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Els hidrats de carboni presenten una elevada variabilitat estereoquimica i els organismes
s’aprofiten d’aquesta elevada variabilitat utilitzant oligosacarids i polisacarids per a una multitud
de diferents funcions biologiques. A part de les tipiques funcions estructurals i
d’emmagatzematge energétic, tenen important rellevancia en altres funcions molt més
especifiques, com per exemple en senyalitzacié cel-lular. Aquesta funcionalitat desperta l'interés
de multitud d’aplicacions biotecnoldgiques, que sén el fruit d’'un nombre creixent d’estudis en

glicobiologia.

L’enllag glicosidic, en especial entre dues unitats de glucosa, és un dels enllagcos més estables
que es troben en biopolimers naturals. El temps de vida mitja de la hidrolisi espontania d’aquest
enllag en cel-lulosa i en midé és de 'ordre dels 5 milions d’anys. Les glicosil hidrolases son els
enzims responsables de la hidrolisi enzimatica d’aquests biopolimers. Aquests enzims
aconsegueixen portar a terme la hidrolisi en escales de temps de I'ordre de 1000 cicles per
segon. Donada aquesta elevada activitat, les glicosil hidrolases sén considerades un dels

catalitzadors bioldgics més eficients.

La present tesi centra el seu principal interés en I'estudi de la formacié del complex de Michaelis
entre una glicosil hidrolasa de la familia 16 (la 1,3-1,4-B-glucanasa) i el seu corresponent
substrat. Entendre el procés en el que el substrat s’'uneix a I'’enzim és un punt clau de cara a
raonar les seguients etapes de qualsevol mecanisme enzimatic. Sovint aquest procés ja porta
associats canvis conformacionals tant a nivell d’enzim com de substrat que contribueixen a la
catalisi, fent variar les diferéncies energétiques en el pas de reactius a productes. Per a les
B-glicosil hidrolases, existeixen diferents evidéncies experimentals que recolzen aquest fet. Aixi,
s’observen estructures distorsionades a nivell de substrat respecte les que correspondrien a les
estructures més estables en solucié. De totes maneres, es desconeixen els factors que
determinen que el substrat prefereixi unir-se a I'enzim en una conformacié o una altra, i les
implicacions mecanistiques que aixd té. La present tesi tracta de donar resposta a algunes
d’'aquestes qliestions emprant diferents técniques de dinamica molecular (classica i de primers
principis) en combinaci6 amb meétodes que permeten l'acceleracié d’esdeveniments al llarg

d’'una simulacié.



La present tesi esta estructurada en tres grans blocs: un bloc introductori (capitols | i 1) on
s’introdueix la familia d’enzims a la qual pertany la 1,3-1,4-8-glucanasa i s’estableixen els
objectius generals del present estudi; al capitol Il es resumeixen els fonaments de la
metodologia computacional emprada. En un segon bloc (capitols Il a VII) es descriuen les
simulacions portades a terme per tal de donar resposta a les preguntes obertes plantejades al
bloc introductori. Els resultats sén analitzats i discutits en cinc capitols diferents: al capitol Il
s’analitza I'estructura del complex de Michaelis de la 1,3-1,4-B-glucanasa amb un substrat tipus
metilumbeliferil-tetrasacarid; al capitol IV s’avalua i es descriu el mapa denergia lliure
conformacional de l'anell de B-D-glucopiranosa, i s’analitzen les propietats estructurals i
electroniques de cada conformacioé per tal de trobar una correlacié amb les distorsions presents
en diferents glucosidases; al capitol V s’avalua i es descriu el mapa d’energia lliure
conformacional del substrat un cop unit a la 1,3-1,4-8-glucanasa, i s'analitza I'efecte de diferents
mutacions puntuals del substrat; al capitol VI es porta a terme una simulacié del primer pas de
la reaccié enzimatica de la 1,3-1,4-8-glucanasa i s’analitza l'itinerari conformacional seguit pel
substrat; al capitol VIl es porta a terme una simulacié del procés d’entrada del substrat a la
cavitat enzimatica i s’analitzen les reorganitzacions a nivell de substrat i de proteina que tenen
lloc al llarg del procés. Cada capitol conté una breu introduccié especifica de cada cas concret,
informacié sobre els detalls computacionals emprats, i la descripcid i discussié dels resultats
obtinguts. Finalment al darrer bloc (capitol VIII) es resumeixen els resultats més rellevants
obtinguts en la present tesi i s’enumeren les principals conclusions. Addicionalment, s’han

adjuntat tres annexes que complementen la informaci6 dels diferents capitols.
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