AP CONASES

x F.\J, %
—F N _“h

()

Carla Rioja, Cristina Sanabra, Raquel Solergasto i Rebecca Vicente




GLUCOHIDROLASES | GLUCONASES

e SONn enzims glicohidrolitics que catalitzen la hidrolisis
d’enllacos glicosidics per un mecanisme d’acid base
general

e Classe transglicosidases i glicosidases.

e Superfamilia: glicosil hidrolases. Conté ~100 families
agrupades en clans segons la similaritat estructural.

eFamilia:
Glucohidrolases =mp familia 1. clan GH A (a/[3)8.

Glucanases bacterianes == familia 16. clan GH B ([ -
jelly roll)




CLASSIFICACIO FUNCIONAL

Taula 1.1. Classificacid de les [i-glucosidases segons la IUBMB

Reaccio enllag substrat

EC
1. Osadoreductases
2. Transterases

. enllagos Familia 1
ester
1. c-amilasa

2. B-amilasa B = g|UCOh|drO|a8eS
|. enllagos O
. enllagos ¢ glicosidics !
glicosidics \ Famﬂla 16

fins a 136 activitats

3. Hidrolases

3-glucanases

2_enllagos N Fins a 24 substrats
glicosidics diferents
L
3. enllagos eter
. enllagos
peptidics

7 enllagos C-C

fins a 13 grups
. Liases

. Isomerases

. Ligases




SUBSTRAT: 3-GLUCANS

Son homopolimers de D-glucopiranosa units amb configuracio
beta.

Poden ser:

-Homoglucans: enllacos entre
glucoses en la mateixa posicio.
Ex: 1-3 R-glucans.

-Heteroglucans: Enllacos entre
glucoses en posicions diverses.

Ex(1-3 -glucans.
\

Cadenes lineals o ramificades.




MECANISME D’ACCIO

= Hidrolisi dels beta-D-glucosids.
e Mecanisme de retencio.

e Paper fonamental de 2 residus GLU situats a cadena 3: un acid-base i un
nucleofil.
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glycasylation deglycosylation

GLICOSILACIO DEGLICOSILACIO

Reaccio de retencio Atac H,O activada per

desplaca aglico : formacio base conjugada sobre

d’intermediari. substrat. Alliberacio
substrat.




CLASSIFICACIO ESTRUCTURAL

GLUCOHIDROLASES

Classe : ALFA/BETA

Plegament : Tim beta/alfa baurril.

Superfamilia : (trans)glicosildases.

Familia: 1 de les glicosil hidrolases.




GLUCONASES BACTERIANES

Classe: Tot beta.

Plegament:. Concanavalin A-like lectines/glucanases.

Superfamilia: Concanavalin A-like lectines/glucanases.

Familia: beta-glucanasa like.







PLEGAMENT: TIM BARREL

barril de 8 cadenes beta amb 8 helix
alfa intercalades (barril —alfa/beta 8)

N-term




Residus hidrofobics

NUCLI HIDROFOBIC

Residus polars \
FPJQJ‘?_
3 ’\\ ﬂjﬁ

Cadena 3

Estructura molt estable, plegament
molt conservat en diferents grups de
proteines.




GLICOSILHIDROLASES FAMILIA 1

BACTERIS
: enzim; Bacillus polymyxa

: BETA-GLYCOSIDASE: Sulfolobus solfataricus

’
i ]

: BETA-GLUCOSIDASE A; Thermotoga maritima ;-

. 6-PHOSPHO-BETA-D-GALACTOSIDASE; Lactococcus lactis
. 6-PHOSPHO-BETA-D-GALACTOSIDASE; Lactococcus lactis
- BETA-GLUCOSIDASE A; Bacillus polymyxa
: 6-PHOSPHO-BETA-D-GALACTOSIDASE; Lactococcus lactis
: 6-PHOSPHO-BETA-D-GALACTOSIDASE; Lactococcus lactis

PLANTES
: MYROSINASE; Sinapis alba
: CYANOGENIC BETA-GLUCOSIDASE; Trifolium repens
: BETA-D-GLUCOSIDE GLUCOHYDROLASE; Zea mays







CENTRE ACTIU

Residu que actua com a nucleofil

1

Glutamic

Formacio de ponts de Hidrogen

amb residus del voltant,

imprescindibles per mantenirla B Asparagina 294
seva activitat. B Arginina 77

B Glutamic 352
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P ENMAAGLYVS GO LE ENG EGYWENYET FHDNAQ —— ~FMELET 2
PRAIVENGDT -DVA———-———CDHYNEWHEED TET TEEL EWER
- —--——-——-AEDA—-----SDFYHEYPVD LE LAEEYGVNG
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2 glutamics colocats en el centre actiu que actuen com a nucleofil |

acid/base respectivament.




CONSERVACIO GLUTAMICS

Diversitat de proteines dins la familia —— manteniment 2E al centre actiu

VOFAETMFRE FHCEE TOHUL T CIAFLENML--GVHAPG-—— ———
WOFAETMFRE FHGE IQHULT CIAFLENML--GVHARG-———--—
ARFSAYTANEFDDL VD EYS THIE CLGYWVGWESGFPRPG-—— ——-
AEVSEVLFENFGDEVERNUWITRNET ATVGHLY--GVHAPG-——— ———
IDYARFCFEEFPE-VNTWTTFMETE P TCLGOY LV--CEFPPGT—— ———
IDYAAFCFEEFPE-VNYWTTFNE LGP IGDE0Y LYV--CEF PP L-—— ————
IDTARFCFEEFPE-VNTUTTIFNE L P IGD Y LV--GEREF PRl -—— ———
TDYVARFCFERFDE-TNYUWT IRNEIE R ICDGOVLY--GEF PG - —— ———
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U8 FODVW S ED———GEVHD (NE 1D Y L EAH T-(aTF AT

=L-TEDEF VD ——--NTVYDDGRIDYWEOHLEVL EDAT
=LGTEDEFVD ——-NTUWDDGRIDYWEQHLEVLSD AT

=LGTEDEFVD ——--NTWYDDGRTDYWVEHLEVL 3D AT
= LGTEDEFVD ——--NTWYDDGRTDYWVEHLEVL 3D AT
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RESIDUS CONSERVATS EN EL CENTRE ACTIU

Actua com a
acid/base




Conservacio estructural
de la familia 1




INTERACCIO AMB EL SUBSTRAT

B, Glutamic (NEP)
Substrat GCO (acid gluconic)

Triptofan (W)
Arginina (N)

Residus implicats en interaccio

. |

- al final de les cadenes beta
- al principi dels llacos (beta-
alfa)




INTERACCIO AMB EL SUBSTRAT

e E| centre actiu es troba enfonsat en el barril a I'interior d’'una
“butxaca”

e E| substrat entra en el centre actiu amb I'extrem no reductor orientat
cap al fons de la butxaca

<Pel que fa a I'’enllac que hidrolitzen, les
beta-glucosidades presenten gran
especificitat per la configuracio beta,
pero poca o baixa estereoespecifitat, de
manera que podem hidrolitzar enllacos
B1-> 4, B1-> 3, B1> 2 amb practicament
la mateixa eficiencia.







GLICOSIL HIDROLASES FAMILIA 16

Hidrolisis d’enllacos 1,4-3-D-glucosidics en 3-D-

Liquenases glucans amb enllagos 1,3 1,4.

Xiloglucan Trenca enllacos R-(1? 4) de xiloglucans

- - | transfereix el segment en un O-4 d’un
xiloglucosiltransferases  Eeay Sas I

Ag alrases Hidrolisis d’enllacos 1,3-3-D-galactosidics a I’agarosa.

=K Kappa-Carragenases [Eigioiee enllacos 1,4-B-D entre D-

galactosa 4-sulfati 3,6-anhidro-D-
galactosa.

eEENdo-13-1,3-gluconases pummem -
Hidrolisis d’enllacos 1,3-3-D-glucosidics

en 1,3-R-D-glucans.

eEEndo-l3-galactosidases
Hidrolisis d’enllacos 1,3-3-D-

glucosidics en 1,3-R-D-glucans.

1,3-1,4-3-gluconases




1-3 1-4 3-GLUCONASES

 Proteines termoresistents : Ta. optima 45-65° C.
 Presents en bacteris, fongs i plantes.
 Hidrolitzen 1-3 1-4 3 glucans

— Presents a paret cellular de I’endosperm de cereals.

— Glucans lineals que contenen meés de 1200 residus de D-glucosa
units amb enllacos B 1-3i 3 1-4 O-glicosidics, amb propocions

variables.

cellotriose (13} cellotetracse -fH1—=3)-
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PLEGAMENT: CONCAVALIN-A-LIKE LECTINES

= Es un sandwich de motius greek key jelly-roll.
« N terminal i C terminal es troben fent ponts d’H.

<Hi ha creuaments per sobre.




1,3-1,4-3-gluconases

1gbg Bacilluslicheniformis
lmac Bacillus macerans

lajk  Bacillus macerans
lajo Bacillus macerans
laxk Bacillus macerans
lcpm Bacillus macerans
lcpn Bacillus macerans
1lmve Fibrobactersuccinogenes




Bacillus licheniformis
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Bacillus macerans
(1ajo)

Bacillus macerans
(Imac)

Bacillus macerans
(1cpm)

Bacillus macerans
(1ajk)

Fibrobacter succinogenes
(Imve)




Regions hidrofobiques

= Estricta alternanca entre
residus polars i apolars.

situats a la
superficie per tal
d’interaccionar amb el
substrat.

e Apolars encarats cap a
I’interior hidrofobic de la
proteina.




ATHNIVGYGLYEVEMEF AR TGIVASFFTY- -
ATHNIYGYGLYEVIMEF AENTGIVAIFFTY--
ATHNIYGYGLYEVIMEF AR TGIVIIFFTY--
ATHNIYGYGLYEVIMEF AR TGIVIIFFTY--
ISAYHNEFDCAEYR ATHNIYGYGLYEVIMEF AR TGIVIIFFTY--
-VIAKDF3GAELY TLEEVOYGEFEARKAAASGTWVIIFLYOL &--
SSAYNEFDCAETYR STNIVGYGLYEVEMEPAKNTGIVISFFTY--
GP3THNEFDCGENE AVOTYGYGLYEVNHMEF AFIVGIVASFFTY- -

———TGPAHG-TQUWDEIDIEFLGEDTTE
———TGPAHG-TQUWDEIDIEFLGEDTTE

———TGPAHG-TOWDEIDIEFLGEDTTE
———TGPAHG-TOWDEIDIEFLGEDTTE
———TGPAHG-TOWDEIDIEFLGEDTTE
———SEIADG-RFWWEVD IEVLGENP 3
———TGPAHG-TQUWDEIDIEFLGEDTTE
———TGPTDG-TFWDEIDIEFLGEDTTE

——DI W, G3YTNG———-ANPLYAEYDINEYTAI

VDLW G Y G———-ANPLYAEYDINEY T3

VDLW G T G———-ANPLYAEYDIWNEY TANAS TD Y WONWTD GGG IV AV GE GG YISV
VDLW G Y G———-ANPLYAEYDINEY T3

FIDL WL GE TN G———ANPLYAEYDWNWVEY TSN

FIDL WL GETNG———ANPLYAEYDIWVEYTS

FIDL WL GE TN G———ANPLYAEYDWNWVEY TSN

S—-AIMVGOFDES—-KLPLFOF INWVEVYEYTE

FIDL WL GE TN G———ANPLYAEYDWNWVEY TSN

FTDE WL GSTNG——-VTPLYALHYHNWWVEY TER

',




Core proteic

e 1 fulla beta formada per 7
cadenes beta antiparal.leles

|

sandwich es doblega iforma el lloc
d’unio a polisacarid a hidrolitzar

= Loops amb conformacio beta

= Loop més gran per sobre butxaca
unio a lligand




Pont disulfur

Estabilitza I’estructura proteica.

Cys 59 cadena beta




Unid a substrat

eLa butxaca d’unio ve definida per 2 elements
estructurals:

-Loop que cobreix el lloc d’hidrolisis

de 7 cadenes antiparal-leles

5 T m——

Ponts d’H:




Unid a substrat

Altres aminoacids que participen en la unio al 1,3-1,4-3-gluca:

| ArgB3 lAEnE-t | Ghu 61 Asmanq Ser@8 1GIu"DT" ;‘*rp 190 ||{3Iu129;

o= ey lu"‘“fu P L e

r;.-r121J




Glutamics conservats

e Hi ha 2 residus
altament conservats
en totes les 1,3-1,4-13-
gluconases.

e Situats en una de
les cadenes £
antiparal-leles de la
butxaca d’unié al
substrat.




OTGEIFFEPFNSYNIGTWEEAD G SHNGEVFIC TWRANIVIEF TNDGELELGLT
OTGEIFYEPFNN YN TGLWOKAD G SHGNMFIC TR ANV SN TS LGEMRLILT

ATHNIVGYGLYEVIMEPAENTGIVEAFFTY——
ATHNIVGYGLYEVIMEPAKNTGIVEAFFTY——
ATHNIVGYGLYEVIMEPAENTGIVEAFFTY——
ATHNIVGYGLYEVIMEPAKNTGIVEAFFTY——
AFAYNEFDCAEYTR ATHNIVGYGLYEVIMEPAENTGIVEAFFTY——
-VELEDFIGAELY TLEEVOYGEFEARKARASGTVISFLY O G——
AFAYNEFDCAEYTR ATHNIVGYGLYEVIMEPAENTGIVEAFFTY——
SPRYTHNEFDCGENR O TYGYGLYEVNMEP AFNVGIVISFFTY——




LGFDASKGFHTYAFDWOPGY IENTVDG-VLEHTALATA NIP3TPG-——EITMMNLWNGT
LGFDASKGFHTYAFDWOPGY IKWYWVDG-VLEHTATAL NIP3TPG——EIMMHNLWNGT
LGFDASKGFHTYAFDWOPGY IEWYVDG—VLEHTATA NIP3TPG——EIMMHNLWNGT
LGFDASKGFHTYAFDWOPGY IENT VD G-VLEHTATA NIPSZTPG-——EIMMNLWNGT
LGFDASKGFHTYAFDWOPGY IEWYVDG—VLEHTATA NIP3TPG——EIMMHNLWNGT
LGFDASKGFHTYAFDWOPGY IENT VD G-VLEHTATA NIPSZTPG-——EIMMNLWNGT
LGFDASKGFHTYAFDWOPGY IKWYWVDG-VLEHTATAL NIP3TPG——EIMMHNLWNGT
VEPAADOAFHTYGLEWTPNY VRN TVDGOEVEETEGS AL TGTOGLRFHLIWSSE
LGFDASKGFHTYAFDWOPGY IKWYWVDG-VLEHTATAL NIP3TPG——EIMMHNLWNGT
LGFDAANSYHTYAFDWOPNS IEWYVD G- OLEHTATT QIPQTPG——KIMMMLIIGL

L EEH L F wEE . * .

——DDUWLGEYNG———ANPLYAEYDINEYTAI

FVDDWML S Y G———ANPLYLAEYDINEY TSI

FVDDML S YN G———ANPLYAEYDIWWVEYTANAS TD Y WONWTD GGG TV ANVN GE GG Y SV
GVDDWLGI YN G———ANPLYLAEYDINWEYTAI

FVDDML S YN G———ANPLYAEYDINEYTAI

FVDDWML G YN G———ANPLYAEYDWVEYTS

FVDDML S Y GG———ANPLYAEYDINEY TSI

S—-AANVGOFDES-—-KLPLFQF INWWEVYEYTE

FVDDML S Y GG———ANPLYAEYDINEY TSI

FVDEML S YN G———-VTPLYLAHYNINEYTER

wE




Domini d’unié al Ca

«Situat a la zona convexa de |la proteina.

eEstabilitza I’estructura proteica.

=Oxigens del grup carbonil de: ————

Gly 43
Asp 205

o’
Hr
i

=Oxigens del grup carboxil de Asp 205

=<2 mol.lecules d’aigua




——DDWLGEYNG———ANPLYAETWINVET TSN
GVDDWLGEYNG———ANPLYAEYEIIVEYTAN

VDD WL G YN G———ANPLY AE T W INEY TSN AS TD Y WON W TD GGG TV AV GGG Y 3V
GVDDWLGEYNG———ANPLYAEYEIIVEYTAN

DD WLGS YN G———-ANPLYAE?

FVDDWLGEYNG———ANPLYAEY

DD WLGS YN G———-ANPLYAE?

S-RAMVGOFDES—-KLPLFOQF INWIWEVYEYTP
GHDDHLGS?NG———ANPLYAE?EW?K?TSN




1-3 1-4 3 GLUCANASES CIRCULARLY PERMUTED

e Permutacio circular. ocorre
guan les regions N i C terminals
originals d’una proteina estan
ligades per formar part de la
cadena polipeptidica i
sorgeixen uns nous extremes.

Resultat de permutacions naturals dins els gens codificants.

L

4

\

‘:s
»
4
v
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Nativa (ImacA
( ) Circularly permuted (1ajo)




eEn I'alineament de sequencia s’observa que I’N terminal d’una
proteina és similar a la C terminal d’una altra proteina (i viceversa).

SNTGNFVVGEGUTTGEPFRT INYHNAGYTAPNGNGYLTLYGUTRSPLIEYVWVVDSWGTYRE

STHIYGYGLYEVIMEPAFNTGIVISFFTY-—
ATHITGYGLYEVIMEP AFNTGIVISFFTY-—
STHNIYGYGLYEVIMEP AFNTGIVISFFTY-—
STHIYGYGLYEVIMEPAFNTGIVISFFTY-—
STHITGYGLYEVIHMEP AFNTGIVISFFTY-—
——TLEEVOTGEFEARKAALIGTVISFLYONG-—
——3TNIYGYGLYEVIMEP AFNTGIVISFFTY-—
SVOTYGYGLYEVNMEP AFNVGIVISFFTY-—

LGFDASKGFHTYAFDWOPGY IEWYVDG-VLEHTATA: WIPSTPG——-EINMMLUTNGT
LGFDASKGFHTYAFDWOPGY IEWYVDG-VLEHTATAL, NIPSTPG——-KINMNLINGT
LGFDASKGFHTYAFDWOPGY IEWYVDG-VLEHTATL, MIPSTPG——-KINMNLUWNGT
LGFDASKGFHTYAF DWOPGY IEWY VD G-VLEHTATA-———-NIFPSTPG——-KINMNLWNGT
LGFDASKGFHTYAF DWOPGY IKWNY VD G-VLEHTATA-——--NIF3TPG—-KINMNLITGT
LGFDASKGFHTYAFDWOPGY IEWYVD G-VLEHTATA-——--NIP3TPG—-KINMNLWNGT
LGFDASKGFHTYAFDWOPGY IEWYVDG-VLEHTATL, MIPSTPG——-KINMNLUWNGT
VOPALDQAFHTYGLEWTPNTVREWTVDGQEVRETEGG CVENLTGTQGLEFNLWISE
LGFDASKGFHTYAFDWOPGY IKWYVDG-VLEHTATAL: WIPSTPG—-KINMMLITGT
LGFDAANSYHTYAFDWOPNS IKEWYVDG-QLEHTATT QIPQTPG—-KEIMMMNLUWNGL
*

L EEF L F EEF *




eEs troben en diferents families proteiques com ara : beta-
glucaanses bacterianes, proteines d’unid a FMN, transaldolases,
ferredoxines etc...

eEnzims amb permutacio circular es pleguen amb
conformacions estables | funcionals

Permutacio circular a nivell de
sequencia NO implica canvis en
I’estructura 3D ni en |la funcionalitat
respecte la proteina nativa.







Preguntes PEM:

1. Pelque fales gluconases i glucohidrolases, existeix certa conservacio, sobretot a nivell del centre actiu. Quins
son I’aminoacids fonamental en el centre actiu?:

a)lsoleucinai triptofan
b)2 glutamics
c)les dues anteriors
d)Asparragina i Prolina
e) cap de les anteriors
2. Quin/s plegament/s principal/s es dona/en en les gluconases i les glucohidrolases?
a)Beta propeller
b) Open sheet alfa beta
c))Jellyrol
d) Tim barrel

e)Les dues anteriors

3. Les glucohidrolases i les gluconases formen part de les Beta glucosidases. Quin tipus d’enlla¢ hidrolitzen
principalment?:

a)enllacos peptidics
b)enllacos S-glicosidics
c)enllacos N-glicosidics
d)enllacos O-glicosidics

e)Cap de les anteriors




4.En quins organismes es troben principalment les gluconases i glucohidrolases?:
a)Pogonofors
b)Llevats
C)Equinoderms
d)Rumiants
e) Cap de les anteriors
5. Quin paper tenen els aminoacids principals del centre actiu de les gluconases i les glucohidrolases?:
a) els dos actuen com a acid/base
b) els dos actuen com a nucleofils
C) un actua com a acid/base i I'altre com a nucleofil
d) un actua com a nucleofil i I’altre com a electrofil

e) els dos actuen com a electrofils

6.Pel que fa al mecanisme d’accio de les gluconases i les glucohidrolases, quin tipus de reaccio es dona?

a)sulfatacio

b)hidrolisi amb retencio
c)hidrolisi amb inversio
d)fosforilacio

e)totes les anteriors




7.Per quins elementsestaformat el core proteic de les 123, 124 B-gluconases?
a) 1loop i una fulla beta formada per 7 cadenes antiparal-leles
b) 8 cadenes beta i 8 hélix alfa intercal-les
C) 1loop i una cadena beta units per un pont disulfur
d) 1lloop i una fulla beta formada per 8 cadenes paral-leles
e)cap de les anteriors

8.Que son els clans?
a) Una classe de proteines
b) Proteines que s’agrupen segons percentatge de residus hidrofobics
c) Agrupacions de families segons similaritats funcionals
d) Grups étnics de fosfatases que actuen a nivell cerebral

e) Agrupacions de families segons similaritat estructural

9. Pel que fa a la permutacio ciruclar,:

a)implica canvis a nivell funcional
b) implica canvis a nivell estructural
c)implica canvis a nivell estructural pero no en la sequéncia
d) Només implica canvis a nivell sequencial, pero la funcid i I’estructura es mantenen
e) cap de les anterioris
10. Quins substrats hidrolitzen les gluconases?:
a) Fosfoinositols de membrana glicosilats
b)Sucre present en I’ADN
c)Les dues anteriors
d)Betaglucans

e)Cap de les anteriors




PREGUNTES D’ASSAIG:

e En que consisteix la permutacio circular que es déna en les glucanases?

e Cita una semblanca i una diferencia entre les gluconases i les glucohidrolases.




