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Enginyeria de quitinases de la familia GH18 per a I'obtencio
de polimers de quitosa amb seqiieéncies definides
Engineering GH18 chitinases for the production of sequence-defined

chitosan polymers
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Resum: Les quitinases son glicosilhidrolases (GH) que catalitzen la hidrolisi d'enllagos glicosidics B(1—4) de polimers de quiti-
na i quitosa. Les quitinases de la familia GH18 presenten activitat de transglicosidacio i poden catalitzar la formacio de nous

enllagos glicosidics entre un sucre donador i un acceptor, i obtenir aixi quitooligomers (COS), que tenen diferents aplicacions

biotecnologiques. Amb I'objectiu d'obtenir COS amb estructures definides, s'esta utilitzant les quitinases com a eina sintetica.

En el present treball sha introduit I'estrategia glicosintasa sobre quitinases GH18. Mitjangant I'enginyeria del centre actiu de

les quitinases es pretén eliminar/disminuir |'activitat hidrolitica natural i incrementar I'activitat de sintesi.

Paraules clau: Quitooligosacarid, enginyeria de proteines, quitinasa, glicosintasa, hidrolisi, transglicosidacio.

Abstract: Chitinases are glycoside hydrolases (GH) that catalyse the hydrolysis of 3(1—4) glycosidic bonds of chitin and chi-
tosan polymers. Some chitinases also have transglycosylase activity, allowing them to introduce new glycosidic bonds between

donor and acceptor sugar molecules with the consequent generation of chitin-oligosaccharides (COS), which may be useful

for a range of biological applications. Chitinases are used as a synthetic tool to obtain well-defined COS. We propose here the
application of glycosynthase technology on GH18 chitinases. Protein engineering is used to increase the transglycosylation

activity while concomitantly decreasing the hydrolysis activity.

Keywords: Chito-oligosaccharide, protein engineering, chitinase, glycosynthase, hydrolysis, transglycosylation.

Introduccio

a quitina, polisacarid lineal format per monomers
d'N-acetil-D-glucosamina (GlcNAc) units per en-
llacos B(1—4), és considerada una de les fonts
renovables més abundants de la Terra, i es troba
en els exoesquelets d'artropodes (insectes i crus-
tacis), els endoesquelets de molluscs, en molts
invertebrats i en la paret cellular de fongs i algu-
nes algues diatomees [1]. La desacetilacio parcial de la quitina
produeix quitosans, copolimers lineals formats per residus de
GlcNAc i glucosamina (GIcNHz). Aquesta desacetilacié parcial
resulta en grups amino lliures que confereixen carrega positi-
va als quitosans, que esdevenen, aixi, els unics polisacarids
policationics naturals.

Com a consequiéncia de les seves propietats fisicoquimiques i
biologiques, els quitosans tenen un elevat interés per a un gran
nombre d'aplicacions en arees tan diverses com l'agricultura,
el tractament d'aiglies, la industria alimentaria, la medicina i
la cosmética, entre d'altres [2-7]. Entre les diferents funcions
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biologiques dins la industria medicofarmacéutica, destaquen
les segiients: activitats antiinflamatories [8-10], immunoesti-
mulants [11, 12], antimicrobianes [13-15], antitumorals [16,
17] i de prevencid de I'obesitat i control del colesterol [18, 19],
vectors per a terapia génica (gene delivery) [20-22] i promocio
de la cicatritzacio i la regeneraci6 de la pell [23-25]. Els quito-
sans també presenten aplicacions altament interessants en
I'agricultura, com a tractament antimicrobia, antifungic i anti-
viral [26-28] i com a promotors del creixement [29-31] i del
sistema immunitari de les plantes [32, 33]. Aquestes propietats
biologiques dels quitosans son altament dependents del nom-
bre de residus (grau de polimeritzacio, DP), de la proporcio re-
lativa de monomers acetilats i desacetilats (grau d'acetilacio,
DA) i del patré d'acetilacid (PA), és a dir, de la distribucio dels
monomers GlcNAc i GlcNH, en la cadena oligomérica.

Avui en dia, la quitina s'obté a partir de les restes de gambes i
crancs de la industria pesquera mitjancant tractaments qui-
mics de desmineralitzacio i desproteinitzacio. El quitosa és
[lavors preparat a partir de des-N-acetilacions quimiques de
la quitina. Aquest procés de produccio requereix I'is d'una
quantitat elevada d'acids i bases, aixi com d'aigua, té un re-
quisits energétics elevats i produeix una quantitat abundant
de residus. Mitjancant aquest procés no s'aconsegueix un tnic
producte, sind que s'obtenen mescles heterogénies de quito-



sans, que difereixen en el DP, el DA i el PA, la qual cosa com-
promet |a reproductibilitat entre lots. Un altre desavantatge
per a la utilitzacié d'aquests quitosans, principalment en cos-
metica i biomedicina, és el seu origen animal. Amb I'objectiu
de superar aquests desavantatges, s'ha proposat com a alter-
nativa I'Us d'eines biotecnologiques per a la produccio de qui-
tosans a partir de precursors simples per via enzimatica [34,
35] o per enginyeria metabolica [36], amb I'objectiu d'obtenir
oligomers i polimers de quitosa amb estructures definides.

Per tal de desenvolupar estratégies biotecnologiques de biosin-
tesi de quitosans amb estructures definides quant a DP, DA i PA,
el projecte europeu Nano3Bio esta desenvolupant noves estra-
tegies de produccio de nous materials biomimétics formats per
unitats de GlcNAc i GIcNH,, tant in vivo, per enginyeria meta-
bolica, com in vitro, basades en processos biotecnologics inno-
vadors que utilitzen tecnologies quimioenzimatiques. Els prin-
cipals enzims estudiats per al desenvolupament d'aquesta
plataforma biotecnologica inclouen quitinasintases, quitina-
desacetilases, quitinases i quitosanases.

El nostre grup de recerca realitza enginyeria de proteines amb
la finalitat de generar biocatalitzadors per a la produccio de
quitosans amb PA definits. L'estrategia implica la desacetila-
cid especifica d'oligosacarids de quitina (DP 2-5) per I'accié
de desacetilases de quitina seleccionades ifo dissenyades per
enginyeria de proteines, sequida de la polimeritzacié enzima-
tica per I'accio de glicosintases dissenyades per a generar
nous polimers que tinguin un patro6 d'acetilacio reqgular i ben
definit, com a productes Unics.

En el present article es presenta I's de quitinases com a eina
de sintesi de quitooligosacarids (COS) i es proposa i desenvo-
lupa I'us de la tecnologia glicosintasa sobre quitinases de la
familia GH18 de CAZy (carbohydrate-active enzymes), amb
I'objectiu de desenvolupar nous mutants per a polimeritzar
COS activats per a donar polimers de baix pes molecular amb
estructures definides. Mitjancant I'enginyeria del centre actiu
de quitinases, es pretén eliminar/disminuir I'activitat hidroliti-
ca natural i incrementar I'activitat de sintesi.

Glicosilhidrolases

El conjunt d'enzims actius en carbohidrats, involucrats en la
formacid, la modificacid i la hidrolisi d'oligosacarids, polisaca-

rids i glicoconjugats, es classifiquen a la base de dades CAZy
(www.cazy.org) [37] en funcid de la similitud de seqiéncia i,
consegiientment, de plegaments comuns en les seves estruc-
tures. Segons l'activitat del seu domini catalitic, es classifi-
quen en: a) glicosilhidrolases o glicosidases (GH), encarrega-
des d'hidrolitzar enllagos glicosidics; b) glicosiltransferases
(GT), que catalitzen la formacio d'enllacos glicosidics; ¢) poli-
sacarid-liases (PL), responsables de I'escissié no hidrolitica
d'enllagos glicosidics; d) esterases de carbohidrats (CE), que
hidrolitzen els ésters de carbohidrats, i €) enzims d'activitats
auxiliars (AA), enzims redox que actuen conjuntament amb
altres enzims actius en carbohidrats.

Algunes glicosidases, a més d'hidrolitzar enllagos glicosidics,
també sén capaces de catalitzar la formacio d'aquests inver-
tint la reaccio d'hidrolisi o mitjancant reaccions de transglico-
sidacid. Els enzims d'aquesta familia es divideixen alhora en
dues classes segons el mecanisme d'accio: enzims amb inver-
sio de la configuracié anomerica i enzims amb retencio de la
configuracid. Ambdues classes actuen mitjancant un meca-
nisme catalitic d'acid-base general, i presenten dos residus
catalitics essencials, generalment aspartats o glutamats [38].

Les glicosidases que actuen amb inversié de la configuracio
ho fan mitjancant un mecanisme de desplacament unic a tra-
vés d'un estat de transicio de tipus oxocarbocationic. El residu
que actua com a base general incrementa la nucleofilia d'una
molécula d'aigua, la qual ataca el carboni anomeric al mateix
temps que el residu acid general assisteix el trencament de
I'enllag O-glicosidic cedint un proté a I'oxigen glicosidic a es-
cindir (figura 1A). En canvi, les glicosidases que actuen mit-
jancant retencio de la configuracié segueixen una reaccio de
doble desplacament en que es produeix la formacio i la hidro-
lisi d'un intermedi enzim-substrat (intermedi covalent glico-
sil-enzim). En la primera etapa, anomenada glicosilacid, el
grup acid/base cedeix un proto a I'oxigen glicosidic, mentre
que el residu nucleofil ataca el carboni anoméric per a formar
I'intermedi covalent. En la segona etapa, la desglicosilacio, el
residu catalitic préviament desprotonat actua com a base re-
cuperant un proto d'una molecula d'aigua, la qual ataca el
carboni anomeric i genera el producte d'hidrolisi amb la ma-
teixa configuracio anomeérica que el glicosid de partida (figu-
ra 1B). Existeix una variant del mecanisme amb retenci6 de la
configuracid, present en glicosidases que catalitzen la hidroli-
si de I'enllac glicosidic de sucres que contenen un grup aceta-
mido (hexosaminidases). Aquestes glicosidases no presenten
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FiGura 1.

Mecanismes catalitics de les glicosidases, A) amb inversi6 de la configuracio, B) amb retencio de la configuracio i C) amb

retencio de la configuracié mitjangant un mecanisme catalitic assistit per substrat. Adaptat de Planas et al. [68].

nucleofil i actuen mitjancant una catalisi assistida per subs-
trat, en que el grup N-acetil del substrat actua com a nucleo-
fil intern i dona lloc a la formaci6 d'un intermedi, I'oxazolina,
que en el segon pas de la reaccid és atacat per una molécula
d'aigua, assistida per la base conjugada del residu acid gene-
ral, i dona lloc al producte amb retencio6 de la configuracid
anomérica (figura 1C). Aquests enzims presenten un residu
auxiliar que forma un pont d'hidrogen amb el NH- del grup
acetamido i assisteix la formacid de l'intermedi oxazolina
[39].

Per altra banda, en funcid de la localitzacio de I'enllac glicosi-
dic hidrolitzat dins la cadena oligomérica, les glicosidases
s'agrupen en enzims exo-, que alliberen un monosacarid o di-
sacarid d'un dels extrems de la cadena, principalment I'extrem
no-reductor, o endo-, que actuen en els enllacos interns de la
cadena.

Quitinases de la familia GH18

Les quitinases son enzims de la familia de les glicosilhidrola-
ses que catalitzen la hidrolisi dels enllagos B(1—4) presents
en homopolimers de quitina. En funcio de la similitud de se-
qliencia, les quitinases es classifiquen en dues subfamilies, 18
i 19, que difereixen en estructura i mecanisme d'accio. La ma-
joria de quitinases presents en la major part d'organismes vius
pertanyen a la familia GH18. El domini catalitic d'aquesta fa-
milia presenta un plegament (B/oc)8 (TIM barrel) [40-44] i es
caracteritza per la presencia de diferents motius de seqliéncia
conservats [45]. El motiu més destacat és el motiu DXDXE,
que conté el glutamat que actua d'acid general. El centre ac-
tiu esta envoltat de residus aromatics que contribueixen a la
unio del substrat [43, 46]. Les quitinases de la familia GH18
actuen mitjancant un mecanisme catalitic assistit per subs-
trat. Basant-se en estudis sobre I'endoquitinasa hevamina,



Tews et al. [39] van proposar aquest mecanisme catalitic, en
que es forma I'intermedi oxazolina per atac nucleofilic de
I'atom d'oxigen del grup N-acetil sobre el carboni anomeric.
Altres estudis sobre aquesta endoquitinasa [47] i sobre la qui-
tinasa B de Serratia marcescens [48], juntament amb simula-
cions computacionals [49], donen suport a aquest mecanisme
catalitic. Tot i que la similitud de seqiiéncia entre les quitina-
ses de la familia 18 no és particularment elevada (un 21 %
d'identitat), els seus centres actius contenen diversos residus
conservats, amb funcions catalitiques conegudes [47, 50-52].
D'entre aquests residus destaca el segon aspartat localitzat en
el motiu DXDXE, que actua de residu auxiliar en la catalisi i
assisteix la formacid de l'intermedi oxazolina [48, 50].

Diverses quitinases de la familia GH18, a més d'hidrolitzar els
enllacos glicosidics, presenten activitat de transglicosidacio
(TG), és a dir, son capaces d'establir nous enllacos glicosidics
entre un sucre donador i un sucre acceptor [53-57]. En aquest
article es presenta I'us d'aquestes quitinases de la familia
GH18 com a eina de sintesi de quitooligosacarids.

Activitat de transglicosidacio
de les quitinases de la familia
GH18

El potencial de les glicosidases amb retencid de la configura-
ci6 com a eina per a la sintesis regio- i estereoespecifica de
glicosids s'esta explotant des dels anys vuitanta. Les dues es-
tratégies classiques més destacades en la sintesi enzimatica
d'enllacos glicosidics es basen a invertir la reaccié d'hidrolisi
desplagant I'equilibri cap a la formacio de I'enllag (control
termodinamic) o utilitzant donadors glicosidics activats (con-
trol cinétic). L'estratégia de control termodinamic es basa en
el desplagament de I'equilibri de reaccid mitjancant I'alteracio
de les condicions d'aquesta, per exemple, utilitzant concen-
tracions elevades de substrat, augmentant la temperatura o
afegint solvents organics. Per altra banda, I'estratégia de con-
trol cinétic més comuna es basa a accelerar la formacio de
I'intermedi de reaccio i afavorir que un sucre acceptor ataqui
rapidament aquest intermedi, abans que una molécula d'ai-
gua. Per a aquesta estratégia s'utilitzen donadors glicosidics
activats, amb I'objectiu d'augmentar la concentracio de I'in-
termedi enzim-substrat un cop finalitzada la primera reaccid
del mecanisme catalitic.

En el cas de les glicosidases amb retencid de la configuracid
que actuen mitjangcant un mecanisme catalitic assistit per
substrat, com és el cas de les quitinases de la familia GH18, el
donador glicosidic per a la transglicosidacio és un oligosaca-
rid (GlcNAc-R) o bé un oligosacarid activat (GlcN-oxazolina)
(figura 2). L'eficiencia de transglicosidacio és dependent de
com l'enzim pot acomodar el sucre acceptor per competir
contra una molécula d'aigua. S'han desenvolupat diferents
estratégies per afavorir la transglicosidacio respecte de la hi-
drolisi, amb un éxit variable en funcio de I'enzim i del dona-
dorfacceptor utilitzats.

Com a conseqlieéncia de les potencials aplicacions de la quiti-
na i el quitosa en els sectors de I'agricultura i la medicina, ha
sorgit un gran interes per I'obtencié de quitooligosacarids
amb estructures definides. Per aquest motiu, la utilitzacio de
quitinases de la familia GH18 per a aquesta sintesi esta essent
ampliament estudiada.

Kobayashi et al. reporten el primer exemple de glicosidacio
enzimatica utilitzant un derivat oxazolina com a donador gli-
cosidic [58, 59]. Per reaccid del derivat oxazolina de GlcNAc
com a donador i GIcNAc com a acceptor, catalitzada per

una endoquitinasa de Bacillus sp., obtenen quitobiosa
(GIcNAcP1,4GIcNAc). També s'ha utilitzat I'oxazolina de la
quitobiosa com a donador per a obtenir polimers de quitina
artificial [60, 61]. En tots aquests experiments s'utilitza un
analeg de |'estat de transicio (oxazolina) com a substrat, de
manera que disminueix I'energia d'activacio i es permet que
I'etapa de glicosidacid es produeixi a un pH en qué es mini-
mitza la hidrolisi, la qual cosa desplaca la reaccio cap a la sin-
tesi de polimers. Més recentment, també s'ha utilitzat I'oxa-
zolina del disacarid GlcNB(1—4)GlcNAc per a I'obtencio de
polisacarids de quitosa amb una estructura formada per uni-
tats de GIcNAc i GIcNH, alternants. S'han utilitzat les quitina-
ses de Bacillus sp. i Serratia marcescens per a la poliaddicio
del derivat oxazolina i s'han obtingut polimers de fins a 8-10
(un 70 % de rendiment) i 10-12 monomers (un 75 % de ren-
diment), respectivament [62].

Recentment, dins el projecte europeu Nano3Bio, s'ha demos-
trat I'elevada activitat de transglicosidacié de la quitinasa D
del bacteri gramnegatiu Serratia proteamaculans (SpChiD).
SpChiD és una quitinasa de la familia GH18 que presenta ac-
tivitat de TG utilitzant oligomers de quitina (DP 3-6) com a
substrat i dona lloc a oligomers amb un DP de fins a 13 quan
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Ficura 2. Mecanisme catalitic assistit per substrat present en les quitinases de la familia GH18. Els dos residus Asp del domini DXDXE

interaccionen mitjangant un enllag d'hidrogen quan I'enzim esta Iliure (A). Quan s'uneix el substrat, hi ha un moviment del residu Asp auxiliar per
formar un pont d'hidrogen amb el residu acid general (Glu), el qual protona I'oxigen glicosidic (B). Consegiientment, es produeix I'atac nucleofilic
del grup acetamido de la unitat GlcNAc situada en el subseti -1, la qual cosa dona lloc a la formacié de I'intermedi oxazolina (C). El residu assistent
Asp estabilitza I'intermedi oxazolina/oxazoloni. En la segona etapa, el residu Glu actua de base general (D). En funcié de I'acceptor (R'OH), es

produira hidrolisi o transglicosidacio.

s'utilitza I'nexamer com a substrat [53]. L'eficiéncia de TG,
considerant el nombre i la concentracio dels productes de TG,
depeén majoritariament de la relacio entre la concentracio
d'enzim i la de substrat. La formacié dels productes de TG és
inversament proporcional a la concentracié d'enzim i directa-
ment proporcional a la concentracio de substrat [53]. Tot i
que SpChiD és una quitinasa amb una important activitat de
TG en comparacié amb altres quitinases de la familia GH18,
els rendiments obtinguts no son gaire elevats com a conse-
qiiencia de l'activitat hidrolitica predominant de I'enzim sal-
vatge. Amb Il'objectiu d'augmentar 'activitat de TG de quiti-
nases bacterianes de la familia GH18 s'esta duent a terme
enginyeria de proteines seguint un disseny racional, mutant
els residus conservats ifo els residus aromatics que poden te-

nir un paper important en la catalisi [54, 63]. S'han substituit
diferents residus del centre catalitic de la SpChiD, propers a la
triada catalitica DXDXE, i residus de regions més externes, i
s'ha aconsequit augmentar l'activitat de TG (figura 3).

Els mutants M226A, Y228A i R284A mostren un increment de
I'activitat de TG, tot i I'augment de I'activitat hidrolitica. En
canvi, els mutants W120A, F64W, G119S, S116G, F125A,
W247A1Y28A mostren una disminucio de I'activitat hidroliti-
ca i, alhora, un increment de I'activitat de TG (taula 1). S'ha
aconseguit doblar la concentracié de DP5 i DP6 provinents de
TG respecte de I'enzim salvatge [63, 64]. Aixi mateix, amb la
hipotesi d'augmentar I'activitat de TG incrementant el temps
de retencio del substrat en el centre catalitic, s'han substituit



SpChiD
PDB: 4Q22

Tauta 1. Taula resum dels mutants de SpChiD caracteritzats per Podile et al.

[63-65].

Ficura 3. Centre actiu de la quitinasa SpChiD (PDB: 4Q22). Model del complex amb
DP5 per docking.

diferents residus ubicats en els punts d'entrada i sortida del
centre actiu. La substitucié del residu G201, situat a la sortida
del centre actiu (subseti +2), per un Trp resulta en l'augment
de 'activitat de TG, a causa d'un increment d'afinitat pel
substrat ifo per la introduccié d'un impediment hidrofobic a la
sortida que dificulta el transit de molécules d'aigua, la qual
cosa desafavoreix la hidrolisi i, alhora, incrementa el temps de
retencio de I'intermedi oxazolina o del substrat en el centre
actiu [65]. S'ha demostrat la importancia dels residus aroma-
tics presents en el centre actiu per a l'activitat de TG, com a
conseqiiéncia de la hidrofobicitat que aquests aporten, que
disminueix 'accés de molécules d'aigua al centre actiu

[64, 65].

Diverses substitucions de residus en el centre catalitic incre-
menten substancialment 'activitat de TG. Tot i aixi, I'activitat
d'hidrolisi predominant en aquest tipus d'enzims resulta en la
degradacio dels productes de transglicosidacio. Amb I'objectiu
de véncer aquestes limitacions en la sintesi d'oligosacarids i
glicoconjugats, es va introduir el concepte glicosintasa.

Estrategia glicosintasa

Les glicosintases son glicosilhidrolases amb retencié de la
configuracid en qué s'ha substituit el residu que actua de nu-
cleofil per un residu no nucleofilic, la qual cosa dona lloc a un
enzim hidroliticament inactiu. L'estratégia glicosintasa va ser
introduida I'any 1998 tant en una exoglicosidasa, pel grup de
Withers [66], com en una endoglicosidasa, pel nostre grup
[67]. Aquests enzims, a causa de I'abséncia de nucleofil, no
poden formar 'intermedi glicosil-enzim, perd son capacos de
catalitzar la reaccio de transglicosidacio a partir d'un donador

Activitat Activitat de TG
Mutant reelsapt?\szi)ﬁ(f;:)) Activitat Concentracio Concentracio
relativa (%) de DP5 (%) de DP6 (%)
SpChiD wt 100 10,0° 6,0 40
E159D 49,8 - - -
Y160A 151,3 7.5° 5,0 2,5
M226A 2049 17,0 12,0 50
Y228A 168,9 19,0 13,6 54
R284A 190,5 15,0° 6,0 9,0
F64W 160,7 17,5° 12,9 4,6
S116G 749 18,0° 11,7 6,3
F125A 71,8 17,5° 10,4 7.8
W247A 758 16,0° 8,8 7.2
G119S 72,8 17,0° 8,6 84
G119W 11,2 - - -
W120A 830,6 - - -
G201W 113,6 16,3° 99 6,4
W160A > wt - - —
W290A > wt 10,6° 43 6,3
W395A = wt 16,7¢ 12,4 43
Y28A < wt 16,1¢ 93 6,8

Condicions de reaccio: 2 mM de DP4, 250 nM d'enzim, 20 mM d'acetat de sodi, pH 5,6, 40 °C.
La quantificacio dels productes de TG (DP5 i DP6) es determina al cap de 30 minuts,” 6 hores,®
8 hores® 0 12 hores? de reaccio.

glicosidic activat amb configuracié anomerica oposada a la
del substrat de la reaccié d'hidrolisi, que mimetitza l'interme-
di de reaccio6 (figura 4A). A causa de la mutacié del nucleofil
carboxilat per un residu més petit, la cavitat creada en el cen-
tre actiu permet la uni6 del donador activat. La transferencia
del glicosid a un sucre acceptor és afavorida respecte de la hi-
drolisi, i el producte de TG no pot ser hidrolitzat per I'enzim
com a conseqtiencia de la manca del nucleofil catalitic, la
qual cosa incrementa el rendiment de transglicosidacio [68].
S'han desenvolupat diverses glicosintases de diferents fami-
lies de glicosidases [69-71].

Les quitinases de la familia GH18 actuen mitjancant un me-
canisme catalitic assistit per substrat, i per tant no tenen resi-
du nucleofil. L'estratégia utilitzada per a aplicar aquesta tec-
nologia glicosintasa a aquests enzims és diferent, ja que se
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fluorur de glicosil com a donador. B) Mutant del residu assistent d'una glicosidasa amb retenci6 de la configuracio que

actua mitjangant un mecanisme catalitic assistit per substrat, amb un derivat oxazolina com a donador.

substitueix el residu assistent del centre actiu, que té un pa-
per important en la formacio de I'intermedi de reaccid (figu-
ra 4B). El primer exemple d'intent de generacio d'una glico-
sintasa sobre una glicosidasa amb mecanisme catalitic assistit
per substrat va ser amb I'enzim endo-[3-N-acetilglucosamini-
dasa (endo-M), que pertany a la familia GH85. L'enzim resul-
tant de la mutacio del residu assistent era capac de dur a ter-
me la reacci6 de TG a partir d'un donador oxazolina, i el
glicopéptid resultant no era hidrolitzat [72]. Aquesta metodo-
logia s'ha estes a altres enzims de les families GH85 i GH18.

En les quitinases GH18, el residu auxiliar que assisteix la for-
macio de l'intermedi de reaccio és el segon Asp del motiu DX-
DXE, altament conservat en aquesta familia. Fins al moment,
la tecnologia glicosintasa en quitinases GH18 només ha estat
aplicada a les quitinases A1 de Bacillus circulans (BcChiA) i a
la quitinasa 42 de Trichoderma harzanium (ThChit42). S'han
obtingut quitooligdbmers amb un DP d'entre 3 i 13 amb el mu-
tant D202A (corresponent al residu assistent) de BcChiA, uti-
litzant el derivat oxazolina de quitobiosa. El rendiment ma-
xim de TG s'obté al cap de 24-30 hores de reaccio, tot i que al
cap de cinc dies d'incubacio encara es detecten productes de
transglicosidacid. La barreja de productes de TG indica que no
només hi ha una autocondensacio del donador, sin6 que tam-
bé hi ha reaccions de desproporcid. S'han realitzat també ex-
periments de TG utilitzant I'oxazolina de B-D-galactopirano-

sil-(1,4)-quitobiosa com a donador i quitobiosa o quito-
pentaosa com a acceptor, i en els dos casos també s'ha obtin-
gut una barreja de productes de TG. En el cas de la quitinasa
ThChit42, els dos mutants del residu assistent, D170A i
D170N, donen lloc a una barreja de productes de TG amb un
DP entre 4i 10 [73]. El conjunt d'experiments demostra com
la mutacio del residu Asp assistent produeix enzims amb ac-
tivitat de transglicosidacio. Tot i aixi, aquesta estrategia no
elimina la capacitat de I'enzim de realitzar la reacci6 de
transglicosidacid a partir de quitooligosacarids naturals, no
activats. Com a conseqlieéncia, s'obté una barreja de produc-
tes en lloc de quitooligosacarids amb un DP determinat pro-
vinents de |'autocondensacio del donador oxazolina per I'ac-
tivitat glicosintasa. Aquests resultats demostren la implicacid
d'altres residus, no només de I'Asp auxiliar, en la formacié de
I'intermedi de reaccio i, per tant, la necessitat de substituir
no només el residu auxiliar, sind també altres residus de I'en-
zim, per tal de generar nous polimers definits com a produc-
tes unics.

Aplicacio de |'estrategia
glicosintasa en quitinases GH18

El nostre grup, en el marc del projecte Nano3Bio, esta desen-
volupant noves glicosintases per a I'obtencio de polimers de



quitosa definits pel que fa al DP, el DA i el PA. Amb I'objectiu
de desenvolupar una glicosintasa efectiva a partir d'una quiti-
nasa, primerament s'ha fet un cribratge de diferents candi-
dats. S'han seleccionat diferents endoquitinases de la familia
GH18 amb activitat de transglicosidacio reportada prévia-
ment, amb la finalitat de dissenyar-les com a glicosintases.
Per al disseny de la primera generacid de glicosintases, en pri-
mer lloc s'ha substituit I'Asp assistent, localitzat en el motiu
DXDXE, per una Ala. Per a la caracteritzacio dels enzims,
s'analitza tant 'activitat hidrolitica com I'activitat de TG de
cadascun. Per a I'analisi de I'activitat hidrolitica, s'utilitzen
dos tipus de substrats: COS marcats amb un fluorofor i COS
naturals. En el cas de l'activitat de TG, se sequeix la reaccio
d'autocondensacio del derivat oxazolina de quitopentaosa
(DP50x) com a donador. Si I'enzim té activitat de TG, es forma
un precipitat com a conseqiiéncia de I'elevada insolubilitat
dels oligbmers de quitina, que s'analitza per espectrometria
de masses MALDI-TOF-MS. Tots els mutants glicosintasa dis-
senyats mostren activitat de TG utilitzant DP50ox com a subs-
trat i, de la mateixa manera que amb el mutant D202A de
BcChiA1 [73], s'obté una barreja de productes amb un DP
entre 5i 12. Un cop caracteritzats els mutants de la primera
generacio, se selecciona aquell mutant que presenta una me-
nor activitat d'hidrolisi respecte de I'enzim salvatge i una ele-
vada activitat de TG, i se sequeix amb la posterior enginyeria

per a l'optimitzacid de la glicosintasa. Per al disseny de nous
mutants se substitueixen residus ubicats tant en el centre
actiu com en |'entrada o sortida de la cavitat, amb I'objectiu
principal d'eliminar I'activitat hidrolitica i, consegiientment,
augmentar l'activitat de sintesi. S'ha creat una segona i una
tercera generacié de glicosintasa, corresponent a mutants
dobles i triples, respectivament, amb els quals s'ha aconsequit
disminuir I'activitat hidrolitica i s'ha incrementat el rendiment
de TG fins al 60 % (p/p) en polimer (figura 5).

Amb aquests resultats, es pot concloure que la mutacié pun-
tual del residu assistent confereix activitat glicosintasa a I'en-
zim, pero els mutants resultants mantenen certa activitat hi-
drolitica residual que dona lloc a la hidrolisi dels polimers
formats. L'addicié d'altres mutacions produeix variants amb
una notable disminucio de |'activitat hidrolitica i amb un in-
crement de I'activitat glicosintasa, i fins ara s'han assolit ren-
diments del 60 % en la formacid de polimers insolubles.

Aplicant aquestes condicions de reaccio, actualment s'esta
estenent I'Us dels mutants glicosintasa més eficients a la poli-
meritzacio de derivats oxazolina de COS parcialment desace-
tilats per a la formacio de polimers de quitosa amb patrons
d'acetilacio definits segons el donador emprat.
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Conclusions

Amb I'objectiu de desenvolupar estratégies biotecnologiques
per a I'obtencio de polimers de quitina i quitosa amb estruc-
tures definides, s'ha aplicat |la tecnologia glicosintasa a quiti-
nases de la familia GH18 que actuen mitjancant una catalisi
assistida per substrat. La substitucio del segon residu Asp del
motiu DXDXE, corresponent al residu assistent, per una alani-
na dona lloc a enzims amb activitat de transglicosidacio. Tot i
aixi, no s'elimina la capacitat de I'enzim de formar I'intermedi
glicosil-enzim a partir de substrats naturals no activats, i com
a conseqliencia s'obté una barreja de productes provinents
tant de la hidrolisi del producte format com de I'activitat ma-
teixa de TG de I'enzim. Amb el disseny i la caracteritzacid de
noves mutacions, s'ha assolit un triple mutant amb activitat
glicosintasa sense practicament activitat hidrolitica residual,
amb el qual s'ha augmentat el rendiment de TG fins al 60 %
en polimers. Aquesta nova glicosintasa és el punt de partida
per a sequir desenvolupant el procés d'obtencio d'oligomers i
polimers de quitosa amb diferents patrons d'acetilacio.
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