Asp Gly Ser

Thr Asn Asn Ile Asp Gly Ala

310

Gly Gly Gly Asn val Gin Ser

Gly Tyr Val Gly Trp Gly Ala
360

Thr Asp Thr Ser Leu Val Ser
3%0

Thr Itle Thr

Thr Ser Ser

70

Gly val

Ser Lys Val Tyr Pro

Asn Glu Asp Gly Met

Thr Ser
150

Ser Ile Ser

Tyr Ala Arg Trp Asn

180
Ala Ser

Ser Lys Tyr

Thr val Gln Glu val
230

Ser Ala Gly Ala Phe

260

Ile Phe Asp Val #is

Phe Ser Pro Leu Ala

Cys Ile GLn Asp Met

340

Gly Ser Phe Asp Ser

Ser Cys Leu Ala Arg

Arg

Pre

100

Thr

Lys

Gly

Gln

Val

1le

Lys

Thr

Cys

Thr

370

Lys
397

Gly Pro Thr Asn Cys Ala

20

Thr Ser Thr Arg

Phe

teu

Ite

Tyr

Gly

Ser

Thr

Se

-

Tyr

290

Trp

Gln

Tyr

Pro Gly Ser Ala Cys Ser Thr

DUC<-j Nucleo
Pro Pro Ser Gly Pro Thr Thr

50
Ala Gly Val Asn Ile Ala Gly
80

Lys Asn Phe Thr Gly Ser Asn

Phe &ifg Leu Pro Val
130

Gly Trp

Asp Gln Leu val Gln Gly Cys

160

Ile Ile Gly Gln Gly Gly Pro

Arg Val Trp Phe Gly Met

210

Ala Ile Arg Asn Ala
240

Gly Ala

Ala Leu
270

Asp Gly Ser Ala Ala

Leu Asp Ser Asp Asn Ser Gly

Leu Arg Gln Asn Asn Gln

320

Arg

Asn GLn
350

Gln Ile Gin Tyr Leu

Val Leu Thr Glu Thr Pro Thr

Figura 49. Secuencia de EG IIl de Trichoderma reesei (Saloheimo y col., 1988).
Los aminodcidos conservados en las celulasas de la familia A se sefialan en rojo;
se enmarcan los residuos esenciales identificados en el presente trabajo. La
flecha ( ‘ ) indica el punto de rotura en la bisagra, que da lugar al nicleo
catalitico aislado del caldo de cultivo por Stdhlberg y col. (1988).
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4. IDENTIFICACION DE DOS GRUPOS CARBOXILO ESENCIALES: MECANISMO
QUIMICO DE EG 111

4.1. Estudios de pH: Glu218

Los estudios del efecto del pH y la temperatura sobre la hidrélisis de MeUmb(Glc),
catalizada por EG III revelan la existencia de un grupo carboxilo esencial (pK, = 5.5) en el
centro activo de la enzima. Como el residuo Glu35 de lisozima, este grupo est4 protonado en
la forma activa de la enzima, y su funcién debe ser facilitar la salida del primer producto de la
reaccion (aglicn) por catdlisis 4cida general (Sinnott, 1990). Este residuo de EG III podria
corresponder a Glu218, incluido en la secuencia Asn-Glu-Pro conservada en todas las celulasas
de la familia A (Béguin, 1990) (Fig. 48). Experimentos de mutagénesis dirigida han corroborado
la importancia de este glutdmico, como donador potencial de protones, en tres endoglucanasas
pertenecientes a la familia A: EG de Bacillus polimixa, EG de B. subtilis (Baird y col., 1990}, y
EG de Erwinia chrysanthemi (Py y col,, 1991).

4.2, Marcaje de afinidad: Glu329

La rdpida inactivacién de EG III a valores de pH por debajo de 4 (Fig. 17A, pag. 45) ha
limitado al intervalo de pH de 4.0-6.3 el estudio del efecto del pH y la temperatura sobre la
reaccion enzimdtica, por lo que no ha podido ser detectada por este método la presumible
existencia de un carboxilato esencial en el centro activo de EG 11I (p4g. 66). Este grupo, sin
embargo, ha sido identificado como GIu329 por marcaje de afinidad con el epoxipentil-

- celobidsido (EPOS). La inactivacién por epoxialquil-celobiésidos ocurre por modificacién
especifica de un aminodcido del centro activo como sugieren los siguientes hechos:

- la inactivacién depende de la longitud del brazo aglicénico del inhibidor (Fig. 39, p4g.
68); EPOS es el més potente inhibidor de los ensayados, probablemente porque su brazo
aglicénico es el que mejor reproduce el tamafio de un resto glicosidico en el subsitio C,
permitiendo asi una correcta orientacién de la funcién epéxido (que mimetiza a un enlace
glicosidico) respecto a los aminodcidos cataliticos (Fig. 50). Resultados parecidos han sido
descritos para celulasas de Oxysporus spp., Aspergillus niger y A. wentii (Legler y Bause,
1973), y para EG 1 de Schyzaphyllum commune (Clarke, 1988; Hgj y col.,, 1989). Sin
embargo, otra endoglucanasa de la familia A, EG de Bacillus subtilis, es inactivada m4s
rdpidamente por EPO4 que por EPO5 (Hgj y col., 1989).

- el inositol-ep6xido carece de poder inhibitorio; el inositol no es ligando de fa enzima.
- la celobiosa, ligando de EG 111, protege de la inactivacién por EPOS (Fig. 40, pag. 69).

- la variacién con el pH de la velocidad de inactivacién es similar a la de la actividad de
la enzima sobre celotriosa u otros sustratos (Fig. 42, pag. 71).

- la estequiometrfa de la reaccién de inactivacién, que depende de la unién covalente de
una molécula de inhibidor por molécula de enzima (Fig. 41C, pag. 70).

Como se observa en el mecanismo de inactivacién propuesto (Fig. 50), la reaccién con el
epdxido implica protonacién desde un lado del anillo, y ataque nucleofilico por un carboxilato
desde el otro lado; en consecuencia, s6lo las glicosidasas que operan con retencicn de la
configuracién anomérica pueden sufrir inactivacién por epéxidos (Legler, 1990). La inhibicién
de EG III por epoxialquil-celobi6sidos confirma una vez méds que esta celulasa acttia por un
mecanismo de doble desplazamiento.
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pig. 79.

El carboxilato al cual se une covalentemente el EPOS ha sido identificado mediante
andlisis de péptidos como Glu329. Este residuo estd flanqueado por dos residuos de Thr, en la
secuencia Thr-Glu-Thr, bien conservada en las celulasas de la familia A (Fig. 48). Su funcién
catalitica seria estabilizar el catién carboxonic presumiblemente formado tras la salida del
aglicén, bien por interaccién electrostética, bien mediante la formacién de un intermediario
covalente (Sinnott, 1990); se trata de un grupo equivalente al AspS2 de lisozima, o al Glud61
de B-galactosidasa, que son también susceptibles de esterificacién por un epéxido unido a un
andlogo de sustrato (Eshdat y col., 1973; Herrchen y Legler, 1984).

4.3. Mecanismo quimico de EG 111

En resumen, los datos experimentales expuestos permiten aventurar que EG 111 actia
mediante un mecanismo similar al de la lisozima (caso paradigmitico de B-glicosidasa que
retiene la configuracién anomérica). El Glu218 aceleraria por catélisis 4cida general la rotura
del enlace glicosidico situado entre los subsitios C y D, facilitando la salida del aglicdn; el ién
carboxonio resultante seria estabilizado por el Glu329 bien por interaccién electrostética, bien
mediante la formacién de un intermediario covalente; una molécula de agua protonaria
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entonces el Glu218, rindiendo un i6n hidroxilo que atacaria el resto glicosilo para liberar el
segundo producto de la reaccién, quedando la molécula de enzima preparada para iniciar un
nuevo ciclo catalitico.
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Figura 51. Modelo propuesto para el mecanismo guimico de EG HI. Se muestran los dos tipos
posibles de intermediarios glicosil-enzima: (A), par iénico carboxonio-carboxitato, como en la lisozima
(Phillips, 1966), y (B), ester glicosil-enzima, como en la B-galactosidasa (Sinnott, 1987). El
intermediario real puede ser un hibrido entre ambas formas. En las dos vias, los estados de transicién
(no ilustrados) tanto de la glicosilacién (1°" paso) como de la desglicosilacién (2° paso) son
semejantes al i6n oxocarbonio representado en A (Sinnott, 1987).

La naturaleza del intermediario glicosil-enzima no ha sido determinada. En el caso de la
lisozima se consideraba tradicionalmente que el Asp52 estabilizaba el catién carboxonio por
interaccién electrostdtica (Phillips, 1966; Fersht, 1985). En una revisién reciente sobre el
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mecanismo catalitico de glicosidasas, Sinnott pone en duda esta idea, argumentando que la falta
de sustratos de lisozima en los que la etapa limitante de la reaccién sea la desglicosilacién ha
impedido recabar informacién mecanistica sobre este particular. En otras B-glicosidasas que
actian de forma similar (B-galactosidasas de Escherichia coli) si se ha demostrado que el i6n
carboxonio esterifica el carboxilato esencial de la enzima (Glu461) dando lugar a un
intermediario covalente (Sinnott, 1990).

Hace ya casi treinta afios se sugirié que todas las glicosidasas pudieran compartir el mismo
mecanismo catalitico que la lisozima (Banks y Vernon, 1963). En el caso de las celulasas esta
idea se ha mantenido hasta hace pocos afios (Knowles y col., 1987), pero hoy dia sabemos que
no existe un modo de accién comiin a todas las celulasas: aquellas que actiian invirtiendo la
configuracién anomeérica lo hacen por un mecanismo de desplazamiento simple, netamente
distinto al de doble desplazamiento de la lisozima. No obstante, entre las glicosidasas de un
mismo tipo si se encuentran caracterfsticas similares en la estrategia catalitica. Asi, en este
trabajo se ha demostrado que EG III, una endoglucanasa de la familia A de celulasas (que
actiian via doble desplazamiento del sustrato), parece seguir un mecanismo similar al de la
lisozima. Experimentos de mutagénesis dirigida, intercambio isotSpico y determinacion de la
estructura tridimensional por difraccién de rayos X deberdn confirmar esta hipétesis.
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1. Se ha desarrollado un método para la purificacién de endoglucanasa IIl a partir de
caldos de cultivo de Trichoderma reesei QM9414. La enzima se ha identificado inequivocamente
como el producto del gen egl3 (Saloheimo y col., 1988).

2. EG III presenta una débil carga negativa a valores de pH préximos a la neutralidad;
su pl ha sido reevaluado como 5.1. '

3. EG Il es activa sobre celulosa y derivados, y también sobre mananos. Los sustratos
cromoféricos MeUmb(Glc), y CNP(Glc), son muy adecuados para el estudio cinético de la
enzima, no asi CMC, tradicionalmente empleada como sustrato de endoglucanasas.

4. La hidrdlisis de B-glicosidos catalizada por EG Il transcurre con retenci6n de la
configuracién del carbono anomérico del sustrato, mediante un mecanismo secuencial ordenado
Uni-Bi, con el concurso de un intermediario glicosil-enzima. El primer producto de la reaccién
es el fragmento del sustrato que contiene el extremo reductor, es decir, el resto de glucosa cuyo
carbono anomérico est4 libre (o el resto equivalente en el caso de derivados).

5. Se ha propuesto un modelo de organizacién del centro activo de EG 11, en el que la
enzima seria capaz de alojar hasta 5 residuos de glucosa, en 5 subsitios ABCDE, estando
situados los grupos cataliticos entre C y D.

6. El Trp5, localizado en el dominio de unién a celulosa de EG III juega un papel esencial
en la adsorcién de la enzima al polisacdrido. El Trp255 participa directamente en la
estabilizacién del sustrato en el centro activo de la enzima.

7. EG III posee un grupo carboxilo esencial (pK, = 5.5,AH,, = -15.9 J/mol) que debe
estar protonado para que la enzima sea activa. Este residuo se ha identificado como Glu218
por estudios de homologfa con otras celulasas relacionadas estructuralmente con EG IIL

8. El marcador de afinidad 4’,5’-epoxipentil-B-celobidsido se une covalentemente al Glu329
inactivando EG I1I. Este grupo carboxilo es esencial para la actividad catalitica en su forma
ionizada, y estabiliza ¢l intermediario glicosil-enzima,

9. EG Il actia mediante un mecanismo de doble desplazamiento, similar al de la lisozima.
El Glu218 acelerarfa por catalisis 4cida general la rotura del enlace glicosidico situado entre
los subsitios C y D, facilitando la salida del aglicén; el i6n carboxonio resultante seria
estabilizado por el Glu329 bien por interaccién electrosttica, bien mediante la formacién de
un intermediario covalente; una molécula de agua protonaria entonces el Glu218, rindiendo
un ién hidroxilo que atacaria el resto glicosilo para liberar el segundo producto de la reaccién,
quedando la molécula de enzima preparada para iniciar un nuevo ciclo catalitico.
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