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RESUMO

A glicosilacdo é a modificagdo de proteinas mais abundante que existe,
ocorrendo em todos os reinos da vida e com diversos tipos de ligacdo proteina-
carboidrato ja descritos. A ligacdo de um carboidrato em uma sequéncia de
aminoacidos pode afetar estrutura e funcdo desses, sendo importante para
estabilidade e rigidez de proteinas, localizagdo intracelular, sinalizacdo e
comunicacéo celular, adeséo, resposta imune e invasédo de parasitas, dentre outros.
Apesar do amplo papel bioldgico dessas moléculas, ainda ha poucos estudos acerca
de sua glicobiologia estrutural, em parte em decorréncia de caracteristicas, como
sua alta flexibilidade, que dificultam seu estudo por métodos como cristalografia de
raio X e ressonancia magnética nuclear. Nesse sentido, o presente trabalho tem por
objetivo caracterizar a estrutura e dinamica: 1) do glicopeptideo NETNES de
Trypanosoma cruzi, completamente glicosilado e inserido em membrana; e 2) dos
gangliosideos GM1, GD1b e GT1lb, em ambos os casos considerando solucdes
semelhantes as fisiolégicas. A metodologia empregada envolveu a simulagdo de
dissacarideos, construcdo de mapas de energia por metadindmica, montagem das
glicanas e simulagbes por dindmica molecular. Os parametros para as porg¢oes
sacaridicas foram desenvolvidos pelo nosso grupo, enquanto que os da membrana
foram retirados do trabalho de Kukol, A. J. Chem. Theory Comput., 2009,5:615-626.
No caso do NETNES, foram simulados quatro sistemas: membrana de
fosfatidilcolina, membrana com glicosil fosfatidil inositol, membrana com glicosil
fosfatidil inositol e NETNES com uma N-glicosilagdo e membrana com glicosil
fosfatidil inositol e NETNES com duas N-glicosilagdes. Os resultados obtidos
mostram que as propriedades da membrana e o modelo da ancora estdo de acordo
com os dados experimentais, e que a porcdo peptidica é bem flexivel,
principalmente o N-terminal, o qual se dobra na regido proxima as asparaginas da N-
glicosilagdo. Além disso o peptideo se curva sobre a superficie da membrana,
expondo ele proprio e algumas glicanas ao meio extracelular. Quanto aos
gangliosideos, cada um foi submetido a diversas simulagdes de dinAmica molecular,
utilizando dois campos de forca diferentes, e algumas com restricoes de distancias
de acordo com dados experimentais de Nuclear Overhauser Effect. Foram
realizadas analises dos diedros das ligacbes glicosidicas e das distancias entre
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hidrogénios, sendo que essa Uultima foi comparada com dados de ressonancia
magnética nuclear e cristalografia, indicando a capacidade dos campos de forca
GLYCAM, quando associado a restricbes de distancia, e do GROMOS96 em

reproduzir os dados experimentais conformacionais dos gangliosideos.



Xiv

ABSTRACT

Glycosylation is the most abundant protein modification, occurring across all
kingdoms of life and having several protein-carbohydrate linkages already described.
The appendage of a carbohydrate to an amino acid sequence can affect its structure
and function, being important for protein stability and rigidity, intracellular localization,
cellular signalization and communication, adhesion, immune response, parasites
invasion, among others. Despite the plentiful roles of those molecules, there are still
a few works of structural glycobiology, due to some sugar features, as high flexibility,
that hinder their characterization by experimental methods, such as X-ray
crystallography and nuclear magnetic resonance. In this context, the present work
aims to characterize and validate structure and conformation of: 1) NETNES
glycopeptide from Trypanosoma cruzi attached to all glycans and membrane; 2)
gangliosides GM1, GD1b and GT1b, in both cases considering solutions similar to
the physiologic one. The employed methodology involves disaccharide simulations,
construction of energy maps obtained from metadynamics, glycans building blocks
and molecular dynamics simulations. The parameters for saccharidic portions were
developed in our research group, and the ones for membrane were obtained from
Kukol, A. J. Chem. Theory Comput., 2009,5:615-626. In NETNES case, four systems
were simulated: POPC membrane, membrane with glycosylphosphatidylinositol,
membrane with glycosylphosphatidylinositol and one N-glycosylation NETNES, and
membrane with glycosylphosphatidylinositol and NETNES with two N-glycosylations.
The obtained results indicate that membrane proprieties and anchor model are in
good agreement with experimental data, and that the protein portion is very flexible,
mainly on the N-terminal, which bends on the region near the N-glycosylated
asparagines. Moreover, the peptide curves over membrane surface, exposing itself
and some glycans to extracellular medium. Regarding the gangliosides, each one
was submitted to several molecular dynamics simulations, using two different force
fields, and some of them with distance restraints according to experimental Nuclear
Overhauser Effect signals. Dihedrals distribution and hydrogens distances were
analyzed, and the latter was compared to nuclear magnetic resonance and
crystallography data, indicating the capability of GLYCAM, when associated with
distance restraints, and of GROMOS96 force fields to reproduce experimental data of

gangliosides conformation.
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1 Introducéao

1.1 Estrutura e conformacgéo de carboidratos

Carboidratos s@o as biomoléculas mais abundantes da Terra, sendo
divididos em trés grupos de acordo com seu tamanho: 1) monossacarideos,
compostos por um Unico agucar; 2) oligossacarideos, composto por unidades de
monossacarideos unidos por ligacdes glicosidicas; e 3) polissacarideos, que sdo
polimeros com mais de vinte monossacarideos (Nelson & Cox, 2008). Os
monossacarideos contém de trés a nove atomos de carbono em sua estrutura,
sendo pelo menos um deles quiral, assumindo, assim, estados configuracionais
dextrégiro (D-) ou levogiro (L-). Em meio aquoso, glicideos com 5 ou mais
carbonos ciclizam-se, formando anéis furanosidicos e piranosidicos, com 5 e 6
atomos no anel, respectivamente, 0s quais podem possuir 2 estados anoméricos,
a e B, os quais se referem a posi¢cdo axial ou equatorial, respectivamente, do
substituinte ligado ao carbono C1 (Nelson & Cox, 2008; Berg et al., 2007). As
piranoses possuem diversas conformacdes, tais como cadeira (C), bote (B), bote-
torcido (S), meia-cadeira (H) e envelope (E) (Figura 1). A conformacgao de cadeira
é geralmente a preferencial e possui 2 formas possiveis, *C; e *C4 (Fushinobu et
al., 2008).

Devido a todas essas variagdes na conformagéo dos carboidratos, a IUPAC
possui recomendacfes especificas para descrevé-los (IUPAC-1UB, 1980; IUPAC-
lUB, 1983; IUPAC-IUB, 1996). Assim, 0s monossacarideos sdo escritos com
codigos de trés letras, precedidos pelo descritor anomérico (a ou ) e pelo
simbolo da configuracdo (b ou L). O tamanho do anel sera indicado pelas letras “f”
ou “p”, em itélico, para furanoses e piranoses, respectivamente. Quando ha
ligacdo glicosidica, os numeros dos carbonos envolvidos na ligagdo serdo dados
dentro de parénteses, separados por uma flecha, e entre os cdédigos dos
carboidratos, como por exemplo, B-D-GlcpNAc-(1 — 4)-B-D-GlcpNAc, que significa
gue uma N-acetil glicosamina de anémero 3 esta ligada no oxigénio do carbono 4

de outra N-acetil glicosamina de anémero 3.



Figura 1: Representacdo do globo de conformages dos anéis piranosidicos de
Cremer e Pole (adaptado de Fushinobu et al., 2008). Essas podem ser cadeira
(C), bote (B), bote-torcido (S), meia-cadeira (H) e envelope (E), sendo a primeira a

forma mais estavel delas.

1.2 Glicosilagéo

A glicosilacdo é a modificacéo de proteinas mais abundante na natureza. Ela
foi primeiramente demonstrada no fim dos anos 1930, e por muito tempo se
pensou que ela s ocorria em eucariotos. Somente a partir dos anos 70 é que
foram descobertas glicoproteinas em arqueias e bactérias (Sleytr, 1975; Mescher
& Strominger, 1976; Sleytr & Thorne, 1976). Hoje, sabe-se que essa modificacéo
ocorre co- e pos-traducionalmente em um amplo espectro de organismos, desde
eubactérias até eucariotos (Spiro, 2002).

Atualmente, encontram-se descritos seis tipos de ligacbes entre
aminoacidos e carboidratos: N-glicosilacdo, fosfoglicosilagdo, glipiacdo, O-

glicosilagdo, C-glicosilacdo e S-glicosilacdo, envolvendo pelo menos 13



monossacarideos diferentes e 8 tipos de aminoacidos (Spiro, 2002; Stepper et al.,

2011; Pol-Fachin, 2010) (Figura 2). As trés primeiras, as quais foram estudadas

na presente dissertacdo, seréo detalhadas a seguir.

HoN

COOH

N-glicosilagao

e Arg = Glc
¢ Asn = Rha, Glc, GalNAc ou
GIcNACc
-
o HO
A %
2 g7 \/\O/\\
(0] 0.
R OH OH
OH OH
Glipiacao

e C-terminal = EtN-P-Man

CH,0H
H
0. N
OH OH \
OH
H,C
CH—NH,
HO—C

C-glicosilacao
e Trp = Man

COOH
CH,OH

OH o NH,
OH
NAc

O-glicosilacao &

¢ Ser = Glc, FucNAc, Xyl ou Gal

* Hyp = GIcNAc, Gal ou Ara

s Hyl - Gal

e Tyr > Gal ou Glc

¢ Ser/Thr = GlcNAc, GalNAc, Gal,
Man, Fuc, Pse ou DiAcTridH

e Thr = Man, GIcNAC, Glc ou Gal

I
HoN C.
< ~
CH,OH \(l:H on
o CH,
OH S//
OH
OH
S-glicosilagao
¢ Cys = Glc, HexNAc
COOH
CH,OH
o |
OH OH 0—P—0 NH,
OH OH

Fosfoglicosilacao

¢ Ser/Thr = GlcNAc, Man, Fuc
ou Xyl

Figura 2: Representagéo dos tipos de liga¢des glicosidicas ja identificados.

1.2.1 N-glicosilagao

A N-glicosilacdo envolve a transferéncia em bloco do tetradecassacarideo

GlcsMangGIcNAc, do carreador dolicol

fosfato, na membrana do reticulo

endoplasmatico (RE), para o nitrogénio da cadeia lateral de um amino&cido



aceptor, arginina ou asparagina (Larkin & Imperiali, 2011). No caso da
asparagina, residuo mais comumente envolvido nesta ligacdo, o residuo aceptor
deve estar contido na seguinte sequéncia consenso (Marshall, 1972):
N - {P}- SIT - {P}
» O primeiro residuo é a asparagina que sera glicosilada;
» Na segunda e quarta posi¢cdes, podem haver quaisquer aminoacidos a
excec¢ao da prolina (Bause, 1983);
» O terceiro residuo pode ser serina ou treonina, sendo que ha uma modesta
preferéncia por treonina (Gavel & Von Heijne, 1990).

A montagem da glicana, isto €, da éarvore glicidica, comecga na face
citoplasmatica da membrana do RE com a transferéncia de cada monossacarideo
para o carreador dolicol fosfato, processo este catalizado por uma série de
glicosiltransferases da familia Alg (asparagine-linked glycosylation). A via inicia
com adicdo de dois residuos de GIcNAc e cinco de manose, formando um
heptassacarideo (GIcNAc;Mans). Esta estrutura sofre uma inversdo do lado
citoplasmatico do RE para o luminal, em um processo ainda pouco compreendido
(Larkin & Imperiali, 2011), mas potencialmente associado a flipase Rftl (Helenius
et al., 2002). A construcao da glicana continua na face luminal, com a adi¢cdo de
guatro manoses e trés glicoses terminais, formando o tetradecassacarideo final
GIcNAc;MangGlcs. Este, por fim, sera transferido para a cadeia lateral da
asparagina por um complexo multimérico de atividade oligossacaril transferase
(Larkin & Imperiali, 2011) (Figura 3) que reconhece a sequencia consenso e a
estrutura secundaria de turn nessa regido (O’Connor & Imperiali, 1997; Imperiali
et al., 1992). Apesar da estrutura do tetradecassacarideo ser bem conservada
entre eucariotos, varias espécies de protozodrios perderam algumas das
glicosiltransferases durante a evolugéo e, por isso, apresentam formas truncadas
da glicana (Guha-Niyogi et al., 2001; Parodi, 1993; Samuelson et al., 2005), e.g.,
em Trypanosoma cruzi ha a transferencia da arvore GIcNAc,Mang (Parodi, 1993).

A (glicoproteina sera entdo processada por varias glicosidases e
glicosiltransferases no RE e no complexo de Golgi e, em decorréncia destas
modificacdes, hd uma imensa diversidade de glicoconjugados descritos (Helenius



& Aebi, 2001; Larkin & Imperiali, 2011), importantes para iniameras funcdes
biolégicas, como reconhecimento, sinalizacdo, adesédo, migracdo e comunicacao
celular, resposta imune, resisténcia a proteases e antigenicidade. Tal importancia
pode ser evidenciada no fato de que mutacdes nas etapas de biossintese de
glicanas sao causa de um grupo de doencgas debilitantes e frequentemente fatais,
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chamadas de desordens congénitas da glicosilagao (Larkin & Imperiali, 2011).
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Figura 3: Via da N-glicosilacdo na membrana do RE em Saccharomyces
cerevisiae. O processo inicia-se com a adicdo de monossacarideos a uma
molécula de dolicol fosfato ancorada a face citosdlica da membrana do RE. Apés
a formacao do heptassacarideo GIcNAc;Mans, sua estrutura € revertido ao limen
do RE e sofre a incorporacdo de mais sete monossacarideos. Em seguida, esse
oligossacarideo é transferido para o polipeptideo nascente, que pode ainda sofrer
ciclos de adicdo e remocdo de residuos de glicose (adaptado de Larkin &
Imperiali, 2011).

1.2.2 Fosfoglicosilagao

Durante os anos 90, um novo tipo de glicoproteinas foi descrito cujos
oligossacarideos sdo ligados na porgdo protéica por ligagbes fosfodiéster, em
uma modificacdo covalente de proteinas que ficou sendo conhecida como
fosfoglicosilacdo (Mehta et al., 1996). Até o presente momento h& poucas



informacdes sobre a sintese e abrangéncia de organismos com esse tipo de
glicosilagdo. Ela j& foi descrita em alguns eucariotos, tais quais parasitas
unicelulares e amebas (Haynes, 1998), entretanto ainda se encontra ausente em
mamiferos e outros vertebrados, fato que aumenta seu potencial como alvo de
novos farmacos (Majumdar et al., 2005). A localizagdo intracelular dessas
glicoproteinas varia de acordo com o organismo a qual pertencem, sendo que ja
foram encontradas em lisossomos, superficie celular e em proteinas secretadas
(Haynes, 1998).

A proteinase | de Dictyostelium discoideum foi a primeira proteina
caracterizada com a ligacao fosfodiéster, nesse caso entre uma serina e uma N-
acetil-glicosamina (a-D-GIcpNAc-1-POy4-Ser). A enzima responsavel é a UDP-
GIcNAc:Ser-proteina  N-acetil-glicosamina-1-fosfotransferase, a qual foi
identificada e purificada de membranas da por¢ao trans do complexo de Golgi de
D. discoideum (Lang et al., 1986; Merello et al., 1995). Quanto a especificidade do
substrato, foi descoberto que essa transferase tem preferéncia por regides
peptidicas com serinas, embora ndo haja uma sequéncia consenso, e por regides
com caracteristicas conformacionais das cisteino proteinases similares a papaina
(Mehta et al., 1997).

Em T. cruzi, algumas proteinas, como NETNES e glicopeptideos reativos ao
anticorpo monoclonal WIC29.26, tiveram ligagGes fosfodiéster caracterizadas,
sendo elas Man-1-POy-Ser e Xyl-1-PO4-Thr/Ser, respectivamente (Majumdar et
al., 2005). J& no género Leishmania, a fosfoglicosilacdo é o tipo de glicosilagédo
predominante, envolvendo diversos tipos de moléculas, como a fosfatase acida
secretada, as fosfoproteoglicanas, lipofosfoglicanas e fosfoglicana extracelular
hidrofilica, sendo a maioria das liga¢cdes descritas como Man-1-PO,4-Ser (Haynes,
1998; Ilg, 2000; Majumdar et al.,, 2005). Varios estudos apontam que a
fosfoglicosilacdo nesses parasitas confere resisténcia a proteinases e inibem a
formagdo de estruturas secundarias além de que, no caso das
fosfoproteoglicanas de Leishmania, elas sdo importantes para colonizagdo no
hospedeiro intermediario e para sobrevivéncia em ambiente hostil (Majumdar et
al., 2005). Quanto a biossintese, até hoje s6 foi caracterizada a enzima Man-1-
fosfotransferase de promastigotas de Leishmania mexicana na regido cis do



complexo de Golgi (Moss et al., 1999). Essa enzima cataliza a transferéncia de a-
D-Man-1-fosfato para residuos de serina, preferencialmente flanqueados por
aspartato e glutamato (Spiro, 2002).

1.2.3 Glipiacao

A glipiacdo é a ligagdo de uma ancora de glicosil fosfatidil inositol (GPI) ao
residuo C-terminal da proteina. Esta modificagdo foi caracterizada ha quase 30
anos, na glicoproteina variante de superficie de Trypanosoma brucei e na Thy-1
de timdcitos de mamiferos (Ferguson et al., 1985; Homans et al., 1988). A ancora
de GPI esta distribuida amplamente em eucariotos, incluindo protozoarios,
fungos, plantas, insetos e mamiferos, mas também foi descoberta em archea
(Spiro, 2002; Paulick & Bertozzi, 2008). As proteinas que sofrem essa
modificagdo pos-traducional variam de tamanho, desde 12 aminoacidos até 175
kDa, e possuem diversas func¢des bioldgicas, tais como atividade enzimatica,
interacdo celular, regulacdo do sistema complemento, antigenos de mamiferos,
protecdo e antigenicidade de Trypanosoma (Paulick & Bertozzi, 2008). Apesar
dessas moléculas apresentarem diferentes fun¢des, o Unico papel ja confirmado
do GPI é o ancoramento da proteina em membrana, tornando-a resistente a
maioria das proteases e lipases extracelulares (Low & Saltiel, 1988). Contudo,
trabalhos empregando experimentos de dicroismo circular e imunoafinidade
sugerem que o GPI é capaz de modificar a conformacéo da proteina ligada a ele
(Butikofer et al., 2001; Barboni et al.,, 1995). Adicionalmente, estudos de
ressonancia magnética nuclear (RMN) e fluorescence resonance energy transfer
(FRET) indicam que o GPI influencia a estrutura proteica por interagir diretamente
com ela ou por fazé-la interagir com a membrana celular (Homans et al., 1989;
Lehto & Sharom, 2002), apontanto também para um papel ativo do GPI sobre a
estrutura das proteinas glipiadas.

Apesar da vasta distribuicdo em eucariotos e das diversas estruturas ja
relatadas, as ancoras de GPI apresentam uma porc¢édo glicidica padrdo, chamada
de nucleo glicidico (glycan core), formada por a-b-Manp-(1—2)-a-b-Manp-(1—6)-a-
D-Manp-(1—-4)-a-bD-GlcNp-(1—-6)-myo-inositol (Figura 4) (Paulick & Bertozzi, 2008).
As variagdes entre os GPIs ocorrem nas ramificagbes desse nucleo, onde podem



ser adicionados residuos de fosfoetanolamina (ETNP), manose, galactose e acido
sidlico, dentre outros acucares, de acordo com o organismo (Tabela 1). Por
exemplo, j& foi descrita a ligacdo de ETNP na segunda ou terceira manose do
ndcleo em eucariotos superiores, mas ndo em protozoarios. Entretanto, s6 foi
caracterizada uma modificagdo na glicosamina, que ocorre no NETNES de T.
cruzi (Paulick & Bertozzi, 2008). Além da grande diversidade na porcao glicidica,
também ha variagbes no lipideo, tanto no tipo, que pode ser um diacilglicerol, um
alquilacilglicerol ou uma ceramida, quanto no tamanho e saturagao, de 14 a 28
atomos de carbono, saturados ou insaturados (Ropert & Gazzinelli, 2000; Paulick
& Bertozzi, 2008).
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Figura 4: Estrutura glicidica padrdo das ancoras de GPI. Em azul a liga¢do do C-
terminal da proteina com a fosfoetanolamina, em verde a ligacdo do myo-inositol
com o fosfolipideo, e em vermelho as posigcdes com maior variabilidade entre os

organismos.
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A biossintese da ancora de GPI € bem descrita em mamiferos e leveduras,
sendo um processo de aproximadamente 11 etapas (Figura 5), iniciando na face
citoplasmatica do RE e culminando com o encaminhamento da molécula
ancorada para o Golgi, onde sofrerd& modificacbes na estrutura, ou para a
membrana celular (Orlean & Menon, 2007). Nao foram descritas até 0 momento
as transferases responsaveis pela adicdo de outros glicideos, diferentemente das
enzimas responsaveis pelas modificagcbes da parte lipidica, envolvendo a
remogédo da cadeia acila do inositol e a introducdo de cadeias mais longas,
importantes para associacdo com os microdominios de membrana, chamados de
rafts lipidicas (Paulick & Bertozzi, 2008).

Sintese e flipping dos doadores Biossintese do GPI
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PSDl UDP-El UDP Acetato
(Golgi/mito)
\j DPM1
Q g (1¢ —A L\ 1S
N ry e g‘\ P @ oP @ TP ‘\
T Iy n "
. 1% o
A \»- P > P

—_— 1 ( N \:"55! \: N 6 Pa|mitoi|-CoA/?}

ro-proteina =

P P DAG PE DAG PE  Dol-P Dol-P-@ CoA
<— i . Dol-P Dol-P-@ Dol-P
P 2 L pr (D i

' Il " I

,6

Q O‘H
b F P N Seq. sinal C Seq. sinal
E,I AE”_PI V EtNP M GIcNAc N GIcN @ Man § Dol-P | the,m : C(Lerm

Figura 5: Etapas da biossintese da ancora de GPI. (1) Transferéncia de uma N-
acetil-glicosamina para o Pl por meio da acdo de varias enzimas; (2) remocao da
N-acetilacdo da N-acetil-glicosamina pela PIG-L; (3) flipping da molécula da face
citoplasmatica para face luminal do RE; (4) acilacdo do inositol pela PIG-W; (5)
adicdo da primeira manose, Man-1, pela PIG-M; (6) adicdo da ETNP na Man-1
pela PIG-N; (7) PIG-V adiciona a segunda manose, Man-2; (8) a terceira manose,
Man-3, é aditada pela PIG-B; (9) PIG-O faz com que Man-3 sofra adicdo de uma
ETNP, a qual sera posteriormente ligada a proteina; (10) adicdo de uma ETNP a
Man-2 é feita pela proteina Gpi7; (11) Apés a tradugdo da proteina, a sequéncia
sinal C-terminal é removida e substituida pela ancora de GPI na face luminal do
RE por meio da acao da GPI transamidase (adaptado de Orlean & Menon, 2007).
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1.3 Fosfolipideos e membrana plasmatica

A membrana plasmatica € uma importante estrutura celular que define
limites, regula o transporte de moléculas e ions, mantém diferencas fisico-
qguimicas entre o citosol e a parte extracelular e é importante para comunicagédo
celular. Ela é composta por lipideos, proteinas, carboidratos e colesterol, sendo
gue a proporcéo desses varia de acordo com o tipo de membrana, o que reflete
na sua especializacdo e na diversidade de funcbes biolégicas (Nelson & Cox,
2008; Alberts et al., 2010). No que diz respeito aos seus lipideos, eles sao
anfipaticos, isto €, possuem uma por¢ao hidrofébica (ou cauda apolar) e outra
hidrofilica (também chamada de cabeca polar) e por isso, em meio fisioldgico, se
agregam espontaneamente, formando micelas, lipossomos, vesiculas ou
bicamadas lipidicas (Figura 6). Nesse Uultimo caso, as regibes polares estao
voltadas para o ambiente aquoso e a parte apolar de cada camada interage
consigo mesmo, mas ndo com a agua (Nelson & Cox, 2008; Alberts et al., 2010).

Bicamada
lipidica

Figura 6: Estrutura representativa de uma membrana plasmatica com seus

constituintes majoritarios (adaptado de Alberts et al., 2010).

Em linhas gerais, existem 5 tipos de lipideos de membrana (Figura 7): 1)
glicerofosfolipideos; 2) galactolipideos e sulfolipideos; 3) lipideos tetraéter em
Archea; 4) esfingolipideos; e 5) esterdis. Dentre esses, 0s mais abundantes sdo
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glicerofosfolipideos e alguns esfingolipideos, os quais se caracterizam pela
presenca de uma ligacdo fosfodiéster, e devido a isso sdo chamados de
fosfolipideos. O primeiro possui dois acidos graxos e um grupo altamente polar ou
carregado ligados em um glicerol, enquanto que o ultimo tem somente um &cido
graxo e o grupo polar ligados a uma esfingosina. Outros esfingolipideos néo
possuem fosfato, mas sim agulcares na sua porcdo polar, sendo subdivididos em:
1) glicolipideos, quando apresentam carboidratos neutros; e 2) gangliosideos,
guando possuem residuos de acido acetilneuraminico (ou acido sialico), o qual

confere uma carga negativa a molécula (Nelson & Cox, 2008; Alberts et al., 2010).
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Figura 7: Representacdo esquematica dos diferentes tipo de lipideos que podem
compor a membrana plasmatica (adaptado de Nelson & Cox, 2008).

Esses varios tipos de lipideos, proteinas e colesterol que compdem a
membrana impactam diretamente em sua versatilidade de funcdes. A sua fluidez,
por exemplo, depende da composi¢do lipidica e da temperatura, e.g., caudas
apolares curtas ou com insaturagcbes tornam a membrana mais fluida ao
promoverem uma diminuicdo da interacdo com outras caudas (Fagone &
Jackowski, 2009; Alberts et al., 2010). Adicionalmente, a multiplicidade de papéis
de membranas envolve uma grande plasticidade na composicdo da prépria
bicamada, que pode ter a localizacdo de seus lipideos modificada ao longo do
tempo e de estimulos bioquimicos por movimentos de flip-flop e difusao lateral.

Apesar dessa distribuicAo e movimentacédo, diferentes lipideos podem se
agrupar transientemente, criando dominios como as balsas lipidicas (lipid rafts).
Nessas, glicoesfingolipideos, 0s quais possuem cadeias apolares maiores e

saturadas, formam associac¢des estaveis com moléculas de colesterol na camada
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externa da membrana (Nelson & Cox, 2008; Alberts et al., 2010). Esses
microdominios sdo mais espessos e ordenados, ou seja, menos fluidos que o
restante da membrana, sendo mais dificeis de serem dissolvidos com detergentes
nao-ibnicos. Ainda, os componentes da balsa lipidica oferecem uma base de
associacdo mais favoravel a moléculas como GPl e acidos graxos longos e
saturados, auxiliando na organizacdo de certas proteinas de membrana. Essa
segregacao dos diferentes tipos de proteinas de membrana € funcionalmente
importante, e.g., receptores e proteinas de sinalizagdo geralmente se encontram
ou sao recrutados para as balsas lipidicas (Nelson & Cox, 2008; Mishra & Joshi,
2007). Além disso a interacdo de um ligante com uma molécula da balsa induz a
coalescéncia desses microdominios transientes (Figura 8A), formando
plataformas estaveis de sinalizagédo (Figura 8B e 8C) (Rodgers & Zavzavadjian,
2001; Kusumi et al., 2004).
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Figura 8: (A) Esquema de microdominios transientes de balsas lipidicas, cuja
divisdo em pequenos compartimentos € auxiliada pelo citoesqueleto de actina,
com movimentacgdo de proteinas para dentro e fora da raft. A estimulagdo por um
ligante, tanto de receptor proteico (B) quanto de um glicoesfingolipideo (C), leva a
coalescéncia desses microdominios apés a reorganizacao da actina, aproximando
moléculas que estavam em diferentes balsas, ativando uma cascata de

sinalizacao (adaptado de Mishra & Joshi, 2007).

1.4 Importancia dos carboidratos em moléculas de superficie celular

A superficie de muitas células sdo cobertas por uma densa capa de
acucares, provenientes de diferentes tipos de glicoconjugados, cuja porgdo
sacaridica € imensamente variavel, ndo s6é na composicdo mas também na
guantidade, sendo em alguns casos uma parte substancial da massa de
glicoproteinas (Varki et al., 2009; Roseman, 2001). Esses carboidratos possuem
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duas classes de fungdes biolégicas (Figura 9): 1) estrutural e modulatoria; e 2)
interacdo molecular e reconhecimento por proteinas ligadoras de glicanas (PLGS),
tanto enddgenas (ou intrinsecas) quanto exdgenas (ou extrinsecas) (Varki et al.,
2009). Com relacdo a primeira, podemos exemplificar as funcbes de protecdo
(conferida as moléculas presentes na superficie celular), estabilizacdo e
organizagcdo (Tabela 2) (Varki, 1993). Ja no caso de interagbes moleculares,
existem receptores que reconhecem os residuos terminais das arvores glicidicas
dos glicoconjugados, mediando ac¢des de depuracdo, trafego intracelular e
respostas imunes. No que tange o reconhecimento intrinseco, sabe-se que os
carboidratos presentes na superficie celular podem interagir com PLGs ou com
outros glicideos, como é o caso da familia das selectinas cuja ligacdo com
ligantes sacaridicos medeia a interagdo entre células sanguineas e vasculares em
situacdes normais e patolédgicas, ou até mesmo o modelo de ziper de carboidratos
entre proteoglicanas de superficie de esponjas, favorecendo a agregacao celular
(Lis & Sharon, 1993; Spillmann & Burger, 1996; Varki et al., 2009).

Fungdes estruturais e
modulatérias
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Figura 9: Principais funcdes das glicanas (adaptado de Varki et al., 2009). Os
carboidratos possuem func¢des estruturais e modulatorias, bem como
reconhecimento por proteinas, podendo ser intrinseco (endégena) ou extrinseco
(exégena). No primeiro caso, os carboidratos de uma célula sdo reconhecidos

pelas PLGs ou da mesma célula ou de outra, mas do mesmo organismo. Ja no
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reconhecimento extrinseco, as glicanas de um microorganismo ou de sua toxina

sdo semelhantes as do hospedeiro, interagindo com as PLGs deste ou vice-versa.

Tabela 2: Fungdes estruturais e modulatorias das glicanas.

Local Funcdes

Manutencgé&o da estrutura tecidual,
Matriz extracelular porosidade e integridade
Auxilio da organizacao geral da matriz

Correto enovelamento de proteinas
Reticulo endoplasmatico Manutenc¢éo da solubilidade e
conformacao proteica

Modulacao da atividade de acordo com
a extenséo e o tipo de glicosilagéao
Armazenamento de fatores de
Hormaonios e fatores de crescimento crescimento ligadores de heparina
interagindo com glicosaminoglicanos da
matriz extracelular, prevenindo sua

difusdo do sitio de acéo

Barreira fisica
- Protecao, dificultando o reconhecimento
Superficie externa da membrana _ )
do polipeptideo por proteases ou

anticorpos

No contexto de reconhecimento extrinseco, as glicanas podem agir como
sitios de ligacdo para diversos tipos de virus, bactérias e parasitas, ou como alvos
de toxinas de plantas e bactérias. Como consequéncia, ndo é incomum que
patdbgenos possuam glicoconjugados em sua superficie, formando uma capa
espessa de estrutura glicidicas idéntica ou semelhante a das células do
hospedeiro, em uma estratégia chamada de mimetismo molecular que o0s
possibilita evadir o sistema imune (Varki et al., 2009). Além disso, no caso da
interacdo entre hospedeiro intermediario e parasitas, postula-se que haja 3
mecanismos de invasdo do epitélio intestinal dos invertebrados apés a ingestao
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do sangue infectado (Figura 10). O primeiro mecanismo envolve a ligagdo da
glicanas do vetor com a PLG do parasita. No segundo, ocorre o inverso, ou seja,
€ a PLG do hospedeiro quem reconhece as glicanas presentes em capsulas
glicosiladas ou em glicoproteinas de membrana. J& no terceiro mecanismo, ocorre
a interacdo de multiplas moléculas de PLGs e glicanas, gerando um efeito de
“velcro”, onde inclusive pode haver reconhecimento proteina-proteina para

aumentar a adeséao (Dinglasan & Jacobs-Lorena, 2005).

(A) (B) ©)

Patdgeno Patdgeno

Célula do hospedeiro

Figura 10: Mecanismos de adesao entre proteina-carboidrato utilizados por alguns
patégenos. (A) Interacdo da PLG do patdgeno com a glicana da célula do
hospedeiro. (B) Glicana presente em glicoconjugados de membrana de patégenos
¢ ligada a PLG do hospedeiro. (C) Reconhecimento reciproco, ocorrendo diversas
interagbes PLG-glicana. Nesse Ultimo caso, pode ocorrer inclusive
reconhecimento proteina (P)-proteina (P) (adaptado de Dinglasan & Jacobs-
Lorena, 2005).

1.4.1 Glicopeptideo NETNES de Trypanosoma cruzi

T. cruzi é um protozoario parasita, cujo ciclo de vida envolve hospedeiros
vertebrados e invertebrados para o desenvolvimento de seus 4 estégios (Figura
11). A forma epimastigota é encontrada no trato digestivo de triatomineos. Apds
esses insetos se alimentarem do sangue de algum animal, eles defecam na

regido préxima a picada, liberando a forma infectiva do parasita nas fezes,
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chamada de tripomastigota metaciclico, as quais irdo invadir as células do
hospedeiro vertebrado a partir do local da picada. Quando eles entram em contato
com o citoplasma, diferenciam-se em amastigotas, fase intracelular replicativa. O
acumulo de amastigotas induz o rompimento celular, quando os protozoarios se
diferenciam em tripomastigotas e sao liberados na circulagdo sanguinea. Caso
um triatomineo se alimente de um hospedeiro infectado, ele ir4 ingerir essas

formas tripomastigotas (Burleigh & Andrews, 1995).

CICLO DO Trypanosoma cruzi CICLO DO Trypanosoma cruzi EM
EM TRIATOMINEOS HUMANOS E OUTROS MAMIFEROS

Diferenciacao para formas
tripomastigotas metaciclicas Liberacao das formas
tripomastigotas metaciclicas
junto com as fezes e a urina
do triatomineo durante o
repasto sanguineo

Formas tripomastigotas
metaciclicas invadem células
hospedeiras no sitio de
inoculacao &=

¢ i)

Tripomastigotas sanguineos
se difundem, através das

«\/?. ‘g\,\

Conversao para forma
epimastigota e multiplicagao
na por¢éo média do intestino

correntes sanguinea e
linfatica, infectando outras
células @ novamente se
transformendo em
amastigotas intracelulares

4 £ o "7
7/ A Rl
¢ e
\ Apos penetrarem nas celulas,
Tand os tripomastigotas se
4.7 transformam em amastigotas
Il r én (N € se multiplicam

-
== Amastigotas intracelulares se P
r P
Ingestao de formas . ; _ transformam em e )
tripomastigotas sanguineas Triatomineo se alimenta de tripomastigotas e, com o -
pelo vetor sangue do homem e de rompimento das células,
outros mamiferos entram nas correntes

sanguinea e linfatica

Figura 11: Ciclo de vida do T. cruzi. Desenvolvimento e diferenciacdo dos 4
estagios do T. cruzi nos hospedeiros: 1) epimastigota, encontrado nos
triatomineos; 2) tripomastigota metaciclico, forma infectante liberada nas fezes do
barbeiro e que invade as células do outro hospedeiro; 3) amastigota, fase
replicativa intracelular; 4) tripomastigota, encontrado na circulagdo sanguinea
(Infogréfico: Venicio Ribeiro, ICICT/Fiocruz).

Nos hospedeiros vertebrados, o T. cruzi é o agente causador da Doenca de
Chagas, cuja distribuicdo se estende do sul dos Estados Unidos até o sul da
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América do Sul (Braz et al., 2011). Apesar do numero de infec¢bes ter diminuido,
em funcao de programas de controle de vetores, essa doenca ainda afeta cerca
de 15 milhdes de pessoas na América Latina (Almeida & Gazzinelli, 2001,
Rodrigues et al., 2012), sendo um problema para a saude publica, pois cerca de
20% a 30% dos pacientes em estagio crénico apresentam problemas cardiacos
ou gastrointestinais. Além disso, a maioria dos individuos afetados estdo em uma
idade produtiva, caracterizando a Doenca de Chagas como uma das mais
importantes causas de aposentadoria precoce (Oliveira et al., 2011).

Como ja mencionado anteriormente, os carboidratos possuem importantes
funcdes em muitos organismos, como comunicacao celular, regulacao do sistema
complemento, interacdo celular (Paulick & Bertozzi, 2008). Neste contexto, 0s
parasitas sintetizam diversas estruturas sacaridicas envolvidas na invasdo celular
e evasdo do sistema imune (Mendonca-Previato et al., 2005). Estes
glicoconjugados na superficie do T. cruzi variam de acordo com seu estagio de
desenvolvimento. Na forma epimastigota, ha uma cobertura de GIPLs, mucinas e
moléculas de menor abundancia intercaladas, tais como o NETNES (MacRae et
al., 2005).

O NETNES é um glicopeptideo de baixa abundancia, encontrado em
epimastigotas. Em 2005, MacRae e colaboradores caracterizaram a composi¢cao
dessa molécula por espectrometria de massas (MacRae et al., 2005). Contudo,
sua estrutura tridimensional e funcéo biolégica ainda sdo desconhecidas.

Esse glicopeptideo é considerado uma das moléculas mais complexas ja
descritas em eucariotos. Consiste em um peptideo de 13 aminoacidos com
diversas modificacbes pos-traducionais, incluindo uma glipiagdo, duas
fosfoglicosilacbes e uma ou duas N-glicosilagbes (Figura 12). Além disso,
diferente de muitos glicoconjugados de T. cruzi, o NETNES n&o possui residuos
de galactose e, consequentemente, de acido sialico, mas possui manose em
abundancia, tornando possivel a sua interagcdo com lectinas especificas de

manose presentes no intestino do vetor (MacRae et al., 2005).
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Figura 12: Duas formas de NETNES existentes, (A) com uma N-glicosilagcéo e (B)

com duas N-glicosila¢des (adaptado de MacRae et al., 2005).

1.4.2 Gangliosideos

Gangliosideos séo glicoesfingolipideos acidos, propriedade esta decorrente
da presenca, em sua cabeca polar, de residuos &cido siélico, além de outros
carboidratos, fazendo com que essas moléculas sejam muito polares (Cantu et
al., 2011). O termo acido sidlico refere-se a todos os derivados do &cido
neuraminico presentes nos gangliosideos: 5-N-acetil-, 5-N-acetil-9-O-acetil- e 5-N-
glicolil-neuraminico. Em humanos saudaveis, o derivado mais abundante é o 5-N-
acetil (Yu & Ledeen, 1972). J& o 5-N-acetil-9-O-acetil- foi encontrado em cérebro
de camundongos (Chigorno et al., 1982, Ghidoni et al., 1980), e o 5-N-glicolil- em
casos de cancer de mama (Marquina et al., 1996).

Em funcdo de alta variabilidade da por¢édo sacaridica dos gangliosideos,
Svennerholm criou designagbes mais simples para essas moléculas
(Svennerholm, 1980), utilizadas até hoje. De acordo com essa nomenclatura,
utiliza-se (Figura 13):

» Letra G: para gangliosideo
e Letras M, D, T: considerando o numero de acidos sialicos presente na

estrutura (mono, di ou tri)
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 Numeros 1, 2 ou 3: de acordo com a sequéncia oligossacaridica, sendo:
0 1 para Gal-GalNAc-Gal-Glc
0 2 para GalNAc-Gal-Glc
o0 3 para Gal-Glc
» Letras a, b ou c: referente a localizacdo do acido sialico, para diferenciar as

moléculas.
Série 1 Série 2 Série 3
drie M
Série (L-D-Ga|-(1-3)-((-D-GS|NAC-(1-4)-(L-D-G.3|-(1-4)-((-D-G|C
3
2
GM1a (1-D\-Téia u-D-GalNAc-U4)«1-D-G.al-(1-4)-u-D-GIc (:-D-Glez|~(14)-u-D-Glc
3 3
GM2 2 2 GM3
u‘D-(%al-(1—3)»((—D-Ga|NAC-(1-4)-(1-D~Gal-(1-4)-((~D-G|C u-D\—rSia «-D-Sia
2 GM1b
a-D-Sia
Série D
u—D-G'aI-(1—3)—((—D-Ga|NAC—(1~4)—(1-D—C'Sal-(1-4)—((—D—Glc
3 3
2 GD1a 2 a-D-GalNAc-(1-4)-a-D-Gal-(1-4)-a-D-Glc @D-Gal-(1-4)-a-D-Gle
«-D-Sia a-D-Sia 3 3
2 2
GD2 (x-D-:Sia a-D-Sia GD3
a-D-Gal-(1-3)-a-D-GalNAc-(1-4)-a-D-Gal-(1-4)-a-D-Gle B )
3 2 2
GD1t 2 a-D-Sia a-D-Sia
((-D-:Sla
8
2
«-D-Sia

Figura 13: Esquema ilustrando a nomenclatura de Svennerholm para

gangliosideos.

Os gangliosideos estdo presentes em todas as células de mamiferos,
predominantemente localizados em microdominios na camada externa da
membrana plasmética (DeMarco & Woods, 2009), e particularmente abundantes
no sistema nervoso (Cantu et al., 2011). Estdo envolvidos em intera¢des da célula
com o meio extracelular, desempenhando importantes fun¢des biolégicas como
neurodiferenciacdo, sinaptogénese e transmisséo sindptica (Mandal & Pettegrew,
2004). Além disso, a presenca de anticorpos contra alguns gangliosideos é a
causa de vérias doencas autoimunes (Tabela 3), e ha diversos estudos
demonstrando sua participacdo em processos relacionados a outras patologias,

agindo como alvos e facilitando a entrada de virus, tais como influenza, virus da
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imunodeficiéncia humana e rotavirus (Suzuki et al., 1992; Sato et al., 1996; Guo et
al., 1999; Hug et al., 2000), além de toxinas bacterianas, como as de Escherichia
coli, Vibrio cholerae, Clostridium tetani, Clostridium botulinum, Neisseria
gonorrhoeae (Eidels et al., 1983; Bernardi et al., 2002). Nesse contexto, torna-se
importante compreender a complexidade estrutural dos gangliosideos, seu
metabolismo, topologia celular, funcBes bioldgicas, implicacbes patologicas,
interacdo proteina-carboidrato, bem como desenvolvimento de farmacos (Zhang &
Kiechle, 2004; Sonnino et al., 2006).

Tabela 3: Doencas autoimunes relacionadas aos gangliosideos (adaptado de
Zhang & Kiechle, 2004).

) o Anticorpos anti- _
Neuropatia Periférica o Sintomas
gangliosideos

o ~ Anti-GM1, anti-GM2,  Fraqueza progressiva dos
Sindrome de Guillain-Barré

anti-GQ1b membros, arreflexia
) _ _ Fraqueza motora com leve
Neuropatia motora multifocal Anti-GM1 _
atrofia muscular

) _ _ _ Oftalmoplegia, ataxia,

Sindrome de Miller-Fisher Anti-GQ1b _
arreflexia

Neuropatia ataxica idiopatica Anti-GM3, anti-GD1b, Perda de cinestesia e

cronica anti-GD3, anti-GQ1b ataxia

1.5 Meétodos experimentais para caracterizagdo da estrutura tridimensional

de glicoconjugados ancorados em membranas

Como mencionado anteriormente, os carboidratos sdo moléculas muito
flexiveis e polares, apresentando um alto grau de coordenacdo com moléculas de
agua e poucas ou até inexisténcia de interagfes interresiduo dipolares ou
lipofilicas fortes (Woods, 1998). Essas caracteristicas acabam dificultando a
obtencdo da estrutura tridimensional de glicoconjugados pela técnica de
cristalografia de raios-X (Petrescu et al., 2006), pois a grande flexibilidade das
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glicanas compromete a obtencdo de um mapa de densidade eletrénica adequado.
De fato, em uma pesquisa realizada no Protein Data Bank (PDB), foi visto que
cerca de um terco dos modelos que continham oligossacarideos possuiam erros
na estereoquimica e na nomenclatura do carboidrato (Lutteke et al., 2004; Crispin
et al.,, 2007). Tais dificuldades s&o ampliadas no caso de glicoconjugados
acoplados & membrana celular. Nesse caso, utilizando a técnica de cristalografia
de raios-X, a proteina precisa ser solubilizada com moléculas de detergente ou
utiliza-se moléculas, tais como anticorpos monoclonais, para aumentar a
superficie hidrofilica disponivel, porque geralmente sdo essas regides que fazem
0s contatos nos cristais (Loll, 2003; Caffrey, 2003). Este processo, em
contrapartida, € capaz de modificar a conformacéo da molécula em relacdo a seu
estado nativo.

Como as glicanas possuem diversas conformagdes coexistindo em solugéo,
sem possuir uma unica forma tridimensional (Woods, 1998), o emprego de
técnicas de RMN e obtencdo de sinais de Nuclear Overhauser Effect (NOE) é
usualmente a metodologia mais adequada para caracterizar a estrutura
tridimensional de carboidratos. Existem, porém, trés grandes problemas: 1) séo
necesséarios pelo menos trés sinais de NOE interresiduo para a definicdo
conformacional da ligacao glicosidica, o que frequentemente ndo é alcancado; 2)
as distancias caracterizadas pelos sinais de NOE, de cerca de 4 A a 5 A,
restringem-se a distancias intramoleculares ou na regido da ligacdo glicosidica,
dificultando a caracterizacdo da estrutura sacaridica como um todo; 3) os dados
de NOE correspondem a propriedades conformacionais médias para as
moléculas estudadas, visto que a escala de tempo da medi¢édo varia de 50 ms a 1
s (Woods, 1998; Wormald et al., 2002), de forma que as conformacdes obtidas
podem se configurar como artefatos, médias de estados conformacionais
existentes em solucao.

Observa-se, assim, que a caracterizagdo da estrutura e conformacgédo de
carboidratos € um grande desafio experimental, e novas técnicas ou abordagens
fazem-se necesséarias de forma a permitir que nosso entendimento estrutural
destas moléculas possa avancar ao estdgio em que compreendemos as

proteinas.
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1.6 A dindmica molecular (DM) como ferramenta para descricéo

conformacional de biomoléculas

As simulacbes de DM, que consistem na computacdo do movimento dos
atomos de uma molécula, sdo ferramentas promissoras para a descricdo
estrutural e conformacional de carboidratos e glicoconjugados em solucéo (van
Gunsteren & Mark, 1992; Pol-Fachin & Verli, 2011). Essa metodologia vem sendo
empregada no estudo de biomoléculas desde a década de 1970 (McCammon et
al.,, 1977) e, hoje, encontra-se amplamente difundida, sendo utilizada, por
exemplo, em estudos de caracterizagdo de interagcdes moleculares (Ponder &
Case, 2003), enovelamento e desenovelamento (Daura et al., 1998) e mudangas
no comportamento de proteinas glicosiladas e néo-glicosiladas (Fernandes et al.,
2010; Pol-Fachin & Verli, 2012).

Basicamente, as simulagdes de DM resolvem a equacgédo do movimento de
Newton para todos os atomos do sistema:

dr _F

dt? m

Nessa equacdo, d’ri/dt® representa a aceleracdo de uma particula i, cuja
massa € m;, quando se aplica uma for¢a F; sobre ela em um instante de tempo t. A
trajetoria do movimento dos &tomos e moléculas é obtida quando essa integracéo
€ resolvida sobre todas as particulas do sistema em uma sucessao de instantes t
(Leach, 2001). No entanto, somente isso ndo é possivel para determinar o modulo
e a direcdo da forca F; sobre os atomos do sistema, nem sua relagdo com as
caracteristicas quimicas de cada molécula em estudo (Leach, 2001). Para tal, ha
a necessidade de uso do denominado campo de forga.

O campo de forca pode ser definido como um conjunto de funcdes e
parametros usados em célculos de mecénica molecular (de Sant’Anna, 2002).
Estas funcdes (Figura 14) definem as energias associadas a interagdes ligadas e
nao-ligadas, como estiramento de ligacdo e de distor¢cdo de angulo de ligacao e
diedros de uma molécula quando comparadas com a sua conformacdo n&o

tensionada, isto €, de equilibrio (aquela caracterizada pelos valores-padrédo de
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comprimentos e de angulos de ligacdo), forcas eletrostéticas, ligacbes de
hidrogénio e forcas de van der Waals. Nesse contexto, os campos de forca
expressam o somatério das funcgbes de energia potencial de cada atomo e
calculam a energia dos sistemas em funcdo das posicbes dos nudcleos dos
atomos (Leach, 2001).

V(#(1)) = Ve (7(1)) + Verees(#(z))
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Figura 14: Funcgbes de energia que compde campos de forca GROMOS96. De
cima para baixo estdo representadas as equagdes que descrevem: o campo de
forca, as interacdes fisicas (como estiramento de ligag6es quimicas, angulos de
ligacdo, diedros e pares néo ligados) e as especiais (as quais sdo utilizadas em
propdsitos particulares). Os pares ndo ligados englobam as interacdes
intermoleculares eletrostaticas, ou Coulémbicas (CRF), e de van der Waals,
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também conhecidas como potencial de Lennard-Jones (LJ) (adaptado de Sachett,
2011 e Scott et al., 1999).

Existem diversos campos de forca disponiveis para simulagbes de DM,
sendo a maioria parametrizado para o estudo de proteinas, destacando-se
AMBER (Weiner et al., 1984), CHARMM (MacKerell et al., 1998), CVFF (Kitson &
Hagler, 1988), TRIPOS (Clark et al., 1989), OPLS (Jorgensen et al., 1988) e
GROMOS96 (van Gunsteren et al., 1996). No entanto, no caso de carboidratos, a
presenca de diversos grupos altamente polares, a elevada flexibilidade e as
diferencas nas propriedades eletronicas que podem ocorrer durante modificagdes
conformacionais dificultam sua parametrizacdo (Pérez et al., 1998). Portanto,
somente nos ultimos 15 anos, houve atualizagBes para inclusado de parametros de
carboidratos nesses campos de for¢ca (Kirschner et al., 2008; Pol-Fachin et al.,
2012; Lins & Hunenberger, 2005; Senderowitz et al., 1996; Ott & Meyer, 1996;
Glennon et al., 1994), e, ainda hoje, ha espaco para o refinamento desses.

Nesse sentido, o Grupo de Bioinformatica Estrutural vem se dedicando ao
desenvolvimento e uso de estratégias computacionais para a descricdo e
caracterizacao de carboidratos e glicoconjugados, empregando o campo de forca
GROMOS96. Um aspecto importante neste conjunto de procedimentos se deve
ao fato de que este campo de forca € do tipo &tomo unido, isto €, somente os
hidrogénios polares (mais os atomos de hidrogénio ligados a anéis aromaticos)
estdo explicitos, reduzindo o custo computacional. A partir dos protocolos
desenvolvidos pelo grupo, foi possivel a reprodugédo conformacional de moléculas,
como heparina (Verli & Guimarées, 2004), a-fucanas e a-galactanas de ouri¢co-do-
mar (Becker et al., 2007), exopolissacarideos (Pol-Fachin et al., 2010) e
saponinas (Pedebos et al., 2012), dentre outros.

Embora o desenvolvimento e aprimoramento de campos de forca para
carboidratos estejam crescendo gradativamente nos ultimos anos, a adequacéo
desses parametros ao estudo de glicoconjugados, tais como glicoproteinas, ainda
encontra-se bastante incipiente. O principal campo de for¢ca capaz de descrever a
conformacao de glicoproteinas e polissacarideos € o GLYCAM (Kirschner et al.,
2008) do AMBER (Case et al., 2005), que consiste em uma plataforma paga e de
alto custo computacional. Nesse contexto, 0 aprimoramento de campos de forga,



28

tornando-os capazes de gerar maior amostragem e possuindo parametros que
abrangem grande parte dos diversos monossacarideos existentes, pode
apresentar significativo impacto na area de glicobiologia estrutural.

Uma das grandes limitagbes da DM se refere ao elevado custo
computacional necessario para a producdo de simulagbes capazes de descrever
0 comportamento molecular em escalas de tempo compativeis com fenbmenos
bioldgicos. Usualmente, estamos limitados a escalas de tempo préoximas de
microssegundos, e este tempo se reduz conforme o tamanho do sistema em
estudo aumenta. Desta forma, ha a necessidade de métodos adicionais, capazes
de aumentar a amostragem de simula¢cdes por DM e, assim, aumentando nossa
capacidade de modelar fendmenos reais em solugdo. Dentre os diversos métodos
capazes de aumenar a amostragem de simula¢gdes, mencionaremos, no contexto
da presente dissertacdo, a metadindmica. Esse método € uma combinagdo das
idéias da dindmica de coarse-grained, em um espaco delimitado por um cojunto
de variaveis, e da introdugcdo de um viés historia-dependente (history dependent
bias, viés este definido sobre variaveis configuracionais no sistema em estudo).
Esses dois ingredientes sdo essenciais para a metodologia e precisam estar
combinados para uma determinacao precisa da superficie de energia livre. Com a
definicdo de algumas varidveis, simplifica-se enormemente a complexicidade do
sistema, e 0 viés previne a revisitacdo de regides jA exploradas e encoraja a
exploracgdo eficiente da superficie de energia livre (Laio & Parrinello, 2002).

A metadindamica, a partir da identificacdo preliminar de determinadas
variaveis, pode ser usada para reconstruir a superficie de energia livre e para
acelerar eventos raros. O principio da técnica pode ser explicado usando a
analogia de uma pessoa presa, no escuro, dentro de um buraco, sem fundo
plano, cujas paredes sdo muito ingremes para escalar, e a escuriddo dificulta a
localizagdo da por¢cdo mais rasa. Em uma DM normal a pessoa faria uma
caminhada aleat6ria com viés na direcdo da menor energia livre, mas com pouca
probabilidade de explorar regides de transi¢cao, ou seja, com poucas chances de
achar a parte mais rasa. JA& no caso da metadindmica, € como se a pessoa
tivesse uma grande quantidade de areia disponivel para depositar na sua posi¢cao
atual até cobrir toda aquela regido, fazendo com que ela comece a explorar
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regides mais altas, inclusive outros buracos (outros minimos de energia), até que
esteja suficientemente cheio para sair (Figura 15). Assim a pessoa consegue
fazer uma reconstrucdo da imagem e topologia (energia livre) do local onde

estava (Laio & Gervasio, 2008).
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Figura 15: Exploracdo da superficie de energia livre, V(x), de acordo com uma
variavel, x, pelo método de metadindmica. O potencial de inicio (linha mais
grossa) possui 3 minimos, e a dindmica comeca no segundo deles (x = 0). A
evolugédo (marcada pelas linhas mais finas) mostra que, depois de 20 passos, 0S
sistema escapou daquela regido de minimo e foi explorar outra, e, ap6s 160

passos, ela alcancou o ultimo vale. (Laio & Parrinello, 2002).
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2 Objetivos

Em funcao do exposto, o presente trabalho visa contribuir no entendimento

da glicobiologia estrutural de glicoconjugados acoplados a membrana. Para tal,

foram selecionados o glicopeptideo NETNES e os gangliosideos GM1, GD1b e

GT1b. E as seguintes metas foram estabelecidas:

Construir modelos tridimensionais para o NETNES em sua forma
completa, ancorada a membrana através de uma ancora de GPI,
Construir e validar, em relagdo a dados prévios de RMN, a estrutura da
ancora de GPI ligada ao NETNES,;

Construir e validar, em relacdo a dados prévios de RMN, a estrutura
dos gangliosideos selecionados;

Caracterizar a dindmica da membrana de fosfatidilcolina (POPC) na
presenca e na auséncia de GPI e NETNES;

Caracterizar a estrutura e dindmica do glicopeptideo NETNES
ancorado em membrana,

Caracterizar a estrutura e dindmica dos gangliosideos selecionados em
solugéo;

Avaliar a metodologia e comparar os dados tedricos obtidos por dois
campos de forga diferentes, GROMOS96 e GLYCAM, para descricao

dos gangliosideos.



31

3 Metodologia

3.1 Programas utilizados

Diversas metodologias de modelagem molecular foram utilizadas no
presente trabalho, incluindo mecénica molecular (MM), DM e métodos ab initio.
Os protocolos referentes a cada um destes métodos estdo descritos em detalhes
a sequir.

Os programas utilizados ao longo do trabalho incluem:

- Ferramentas de visualizacdo de moléculas: VMD v1.9.1 (Humphrey
et al., 1996), PyMol v1.4 (DeLano, 2002) e MOLDEN (Schaftenaar &
Noordik, 2000);

« Programa para céalculo ab initio: GAMESS-UK (Schmidt et al., 1993);

+ Programa para construcdo de mapas de contorno, metadinamica e
simulacdes de dinamica molecular: GROMACS v4.5.1 (van der Spoel
et al., 2005), GROMACS v4.5.4 (van der Spoel et al., 2005),
PLUMED (Bonomi et al., 2009) e SigmaPlot 11.0;

« Programa para geracdo de topologias: PRODRG Beta v2.5
(Schittelkopf & van Aalten, 2004); Online Carbohydrate Builder
(Woods Group, 2005); ACPYPE (Sousa da Silva & Vranken, 2012)

« Programas para analise da espessura da membrana: GRIDMAT-MD
(Allen et al., 2009).

3.2 Nomenclatura e definigcdes

As recomendacobes da IUPAC (IUPAC, 1996) de nomenclatura, simbologia,
numeragdo dos atomos e definicdo da ligagdo glicosidica foram utilizadas para
todos os dissacarideos estudados. Quanto aos gangliosideos, foram utilizadas as
definicbes de Svennerholm (Svennerholm, 1980).

Os tipos de ligacdo entre dois monossacarideos sao do tipo 1 — X, onde X
pode ser 2, 3, 4 ou 6. Especificamente para o acido sidlico, as liga¢cdes abordadas
nesse trabalho foram do tipo 2 — Y, onde Y foi 3 ou 8. A orientagéo relativa
destas ligagOes glicosidicas foi descrita por dois ou trés diedros (Figura 16), a
saber:
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¢ = O5-C1-OX-CX ou 06-C2-0OY-CY
¥ = C1-OX—CX—C(X-1) ou C2-OY-CY-C(Y-1)

Para as ligacdes (1 — 6) e (2 — 8), ha mais uma definicao de diedro:
w = 06-C6-C5-C4 ou O8-C8-C7-C6

Figura 16: Representacdo dos diedros das ligacdes glicosidicas.

3.3 Célculos utilizando métodos ab initio

Uma importante etapa na parametrizacdo de campos de forgca de mecénica
molecular é a obtencéo de cargas atbmicas para as moléculas em estudo. Nesse
sentido, nosso grupo de pesquisas vem aplicando, com sucesso, um
procedimento baseado em cargas atbmicas de Loéwdin, obtidas por calculos
Hartree Fock, na descricdo conformacional de polissacarideos sulfatados (Verli &
Guimaraes, 2004; Becker et al., 2005) e monossacarideos componentes de
glicanas (Becker, 2007).

Tendo-se em vista o elevado custo computacional associado aos métodos
ab initio, as moléculas utilizadas para a obtencdo destas cargas atdmicas foram
simplificadas para incluirem somente os residuos em suas formas isoladas e
aqueles envolvidos nas ligacfes fosfodiéster, os quais sédo: a-b-Man-(1—0)-metil-
fosfato, metil-ETNP-(O—6)-a-D-Man, a-D-GIcN-(6—0)-AEP e myo-Ino-(1—0)-
metil-fosfato. Dessa forma, tais residuos foram construidos utilizando o programa
Molden (Schaftenaar & Noordik, 2000) e, posteriormente, submetidos a calculos
de minimizacdo de energia utilizando a base Hartree-Fock/3-21G no programa
GAMESS (Schmidt et al., 1993). As conformacdes de minimo de energia entdo
obtidas foram empregadas como geometrias de entrada para calculos de
minimizacdo na base Hartree-Fock/6-31G™, de forma a gerar cargas atémicas

segundo o esquema de Loéwdin, as quais sao encontradas no item de anexos.
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3.4 Construcéo de topologias

A topologia é um arquivo contendo parametros que descrevem as
propriedades atbmicas de uma estrutura quimica por meio da descri¢do da forca e
tipo de cada ligacdo quimica, angulos de ligacdo e de diedro, assim como 0s
parametros de Lennard Jones e as cargas atdmicas. As topologias das moléculas
estudadas para o campo de forca GROMOS96 foram obtidas a partir da
submissdo de um arquivo PDB da estrutura para o servidor PRODRG
(Schittelkopf & van Aalten, 2004).

Esta ferramenta gera somente um conjunto de parametros iniciais, que
necessitam ser refinamentos através do acréscimo de cargas atbmicas,
calculadas por métodos ab-initio (Verli & Guimaréaes, 2004; Becker et al., 2005), e
da adicdo de diedros impréprios (Tabela 4), necesséarios para preservar 0s
estados conformacionais (*C: ou *C4) dos monossacarideos. Assim, no item 8.2
do anexo estdo disponiveis as topologias dos residuos parametrizados para esta

dissertagao.

Tabela 4: Definigcdo dos diedros impréprios utilizados para definir a conformacao
dos monossacarideos contidos nos sistemas simulados (Verli, 2005).

1c4 HO

Sequéncia de atomos Angulos (em graus)
definindo o diedro?® ‘C,y c,
5-2-4-1 2,0 -2,0
5-2-3-1 23,0 -23,0
5-2-3-6 -2,0 2,0

#Na figura, a glicose é utilizada como modelo.
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As topologias dos gangliosideos e de seus dissacarideos constituintes para
o campo de forca GLYCAM foram obtidas a partir da construcdo da estrutura no
servidor Online Carbohydrate Builder (Woods Group, 2005). Esta ferramenta gera
somente um conjunto de parametros no formato do AMBER. Portanto, para que
elas possam ser usadas no pacote de simulacdes GROMACS, foi necessario a
conversdo desses arquivos de estrutura e topologia por meio da ferramenta
ACPYPE (Sousa da Silva & Vranken, 2012).

3.5 Caracterizacdo conformacional das liga¢@es glicosidicas

As preferéncias conformacionais das unidades dissacaridicas abordadas na
presente dissertacdo (Tabela 5) foram avaliadas através de mapas de contorno,
analogos aos mapas de Ramachandran, por meio da metadindmica. Essas
simulacdes foram realizadas no pacote GROMACS com uso do PLUMED
(Bonomi et al., 2009), avaliando os diedros ¢ e y ou ® € y, como variaveis
escolhidas, durante 10 ns. Os potenciais, gaussianas, foram adicionados a cada
200 ps, com altura de 0,1 kcal.mol-1 e largura de 0,5 radianos, de acordo com o
trabalho de Pol-Fachin et al., 2012. Os sistemas foram solvatados com modelo de
agua SPC (Berendsen et al., 1987) em uma caixa retangular com condi¢des
periddicas de contorno. A temperatura e pressdo foram mantidas constantes a
310 K (298 K nos casos das moléculas do NETNES) e 1 atm, respectivamente,
por meio do termostato de Nosé-Hoover (Nosé, 1984; Hoover, 1985) e barostato
de Parrinello-Rahman (Parrinello & Rahman, 1981), com constantes de
acoplamento de t = 0,1 ps e t = 1,0 ps, respectivamente. O método Lincs (Hess et
al., 1997) foi aplicado na restricdo de ligagdes covalentes de forma a permitir um
passo de integracdo de 2 fs. As interacdes eletrostaticas foram calculadas usando
Reaction Field (Tironi et al., 1995). A constante dielétrica foi tratada como € = 66
(Pol-Fachin et al., 2012).

Adicionalmente, 0 nosso grupo de pesquisas tem se voltado mais para a
abundancia relativa de estados conformacionais do que para minimos de energia,
como estratégia para buscar formas mais representativas de fenémenos
bioldgicos (Pol-Fachin et al., 2009; Fernandes et al., 2010; Pedebos et al., 2012).
Assim, cada minimo de energia obtido pelos mapas de contorno foi submetido a
simulacdes por DM por 0,1 ps (Tabela 5) (ver adiante para os detalhes destas
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simulagdes). PAde-se, assim, identificar os estados conformacionais majoritarios

para cada ligagdo glicosidica.

Tabela 5: Unidades dissacaridicas abordadas na presente dissertacdo. Todas

tiveram seus perfis conformacionais caracterizados a partir de mapas de contorno

gerados por metadindmica usando as ligacdes glicosidicas como variaveis.

Adicionalmente, cada minimo de energia foi ainda submetido a uma DM em

solugéo para identificacdo dos estados conformacionais mais abundantes para

cada conexao carboidrato-carboidrato.

Campo de _ _ .
Ligacao Glicosidica
Forca

Minimos de energia

refinados em solucéo

Tempo total

de simulagéo

GROMOS96  a-D-Man-(1—4)-a-D-GIcN

¢ =90°; y = 90°
¢ =90°; y = -60°

0.2 us

a-D-GIcNAc-(1—6)-mino

¢ =90°; y = 120°
¢ =90°; y = -60°

0.2 us

mino-(1—0)-P0O4-Me

o =100°; y = 110°
¢ =-90°; y = 110°

0.2 us

a-D-Man-(1—0)-P0O,4-Me

¢ =90°; y = 90°
¢ =90°; y = -90°

0.2 us

PO4-Me(O—6)-a-D-Man

¢ =-120°; y = -120°
¢ =-90°; y = 120°
¢ =90°; y = 120°
¢ =90°; y = -120°
® = 60°; y = 120°
®=60°; y = -120°
® = -60°; y = -90°
®=-90°; y = 120°

0.8 us

a-D-NeuAc-(2—8)-a-D-NeuAc

0 =-60°; y = 120°
¢ =-60°; y = -120°
® = 60°; y = 100°
® = -60° ; y = -100°
®=60°; y =-120°

0.5 us

a-D-NeuAc-(2—-3)-R-D-Gal

b =-600;w=-120°

Q2 s
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$ =600 y = -120°

¢ =-90°; y = 60°
B-D-Gal-(1—3)-B-D-GalNAc 0.2 us
¢ =-90°; y = -150°

¢ =-90°; y = -60°
B-D-Gal-(1—4)-B-D-Glc 0.2 us
¢ =-90°; y =120°

¢ =-30°; y =-90°
B-D-GalNAc-(1—4)-B-D-Gal 0.2 us
¢ =60°; y=-120°
¢ =60°; y=120°
o =-150°; y = 120°
a-D-NeuAc-(2—8)-a-D-NeuAc 0.4 us
o =-150°; y = -60°
o =-30°; vy =120°

a-D-NeuAc-(2—3)-p-D-Gal ¢ =60°; y=-120° 0.1 us

¢ =-60°; y =-90°
-D-Gal-(1—3)-B-D-GalNAc =60°;y=-120° 0.3 us
Y
¢ =-60°; y = 60°

GLYCAM

¢ =-60°; y =120°
B-D-Gal-(1—4)-B-D-Glc 0.2 us
¢ =-60°; y = -60°

¢ =-60°; y =-120°
B-D-GalNAc-(1—4)-B-D-Gal 0.2 us
¢ =-60°; y = 60°

15 dissacarideos 41 conférmeros 4.1 ys

3.6 Construcédo da estrutura glicidica

As estruturas das glicanas foram construidas de duas maneiras: 1) por meio
da ferramenta GlyProt do site GLYCOSCIENCES.de (Lutekke et al., 2006) para o
caso das N-glicosilagbes; ou 2) por montagem em bloco a partir das
conformacdes mais abundantes dos carboidratos estudados. O GlyProt identifica
0s possiveis sitios de N-glicosilacbes na estrutura submetida e devolve um
arquivo PDB da proteina com a glicana escolhida. No caso do NETNES, foi
verificado por DM, por meio da convergéncia de simulagdes com duas
conformacdes iniciais diferentes, e por dados de predi¢cao de estrutura secundaria
gue ele ndo possuia estruturas de hélices e fitas 3. Portanto seu PDB na forma de
alca alongada foi submetido ao servidor. Na glicoproteina obtida, cada ligacédo
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glicosidica foi ajustada para reproduzir as geometrias mais abundantes em

solucao, de acordo com os estudos dos dissacarideos.

3.7 Simulagdes de DM
3.7.1 Protocolos de simulagédo do NETNES

Considerando que o NETNES é um glicopeptideo de superficie, os sistemas
foram inseridos em uma membrana de POPC, a qual foi obtida jA montada e
equilibrada do trabalho de Kukol, 2009. Esse tipo de membrana foi usado porque:
1) fosfatidilcolina é o fosfolipideo mais abundante da forma epimastigota; 2)
mantém em fase fluida em temperatura ambiente; 3) foi parametrizada para o
campo de forca GROMOS96 53a6, que foi utilizado no trabalho.

O protocolo geral de simulacao foi baseado em procedimentos previamente
descritos (de Groot & Grubmdiller, 2001). As simula¢gbes do glicopeptideo
NETNES foram realizadas a temperatura ambiente (298K), com duracdo de 100
ns cada, com pacote GROMACS 4.5.1 (van der Spoel et al., 2005) e campo de
forca GROMOS96 53a6 (Oostenbrink et al.,, 2004). Cada sistema foi solvatado
numa caixa retangular utilizando condic¢des periddicas de contorno, empregando o
modelo de dgua SPC (Berendsen et al., 1987) e contra-ions, cloreto ou sodio, a
fim de neutralizar as cargas dos sistemas estudados. O método Lincs (Hess et al.,
1997) foi aplicado na fixagcdo de ligagOes covalentes, de forma a permitir um
passo de integracdo de 2 fs, enquanto as interacdes eletrostaticas foram
calculadas utilizando o método Particle-Mesh Ewald (PME, Darden et al., 1993),
utilizando raios de corte de Coulomb e de van der Waals de 9 A. A temperatura e
a pressdo do sistema foram mantidas constantes através do acoplamento do
soluto, ions e solvente a banhos externos de temperatura, e do acoplamento,
semiisotropico, do sistema a banhos externos de presséo. Para as simulacdes do
glicopeptideo, o termostato e barostato utilizados foram Nosé-Hoover e Parrinello-
Rahman, utilizando constantes de acoplamento de t = 0,2 ps e Tt = 2 ps,
respectivamente. A constante dielétrica do meio foi tratada como ¢ = 1.

As simulacdes por DM podem ser divididas em duas etapas: equilibracdo e
recolhimento de dados. Nos sistemas do NETNES, que possuem membrana, foi
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realizada uma etapa de 5 ns de simulacdo de DM, restringindo todos os atomos
do sistema com uma constante de forca de 10.000 kJ.mol?, a fim de que as
moléculas de agua se acomodem. Quando a ancora de GPI foi inserida,
primeiramente foi selecionada uma molécula de POPC aleatdria do centro da
camada superior da bicamada, e esta foi substituida pelo fosfolipideo modificado
do NETNES. A membrana foi acomodada ao redor deste fosfolipideo em uma
etapa de 20 ns de DM, posterior a minimizagdo com algoritmo de Steepest
Descents. Apos a equilibracdo, os sistemas foram novamente minimizados, e a

simulacao prosseguiu pelo tempo estipulado.

3.7.2 Protocolos de simulacédo dos gangliosideos

As simulacdes dos gangliosideos foram realizadas a temperatura fisiologica
(310K) com duragdao de 100 ns cada, com pacote GROMACS 4.5.4 (van der
Spoel et al., 2005) e campos de forca GROMOS96 43al (van Gunsteren et al.,
1996) ou GLYCAM (Kirschner et al., 2008). Cada sistema foi solvatado numa
caixa retangular utilizando condi¢cdes periddicas de contorno, empregando o
modelo de agua SPC (Berendsen et al., 1987), quando utilizado o campo de forca
GROMOS96 43al (van Gunsteren et al.,, 1996), ou TIP3P (Jorgensen et al.,
1983), quando usado o GLYCAM (Kirschner et al., 2008), e contra-ions, cloreto ou
sédio, a fim de neutralizar as cargas dos sistemas estudados. O método Lincs
(Hess et al., 1997) foi aplicado na fixagcdo de ligagcdes covalentes, de forma a
permitir um passo de integracdo de 2 fs, enquanto as interacdes eletrostaticas
foram calculadas utilizando o método Particle-Mesh Ewald (PME, Darden et al.,
1993), utilizando raios de corte de Coulomb e de van der Waals de 9 A. A
temperatura e a pressao do sistema foram mantidas constantes através do
acoplamento do soluto, ions e solvente a banhos externos de temperatura e
presséo. O termostato e barostato utilizados foram v-rescale (Bussi et al., 2007) e
Berendsen (Berendsen et al., 1984), cujas constantes de acoplamento foram,
respectivamente, T = 0,1 ps e Tt = 0,5 ps. A constante dielétrica do meio foi tratada
como ¢ = 1.

Nesse trabalho, 4 diferentes DMs foram simuladas para cada gangliosideo:
1) com campo de forca GROMOS43al em meio aquoso; 2) com campo de forca



39

GROMOS43al em meio DMSO:H,O (98%:2% v/v); 3) com campo de forca
GLYCAM em meio aquoso; 4) com campo de forca GLYCAM em meio aquoso,
empregando restricbes de distancia entre os atomos de hidrogénio a fim de tentar
reproduzir as estruturas obtidas por RMN. Para tanto foi utilizada uma constante
de forca de 1000 kJ.mol™ para prender as distancias nos limites minimo e méaximo
estipulados por dados experimentais de NOE de estudos prévios.

O DMSO foi utilizado no trabalho, pois dados prévios de RMN dos
gangliosideos foram obtidos com essa propor¢do de solucdo, DMSO:H,O
(98%:2% v/v). Os parametros desse composto foram obtidos do trabalho de
Vishnyakov et al., 2001.

3.7.3 Sistemas simulados

Assim, considerando os 2 trabalhos, temos um total de 16 sistemas
simulados, conforme a tabela 6.
Tabela 6: Sistemas simulados com seus respectivos compostos, meios,

condicdes e campos de forga.

Trabalho | —= NETNES

Sistemas Composicao Campo de Forca
A POPC, agua
B POPC, GPI, agua e ions
GROMOS96 53a6
C POPC, GPI, NETNES 1 N-glicosilacéo, 4gua e ions
D POPC, GPI, NETNES 2 N-glicosila¢gdes, agua e ions

Trabalho Il — Gangliosideos

Sistemas Composicao Campo de Forca
GM1-1 GM1, agua e ions

GROMOS96 43al
GM1-2 GM1, DMSO, agua € ions
GM1-3 GM1, agua e ions

GLYCAM

GM1 -4 GM1, agua e ions — com viés de restricdo de distancia
GDl1b -1 GD1b, agua e ions

GROMOS96 43a1l
GD1b -2 GD1b, DMSO, agua € ions
GD1b -3 GD1b, agua e ions

GLYCAM

GD1b -4 GD1b, 4gua e ions — com viés de restricdo de distancia
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GTlb-1 GT1b, 4gua e ions

GROMOS96 43al
GTlb-2 GT1b, DMSO, agua e ions
GTlb -3 GT1b, 4gua e ions

GLYCAM

GTlb-4 GT1b, agua e ions — com viés de restricdo de distancia

3.7.4 Validacao das simula¢cdes de DM

A confiabilidade das predigcbes baseadas em célculos de DM depende,
principalmente, da precisdo do campo de forca utilizado e do tamanho da
amostragem do espaco conformacional realizada durante a simulagdo (van
Gunsteren & Mark, 1998). De forma geral, s&o feitas comparagdes dos resultados
obtidos para modelo tedrico com propriedades experimentais, logo a reproducgéo
desses dados por DM é que julga a precisdo do método (van Gunsteren &
Berendsen, 1990; Karplus & Petsko, 1990). Assim, para a porcao sacaridica, a
validacdo dos resultados obtidos nas simulagdes de DM foi realizada através da
comparacdo com dados experimentais prévios, principalmente sinais de NOE
inter-residuos oriundos de experimentos de RMN. No caso da ancora de GPI, seis
valores de distancia entre hidrogénios foram avaliados. Ja para os gangliosideos,
foram 21 sinais de NOE analisados. Com relacdo a por¢do peptidica, presente no
trabalho do NETNES, os dados das simulacdes de DM foram comparados com 0s
resultados de servidores de predicdo de estrutura secundaria a partir da

sequéncia de aminoécidos.
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4 Resultados

4.1 Preadambulo

Os resultados obtidos durante a realizacdo da presente dissertacdo seréo
apresentados a seguir, na forma de dois artigos cientificos, a saber:

 Carla Gottschald Chiodi & Hugo Verli: Strutural characterization of
NETNES glycopeptide from Trypanosoma cruzi. Carbohydr. Res., 373:
28-34, 2013.
Este trabalho apresenta a aplicacdo de ferramentas de modelagem e
dindmica molecular para estudo da glicobiologia estrutural do NETNES, um
peptideo de T. cruzi altamente glicosilado e ancorado em membrana.

e Carla Gottschald Chiodi & Hugo Verli: Conformational characterization

of GM1, GD1b and GT1b gangliosides. Carbohydr. Res., in preparation.
Neste trabalho, os gangliosideos em questdo foram construidos e analisados
guanto ao comportamento deles em meio fisiolégico, utilizando dois campos de

forca diferentes e comparando-os com dados experimentais.

A forma completa destes trabalhos sera apresentada a seguir, precedida

de um pequeno resumo.
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4.2 Trabalho |

Structural characterization of NETNES glycopeptide from

Trypanosoma cruzi

Carla Gottschald Chiodi & Hugo Verli
Carbohydr. Res., 373: 28-34, 2013.

O NETNES é um glicopeptideo de baixa abundancia na superficie celular
de Trypanosoma cruzi na forma epimastigota, porém ele é considerado uma das
moléculas de eucariotos mais complexas ja caracterizada, pois possui de 4 a 5
modificagbes pos-traducionais, que incluem uma &ancora de GPIl, duas
fosfoglicosilagbes e uma ou duas N-glicosilagdes. Considerando a dificuldade da
caracterizacdo da estrutura e conformacao de glicopeptideos, especialmente os
inseridos em membrana, por técnicas experimentais e o0 conhecimento e
reconhecimento do grupo na area de glicobiologia conformacional, o presente
trabalho objetivou a obtencdo de um modelo atbmico para o NETNES, através da
avaliacdo das estruturas iniciais dos carboidratos e do peptideo, construcao das
glicanas por blocos, insercdo em membrana e simulagcdes de DM em solugéo
aquosa.

Os resultados obtidos indicam que o NETNES modifica a fluidez da POPC,
aumentando a ordem dos carbonos entre a ligagcdo dupla da cadeia sn2. Em
relagcdo a porcao proteica, foi visto uma grande flexibilidade, principalmente na
regido N-terminal, devido a curvatura do peptideo e inclinagdo sobre a superficie
da membrana, expondo ele mesmo e alguns carboidratos para o meio, indicando
gue ele pode ter algum papel na interacao entre parasita-hospedeiro intermediério

ou na protecao do parasita.
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ABSTRACT

Trypanosoma cruzi is a protozoan, responsible for Chagas disease, that parasites triatomines and some
vertebrates, mainly Homo sapiens. In 2010, nearly 10 million people in whole world, most from Latin
America, had Chagas disease, which is an illness of high morbidity, low mortality, and serious problems
of quality of life. The available treatment has high toxicity and low efficacy at chronic phase. Some of the
protozoan antigenic or virulence factors include complex carbohydrate structures that, due to their
uniqueness, may constitute potential selective targets for the development of new treatments. One
example of such structures is NETNES, a low abundance T. cruzi glycopeptide, comprising 13 amino acid
residues, one or two N-glycosylation chains, a GPI anchor and two P-glycosylations. In this context, the
current work aims to obtain an atomic model for NETNES, including its glycan chains and membrane
attachment, in order to contribute in the characterization of its structure and dynamics. Based on POPC
and GPI models built in agreement with experimental data, our results indicate that, in the first third of
the simulation, NETNES peptide is very flexible in solution, bending itself between asparagine residues
and lying down on some carbohydrates and membrane, exposing amino acid residues and some other
glycans, mainly terminal mannoses, to the extracellular medium, remaining in this position until the

end of simulations.

© 2013 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Trypanosoma cruzi is a protozoan parasite that has both verte-
brate and invertebrate hosts and four developmental stages in its
life cycle: (1) epimastigote, found in triatomine’s digestive tract;
(2) metaciclic trypomastigote, the infective form that is usually re-
leased from the insect with the feces; (3) amastigote, intracellular
replicative state; and (4) trypomastigote, release in bloodstream
after cell rupture.! It is also the causative agent of Chagas’ disease,
whose distribution extends from Southern United States to South-
ern South America.?? Despite the decrease in the number of infec-
tion, mainly due to triatomines control strategies, this illness still
affects around 15 million people in Latin America, and puts more
than 25 million at risk.>*

Regarding this illness treatment, there are only two drugs avail-
able: nifurtimox and benznidazole.> However, in most South

Abbreviations: GPI, glycosylphosphatidylinositol; GIPLs, glycoinositolphospho-
lipid; MD, molecular dynamics; AEP, aminoethyl phosphate; ETNP, ethanolamine
phosphate; POPC, 1-palmitoyl-2-oleoylphosphatidylcholine; Man, mannose; GIcN,
glucosamine; Ino, inositol; PCA, principal component analysis; PC, principal
component; RMSF, root mean square fluctuation.

* Corresponding author. Tel.: +55 51 3316 7770; fax: +55 51 3316 7309.

E-mail addresses: carla.chiodi@gmail.com (C.G. Chiodi), hverli@cbiot.ufrgs.br

(H. Verli).
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American countries there is only one drug available, because nifur-
timox commercialization was discontinued. But both compounds
have low efficacy in chronic phase, high toxicity, and many T. cru-
zi-resistant strains have been reported,>® reinforcing the needs of
new therapeutic targets.

Carbohydrate moieties have important functions in many organ-
isms, such as modifying protein properties, cellular communication,
and regulating complement system.”® Remarkably, parasites syn-
thesize distinct glycan structures that are required for host cell inva-
sion and evasion of immune system,® among them GPI-anchored
molecules, which play a critical role in inflammation processes
and immune response.'® Therefore, those saccharide compounds
were postulated to be novel targets for antiparasitic treatments.®
T. cruzi surface glycoconjugates comprise GIPLs, sialoglycoproteins,
and NETNES.® The latter one is a low abundance glycopeptide,
whose structure was characterized in epimastigotes. NETNES has
two forms, depending on the number of posttranslational modifica-
tions. It is composed by thirteen amino acid residues, a GPI-anchor,
two P-glycosylations, and one or two N-glycosylations (Fig. 1). In
this way, NETNES is considered one of the most unusual and most
complex molecules yet described in eukaryotes.>!!

Since carbohydrates are very flexible, experimental techniques
present some challenges for analyzing their conformations in solu-
tion, and theoretical methods come out to be promising tools in
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Figure 1. NETNES structures. Representation of the two NETNES forms: with peptide sequence, GPl-anchor, P-glycosylation and (A) one N-glycosylation or (B) two

N-glycosylations. Adapted from Ref.""

this field.” In this context, the current work aims to obtain NETNES
three-dimensional models, at the atomic level, including the glycan
chains and membrane attachment, in order to characterize this
molecule conformation and dynamics, and contribute in the under-
standing of the parasite structural glycobiology.

2. Results and discussion
2.1. Metadynamics conformational analysis

Metadynamics was employed in order to obtain the free energy
minima for the following structures: methyl-phosphate-(0—6)-o~
p-Man,  o-p-Man-(1-4)-a-p-GIcN,  o-p-GlcN-(1-6)-myo-Ino,
myo-Ino-(1-0)-methyl-phosphate, and o-p-Man-(1-0)-methyl-
phosphate (Supplementary Fig. 1). For the other disaccharides that
compose NETNES posttranslational modifications the minimum
energy structures were obtained from previous works.'>!3 After
metadynamics, all minima orientations of each disaccharide were
used as different starting geometries and submitted to indepen-
dent MD simulations, each one of 100 ns, after which their ¢, ¥,
and w dihedrals converged to the same conformational states
(Supplementary Fig. 2), indicating the robustness of the employed
strategy to describe the saccharides conformational ensemble.
Those most abundant conformations were used for GPI and P-gly-
cosylation structure construction (Supplementary Fig. 3).

2.2. Peptide structure

Small peptides in solution are usually highly flexible, adopting
many conformational states, which may hinder their structure
determination. A promising tool to gain insight into such complex
and dynamical conformational behavior may be found in MD sim-
ulations. In fact, several studies have successfully demonstrated
folding and unfolding of a large variety of peptides using MD sim-
ulations with different force fields,'#-!° pointing to the reliability of
such methodology.

So, in the absence of experimental information on NETNES
structure, we employed a combination of microsecond MD simula-
tions and secondary structure prediction from sequence to pros-
pect NETNES dynamics. Accordingly, several methods agree on
the absence of secondary structure for NETNES (Supplementary
Table 1), pointing to an unfolded peptide on biological solutions.
In order to reinforce such observations from the atomic level

perspective, MD simulations on the microsecond timescale were
performed starting from two conformational states, a coil and a
hypothetic helix. Still, despite the different initial structures, both
systems ended the simulations in the absence of secondary struc-
ture (Supplementary Fig. 4).

2.3. Systems construction

A POPC membrane was used in this work due to three reasons:
(1) phosphatidylcholine is one of the most abundant phospholipid
in epimastigotes;2° (2) it remains in fluid phase in plasma temper-
ature;?! and (3) it has been parameterized for GROMOS96 53a6.%
System A (POPC) was simulated for 100 ns and the final frame was
used to attach the GPI-anchor. GPI carbohydrates were built as de-
scribed above and attached to the modified phospholipid. NETNES
models were built based on the last frame of System B (that is,
POPC-GPI) dynamics.

2.4. Membrane analyses

In order to evaluate the lipid bilayer equilibration and monitor
unusual phase transitions we measure the area per lipid and thick-
ness proprieties of POPC in all MD systems and compare them with
the experimental®> and a theoretical®* data (Supplementary Ta-
ble 2). Accordingly, area per lipid and thickness results were
approximately 0.684 nm? and 3.53 nm, respectively, which are in
good agreement with the experimental values.?®

An additional propriety used to evaluate the membrane fluidity
and the structural and dynamical information on lipids, that is, its
order within the membrane, is the deuterium order parameter. It is
related to the average orientation of methylene groups of each
phospholipid chain. According to Supplementary Figure 5 and pre-
viously experimental?® and theoretical?*#?%2! published data, the
systems present a good overall correspondence of the order
parameter.

2.5. GPI-anchor analyses

There is a lack of GPI MD simulations reported in the literature.
The GPI structures of prion?’?® and of the common oligosaccharide
core?®3% were simulated for a short period of 15 ns, using Sendero-
witz-Still AMBER*, GLYCAM or Levitt and co-worker’s force
fields.>'~33 Thus, this is the first work of GPI MD simulations
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Table 1

NOE derived distances for GPI in the simulated systems compared to previous experimental®*>>7 and theoretical?’ data obtained for similar GPI-anchor structures (described in

Supplementary Fig. 6)

GPIs NOE signals distances (A)

(GIcN)H1-H6(mlIno) (ManlV)H1-H4(GIcN)

(ManlIl)H1-H5(ManlV)

A? [Ref35] 26 2.4 25
B [Ref. 36]  1.8-3.3 1.8-2.7 -

C° [Ref. 27] 3.7 6.2 5.2

D? [Ref. 37] — - -
System B 20+0.2 25+0.6 34+04
System CP 2.0+0.2 25403 41403
System D° 23403 25403 39404

(Manl)H1-H2(Manll)  (ManIl)H1-H6'(ManIV)  (Manll)H1-H6"(ManIV)
23 - -

3.3 - -

1.8-2.7 1.8-33 1.8-33

24+04 2.7£08 27407

2.0£03 24+03 22+04

24+02 2.6+04 2.1+04

2 NMR experimental data in D,0.

b Theoretical data obtained from MD simulations in a membrane and water environment.

employing GROMOS96 force field,** achieving a sampling increase
of approximately 6x in each of the simulated replica when com-
pared to those previous articles. Since our GPI model had to be val-
idated and there is no experimental data of NETNES available in
literature, we used other GPIs with similar carbohydrate composi-
tion for validation (Supplementary Fig. 6).

In order to verify the accuracy of the produced models, the dis-
tances of hydrogens in dynamics were compared with experimen-
tal>®>37 and theoretical?’ NOE signals. The overall values are in
good accordance with NMR experimental data (Table 1), pointing
out the reliability of the obtained model. Only the distance be-
tween Manll H1 and ManlIV H5 was a little higher, however, it is
better than the one obtained from other theoretical data.?’ Such
differences may be due to carbohydrate composition of the differ-
ent anchors, since GPI structures A*>> and C%’ have different ramifi-
cation in ManlV (Supplementary Fig. 6A and C), whereas NETNES
does not have any (Supplementary Fig. 6E), or membrane influ-
ence, because experimental data were obtained in D,0, in contrast
to MD simulations with membrane and water environment. More-
over, a comparison of the glycosidic linkage geometries of GPI gly-
cans with the ones from other theoretical work®® is given
(Supplementary Table 3), indicating the good agreement between
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Figure 2. Secondary structure assignment. NETNES peptide secondary structure of
systems C and D were measured by GROMACS during the MD simulations.

some average geometries. A few torsion angles were dissimilar;
however, it is important to emphasize that the previously pub-
lished data report MD simulations of the glycan core free in solu-
tion, that is, without membrane influence as explored in our
systems. Therefore, the employed methodology is feasible and
trustworthy, providing conformational data able to support further
structural insights into the glycolipids.

2.6. NETNES analyses

Regarding the peptide conformation and dynamics, NETNES
was observed to remain absent of secondary structure during the
performed simulations (Fig. 2), promoting bends between residues
ASN4 and ASN7, which correlates to experimental data from other
glycopeptides adopting turns and bends in the peptide sequence
near the N-glycosylation®®~4! (Supplementary Fig. 7). Comparing
both systems, the presence of another N-glycan caused a preva-
lence of coils at the C-terminal region (Fig. 2), which can be related
to the increase of flexibility in the last peptide bonds (Fig. 3). More-
over, this analysis of standard deviation of peptide bonds’ torsion
angles indicates NETNES pliability as well as a higher torsion on
ASN4-GLU5 W dihedral with addition of the other N-glycan
(Fig. 3). The structural description of glycosidic linkages from each
carbohydrate of N- and P-glycosylations during MD simulations is
given in Supplementary Table 4.
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Figure 3. Standard deviation (SD) of NETNES peptide bonds. Dihedrals ¢ and ¥
were measured during System C (green) and System D (blue) MD simulations, and
only their SD were plotted in order to obtain the peptide structural description. (For
interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is referred
to the web version of this article.)
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Figure 5. NETNES orientation over the membrane. First and last frames of MD simulations of (A) system C and (B) system D.

Considering the absence of secondary structure on NETNES, our in order to identify the major motion patterns of NETNES under
focus was directed to the peptide dynamics and flexibility in the performed simulations, a PCA was performed for the four sys-
conditions closer to those expected to occur on the parasite. So tems using two programs from GROMACS 4.5.1 package?: (1)
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g_covar, to compute the covariance matrix of positional fluctuation
for the NETNES backbone atoms; and (2) g_anaeig, to examine the
eigenvectors. PCA analyzes filter the main contributors to atomic
fluctuations, yielding eigenvectors and eigenvalues. The first is
the motion itself, and the latter represents the contribution of
the eigenvector for the fluctuation. Hence, the eigenvector with
higher eigenvalues correspond to the most significant global mo-
tions of the protein.

According to the observed contributions (Supplementary
Table 5), the first five PCs supply more than 50% of total mean
square fluctuation of systems C and D, and have cosine contents
close to zero, pointing out the convergence of the trajectories.*?
The N-terminal and C-terminal residues have the highest flexibili-
ties (Fig. 4A) due to the kink in peptide backbone between aspara-
gine residues and to its bending toward the membrane. This
curvature approximates ALA1 to ASP13 during MD simulations,
reaching average distances of 1.0+ 0.5 and 1.3 £ 0.4 nm for sys-
tems C and D, respectively (Fig. 4B). Moreover, the addition of
the second N-linked glycan decreases NETNES flexibility (Fig. 4C)
probably due to presence of more carbohydrates and, conse-
quently, more interactions with the amino acids, as can be ob-
served in contact maps (Supplementary Fig. 8) and in the
interaction energies between protein residues and saccharides.
Regarding the latter one, system D has higher interaction energy,
—479 + 52 kJ/mol, than system C, which is, -350 £ 42 kJ/mol. In
addition, measuring the hydrogen bonds between glycosylated
NETNES and water molecules, an increase of 10% of those bonds
in system D is noticed . Concerning the final orientation of the gly-
copeptide, it can be seen that both systems lie down over the
membrane surface (Fig. 5), exposing the peptide sequence and
some carbohydrates to environment. In fact, this parallel orienta-
tion may occur due to attraction between the many polar and
charged residues from NETNES and the POPC hydrophilic region.
Still, despite the good agreement with experimental data and the
use of large time scales compared to the literature, and considering
the complexity of the systems, it is hard to affirm that all confor-
mational sampling was covered.

Table 2

Solvent accessible area of NETNES peptide portion and of each glycan. As can be seen,
there was no difference between the systems and the most terminal mannoses have
more solvent accessibility

Solvent accessible area (nm?)

System C System D

Peptide 14.89+0.70 14.84 £0.59

GPI ETNP 1.68 £0.14 1.77 £0.75

Manl 1.25+0.10 1.23+0.10

Manll 1.63+0.14 1.59+0.12

Manlll 1.99+0.21 1.86+0.12

ManIV 1.50+0.14 1.49+£0.11

GIcN 1.23+0.10 1.19+£0.09

AEP 1.42+0.15 1.26+£0.12

mino 1.91+0.11 1.83£0.09

Peptide ASN7 ASN4 ASN7
N-glyc GIcNAcI 2.61+0.12 2.50+0.15 2.23+0.21
GIcNAcII 1.64+0.14 1.50+0.19 1.62+0.17
ManV 1.09+0.13 1.11£0.11 1.17+£0.12
ManVI 2.16 £0.08 2.16 £0.08 2.15+0.09
ManVIl 1.08 £0.09 1.06 +£0.12 1.17+£0.13
ManVIII 2.02+0.14 1.40+0.32 2.12+0.12
ManIX 1.87+£0.16 1.72+£0.18 1.98 +0.22
Peptide SER9 SER11 SER9 SER11

P-glyc  ManX 2.53+014 257+0.12 252+0.14 245+0.14
ManXI 1.62+0.12 1.62+0.10 1.68+0.12 1.73+0.10
ManXII 1.72+0.10 1.73 £0.09 1.70+£0.10 1.65+0.10
ManXIII 1.92+0.12 1.89+0.12 1.93+0.13 1.94+0.13

In addition, the solvent accessible area of all glycans and of the
peptide portion were very similar when comparing both systems
(Table 2). Besides, the most exposed carbohydrates were the first
residues of the glycan trees (mIno, GIcNAcl and ManX) and the ter-
minal mannoses (Manlll of GPI; ManVI, ManVIII and ManIX of N-
glycosylations; and ManXIII of P-glycosylation). Most of Trypano-
soma glycan chains have galactose residues in profusion because
of the role of trans-sialidase proteins in sialic acid attachment, an
event that is involved in cell adhesion, invasion, and protection
against alternative complement pathway.** However, NETNES
has a unique carbohydrate composition due to the presence of
mannose residues in abundance and exposed to solution, and the
absence of galactose residues. Hence, it may potentially interact
with vector’s mannose-specific lectins, suggesting a role in adhe-
sion of parasites to the insect gut epithelia. Because NETNES is a
small and low abundant molecule, it is probably located between
other epimastigote molecules, as GIPLs and mucins, covering ex-
posed membrane regions and acting as a protective coat against
the digestive tract conditions.

3. Conclusions

Our findings suggest that POPC model and GPI-anchor pre-
sented, respectively, lipid proprieties and distance between hydro-
gen atoms values in accordance with experimental data. Regarding
the peptide, it is very flexible in the first third of the simulations,
mainly due to the bending of backbone bringing the N- and C-ter-
minals closer. Furthermore, NETNES curves over the carbohy-
drates, exposing itself and some carbohydrates to solution,
available to participate in parasite-invertebrate host interaction
or in parasite protection.

This is the first work to build a three-dimensional model of
NETNES, as well as to obtain dynamical insights into its structural
glycobiology. Also, it is the first force field simulation of phospho-
glycosylation and the first simulation of GPI using GROMOS53a6
force field, as well as this is one of the most accurate computational
reproductions of experimental GPI-anchor structure. According to
our results, the employed methodology provided conformational
data able to support further structural insights into the glycobiol-
ogy of the T. cruzi glycopeptide NETNES.

4. Materials and methods
4.1. Nomenclature and topology

[UPAC nomenclature and symbols have been adopted.*> Two
disaccharides and three phosphated monosaccharides were evalu-
ated in order to construct glycan moieties. Their relative orienta-
tion was described by two or three torsional angles at the
glycosidic and phosphate linkages. For a (1 — X) linkage, where
‘X' is 2, ‘3", ‘4’, or ‘6", the ¢ and yy were defined as:

¢=05-C1-0X-CX
Y=Cl-0X-CX-C(X-1)

For (1 — 6) linkage, ® was defined as:
w=06-C6-C5-C4

Each disaccharide, as well as the phosphated monosaccharides,
was built in Molden.*® Their respective topologies were obtained
from PRODRG server.*” Improper dihedrals to preserve hexopyra-
nose conformations in solution and HF/6-31"*-derived Lowdin
charges were included in those topologies, as described and vali-
dated previously.'>1348
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4.2. Metadynamics energy contour maps

Metadynamics energy sampling explores the free energy sur-
face according to a set of collective variables, which can be angles,
distances, potential energies, coordinates, and others.*>>° These
calculations were performed using GROMACS 4.5.1 simulation
suite®? with PLUMED implementation®' and GROMOS96 53a6
force field.>* Independent simulations were carried out evaluating
¢ and ¥ or w and  dihedrals as collective variables in a 10 ns
based sampling. These variables were written every 10 ps, and
the gaussian potentials were added every 200 ps with a height of
0.1 kcal mol~! and a width of 0.5 radians. The disaccharides and
the phosphated monosaccharides were solvated with SPC water
model®? in triclinic boxes using periodic boundary conditions.
Temperature and pressure were kept constant at 298 K and
1 atm using Nosé-Hoover termostat®>>*, Parrinello-Rahman baro-
stat>>>® and coupling constants of 7 =0.1 and 1.0 ps, respectively.
The Lincs method®” was applied to constrain covalent bond
lengths, allowing an integration step of 2 fs. Electrostatic interac-
tions were calculated using Reaction Field.>® The dielectric con-
stant was treated as ¢ =66, and the calculations for the optimal
fast Fourier transform plan for the grid was enabled. The energy
minima, that is, 2 starting conformations for o-p-Man-(1-0)-
methyl-phosphate, o-p-Man-(1-4)-0-p-GlcN, o-p-GlcN-(1-6)-
myo-Ino and myo-Ino-(1—0)-methyl-phosphate, and 4 for
methyl-phosphate-(0—6)-o-p-Man, totalizing 14 systems, were
submitted to conventional MD simulation, using GROMOS96
53a6 force field,®? each one for 0.1 ps and a protocol previously de-
scribed'>13° and presented in item 4.7. Each minimum was used
to build GPI-anchor and P-glycosylation structures.

4.3. Peptide structure

Since there was no information in the literature concerning NET-
NES three-dimensional structure and the impossibility of perform-

GPl-anchor

ing comparative modeling methods due to the absence of proper
templates, two initial models of this peptide with different second-
ary structures, one as an extended coil and another as an a-helix,
were submitted to 1 pus MD simulations with GROMOS96 53a6 force
field,** using the MD protocol previously described.!?!3>° Besides
that, we submitted the peptide sequence to secondary structure
prediction servers Phyre2,%® Psipred,®! Jpred3,°? and PredictPro-
tein® in order to confirm the MD conformational sampling.

4.4. AEP and ETNP conformations

AEP and ETNP topologies were obtained from PRODRG server?’
and the Léwdin charges were added. Those molecules were bound
to glucosamine and aspartate, respectively, and then were submit-
ted to 100 ns of MD simulations, using the same protocol described
above in item 4.3. In order to obtain the most prevalent conforma-
tion, GROMACS cluster analysis was performed.

4.5. Construction of glycosylated NETNES structure

Glycan moieties from N-glycosylation (Fig. 6) were added in the
coiled conformation of NETNES peptide using GLYPROT server.*
Carbohydrates composing GPI-anchor and P-glycosylation (Fig. 6)
were constructed using each disaccharide most abundant confor-
mation of AEP and ETNP as reference starting geometries, as previ-
ously described.®>-¢¢

4.6. GPI phospholipid

In order to construct the GPI lipid part, a dipalmitoylphosphati-
dylcholine (DPPC) membrane was modified, removing the choline
and one acyl group of the glycerol. Parameters and charges for this
phospholipid were adapted from Kukol.??> One random phospho-
lipid at the middle of the membrane was exchanged for this con-
structed lipid attached to NETNES models.

a-D-Manp(1—>2)a-D-Manp(1—6)-D-Manp(1+—>4)a-D-GlcpN(1—6)myo-Ino
6

= —N

u-D-M:np

N-glycosylation
G-D-Minp

O 4—

a-D-Manp(1—>3)0-D-M~a/np

O 4——

1
(0)

AEP

-D-Manp(1—>4)3-D-GlcoNAC(1—>4)B-D-GlcoNAC(1—>N)Asn

——w

a-D-Man

P-glycosylation

a-D-Manp(1—2)a-D-Manp(1—2)a-D-Manp(1—2)a-D-Manp(1—O)Phosphate

Figure 6. Scheme of NETNES glycan structures. Man is mannose; GIcN, glucosamine; myo-Ino, myo-Inositol; AEP, aminoethyl phosphate; GIcNAc, N-acetylglucosamine; Asn,
asparagine. The names in gray were used in this work to differentiate the carbohydrates.
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4.7. MD simulations

Four systems (Supplementary Fig. 9) were built and submitted
to MD simulations, and the last 2 were in duplicate: (1) 128 POPC
molecules (System A); (2) 127 POPC molecules and one GPI-anchor
(System B); (3) 127 POPC molecules, one GPI-anchor attached to
NETNES peptide with one N-glycosylation and two P-glycosyla-
tions (System C); and (4) 127 POPC molecules, one GPI-anchor at-
tached to NETNES peptide with two N-glycosylations and two P-
glycosylations (System D).

Those systems were solvated with SPC water model®? and neu-
tralized with sodium ions in a triclinic box using periodic boundary
conditions in order to perform the MD simulations with GROMACS
4.5.1 package*? using GROMOS96 53a6 force field.>* Temperature
and pressure were kept constant at 298 K and 1 atm using Nosé-
Hoover termostat,>>>* Parrinello-Rahman barostat>>>® and cou-
pling constants of 7 = 0.2 and 2.0 ps, respectively. The Lincs meth-
od>’ was applied to constrain covalent bond lengths, allowing an
integration step of 2 fs after Steepest Descents minimization. Elec-
trostatic interactions were calculated using Particle Mesh Ewald.®’

Regarding the analyses, area per lipid was calculated as the lat-
eral area of xy-plane of the simulation box divided by the number
of lipids in one monolayer. Thickness was measured employing
GridMAT-MD program,®® which calculated the average membrane
thickness of every 20 ns. In order to analyze distances between
hydrogen atoms during the simulations and compare them to
NMR NOE signals, apolar hydrogens were added on a 20,000
frames trajectory, using PyMOL, and the distances were calculated
with g_mindist of GROMACS package.

Acknowledgments

This work was supported by Conselho Nacional de Desenvolvi-
mento Cientifico e Tecnolégico (CNPq), MCT, by Coordenacdo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES), MEC, Brasi-
lia, DF, Brazil, by Funda¢do de Amparo a Pesquisa do Estado do Rio
Grande do Sul (FAPERGS), Porto Alegre, RS, Brazil, and by Centro
Nacional de Supercomputacdo (CESUP), UFRGS, Porto Alegre, RS,
Brazil.

Supplementary data

Supplementary data associated with this article can be found, in
the online version, at http://dx.doi.org/10.1016/j.carres.2013.
03.010.

References

. Burleigh, B. A.; Andrews, N. W. Annu. Rev. Microbiol. 1995, 49, 175-200.

. The World Health Organization (WHO), 2010, Factsheet no. 340.

. Almeida, I. C.; Gazzinelli, R. T. J. Leukocyte Biol. 2001, 70, 467-477.

. Rodrigues, R. F.; Castro-Pinto, D.; Echevarria, A.; dos Reis, C. M.; Cistia, C. N. D.;
Sant’Anna, C. M. R.; Teixeira, F.; Castro, H.; Canto-Cavalheiro, M.; Leon, L. L.;
Tomas, A. Bioorg. Med. Chem. 2012, 20, 1760-1766.

. Coura, J. R.; de Castro, S. L. Mem. Inst. Oswaldo Cruz 2002, 97, 3-24.

6. Wilkinson, S. R.; Taylor, M. C.; Horn, D.; Kelly, ]J. M.; Cheeseman, I. Proc. Natl.
Acad. Sci. US.A. 2008, 105, 5022-5027.

. Pol-Fachin, L.; Verli, H. Mini-Rev. Org. Chem. 2011, 8, 229-238.

. Paulick, M. G.; Bertozzi, C. R. Biochemistry 2008, 47, 6991-7000.

. Mendonga-Previato, L.; Todeschini, A. R.; Heise, N.; Previato, ]J. O. Curr. Opin.
Struct. Biol. 2005, 15, 499-505.

10. Nakayasuy, E. S.; Yashunsky, D. V.; Nohara, L. L.; Torrecilhas, A. C. T.; Nikolaev, A.

V.; Almeida, I. C. Mol. Syst. Biol. 2009, 5, 261.
11. MacRae, J. I; Acosta-Serrano, A.; Morrice, N. A.; Mehlert, A.; Ferguson, M. A. J. J.
Biol. Chem. 2005, 280, 12201-12211.

w AW =

0 0

12.
13.

14.
15.

16.
17.

18.

19.

20.

Pol-Fachin, L.; Fernandes, C. L.; Verli, H. Carbohydr. Res. 2009, 344, 491-500.
Fernandes, C. L.; Sachett, L. G.; Pol-Fachin, L.; Verli, H. Carbohydr. Res. 2010, 345,
663-671.

Duan, Y.; Kollman, P. A. Science 1998, 282, 740-744.

Simmerling, C.; Strockbine, B.; Roitberg, A. E. J. Am. Chem. Soc. 2002, 124,
11258-11259.

Freddolino, P. L.; Liu, F.; Gruebele, M.; Schulten, K. Biophys. J. 2008, 94, L75-L77.
Daura, X.; Jaun, B.; Seebach, D.; van Gunsteren, W. F.; Mark, A. E. J. Mol. Biol.
1998, 280, 925-932.

Giesel, G. M.; Lima, L. M. T. R.; Faber-Barata, J.; Guimaraes, J. A.; Verli, H. FEBS
Lett. 2008, 582, 3619-3624.

Terra, R. M.; Guimaraes, J. A.; Verli, H. J. Mol. Graphics Modell. 2007, 25, 767-
772.

Florin-Christensen, M.; Florin-Christensen, J.; de Isola, E. D.; Lammel, E.;
Meinardi, E.; Brenner, R. R.; Rasmussen, L. Mol. Biochem. Parasitol. 1997, 88, 25—
33.

. Heller, H.; Schaefer, M.; Schulten, K. J. Phys. Chem. 1993, 97, 8343-8360.

. Kukol, A. J. Chem. Theory Comput. 2009, 5, 615-626.

. KucCerka, N.; Tristram-Nagle, S.; Nagle, J. F. J. Membr. Biol. 2005, 208, 193-202.
. Poger, D.; Mark, A. E. J. Chem. Theory Comput. 2010, 6, 325-336.

. Seelig, J.; Waespe-Sarcevi¢, N. Biochemistry 1978, 17, 3310-3315.

. Janosi, L.; Gorfe, A. A. J. Chem. Theory Comput. 2010, 6, 3267-3273.

. Zuegg, ].; Gready, ]. E. Glycobiology 2000, 10, 959-974.

. DeMarco, M. L.; Daggett, V. J. Neurochem. 2009, 109, 60-73.

. Martin-Lomas, M.; Khiar, N.; Garcia, S.; Koessler, J. L.; Nieto, P. M.; Rademacher,

T. W. Chem. Eur. ]. 2000, 6, 3608-3621.

. Chevalier, F.; Lopez-Prados, ].; Perez, S.; Martin-Lomas, M.; Nieto, P. M. Eur. J.

Org. Chem. 2005, 15, 3489-3498.

. Senderowitz, H.; Still, W. C. J. Org. Chem. 1997, 62, 1427-1438.
. Woods, R. ].; Dwek, R. A.; Raymond, A.; Edge, C. . J. Phys. Chem. 1995, 99, 3832-

3846.

. Levitt, M.; Hirshberg, M.; Sharon, R.; Daggett, V. Comput. Phys. Commun. 1995,

91, 215-231.

. Oostenbrink, C.; Villa, A.; Mark, A. E.; van Gunsteren, W. F. J. Comput. Chem.

2004, 25, 1656-1676.

. Homans, S. W.; Edge, S. C. ].; Ferguson, M. A. ].; Dwek, R. A.; Rademacher, T. W.

Biochemistry 1989, 28, 2881-2887.

. Weller, C. T.; McConville, M.; Homans, S. W. Biopolymers 1994, 34, 1155-1163.
. Mehlert, A.; Richardson, ]J. M.; Ferguson, A. J. J. Mol. Biol. 1998, 277, 379-392.
. O’Connor, S. E.; Imperiali, B. Chem. Biol. 1996, 3, 803-812.

. Andreotti, A. H.; Kahne, D. J. Am. Chem. Soc. 1993, 115, 3352-3353.

. Beintema, . ]. Biosci. Rep. 1986, 6, 709-714.

. Buskas, T.; Ingale, S.; Boons, G. ]. Glycobiology 2006, 16, 113R-136R.

. van der Spoel, D.; Lindahl, E.; Hess, B.; Groenhof, G.; Mark, A. E.; Berendsen, H. J.

C. J. Comput. Chem. 2005, 26, 1701-1718.

. Hess, B. Phys. Rev. E 2002, 65, 031910-1-031910-10.
. Frasch, A. C. C. Parasitol. Today 2000, 16, 282-286.
. LU.P.A.C.-LU.B. Commision on Biochemical Nomenclature. Pure Appl. Chem.

1996, 68, 1919-2008.

. Schaftenaar, G.; Noordik, ]. H. J. Comput. Aided Mol. Des. 2000, 14, 123-134.
. Schuettelkopf, A. W.; van Alten, D. M. F. Acta Crystallogr., Sect. D 2004, 60, 1355-

1363.

. Becker, C. F.; Guimardes, J. A.; Verli, H. Carbohydr. Res. 2005, 340, 1499-1507.
. Laio, A.; Parrinello, M. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 2002, 99, 12562-12566.

. Laio, A.; Gervasio, F. L. Rep. Prog. Phys. 2008, 71, 126601-126622.

. Bonomi, M.; Branduardi, D.; Bussi, G.; Camilloni, C.; Provaski, D.; Raiteri, P.;

Donadio, D.; Marinelli, F.; Pietrucci, F.; Broglia, R. A.; Parrinello, M. Comp. Phys.
Commun. 2009, 180, 1961-1972.

. Berendsen, H. ]. C.; Grigera, J. R;; Straatsma, T. P. J. Phys. Chem. 1987, 91, 6269~

6271.

. Nosé, S. Mol. Phys. 1984, 52, 255-268.

. Hoover, W. G. Phys. Rev. A 1985, 31, 1695-1697.

. Parrinello, M.; Rahman, A. J. Appl. Phys. 1981, 52, 7182-7190.

. Nosé, S.; Klein, M. L. Mol. Phys. 1983, 50, 1055-1076.

. Hess, B.; Bekker, H.; Berendsen, H. J. C.; Fraaije, J. G. E. M. J. Comput. Chem. 1997,

18, 1463-1472.

. Tironi, I. G.; Sperb, R.; Smith, P. E.; van Gunsteren, W. F. J. Chem. Phys. 1995, 102,

5451-5459.

. Verli, H.; Guimardes, ]. A. Carbohydr. Res. 2004, 339, 281-290.
. Kelley, L. A.; Sternberg, M. ]. E. Nat. Protoc. 2009, 4, 363-371.
. Buchan, D. W.; Ward, S. M.; Lobley, A. E.; Nugent, T. C.; Bryson, K.; Jones, D. T.

Nucleic Acids Res. 2010, 38, W563-W568.

. Cole, C.; Barber, ]J. D.; Barton, G. J. Nucleic Acids Res. 2008, 35, W197-W201.

. Rost, B.; Yachdav, G.; Liu, J. Nucleic Acids Res. 2003, 32, W321-W326.

. Bohne-Lang, A.; von der Lieth, C. W. Nucleic Acids Res. 2005, 33, W214-W219.
. Pedebos, C.; Pol-Fachin, L.; Verli, H. J. Nat. Prod. 2012, 75, 1196-1200.

. Pol-Fachin, L.; Serrato, R. V.; Verli, H. Carbohydr. Res. 2010, 345, 1922-1931.

. Darden, T.; York, D.; Pedersen, L. J. Chem. Phys. 1993, 98, 10089-10092.

. Allen, W. ].; Lemkul, ]. A.; Bevan, D. R. J. Comput. Chem. 2009, 30, 1952-1958.



50

Supplementary Data

Structural characterization of NETNES

glycopeptide from Trypanosoma cruzi

Carla G. Chiodi® and Hugo Verli*

“Centro de Biotecnologia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Av Bento

Gongcalves 9500, CP 15005, Porto Alegre 91500-970, RS, Brazil.

carla.chiodi @gmail.com, hverli@cbiot.ufrgs.br

“Corresponding author. Tel.: +55-51-3316-7770; fax: +55-51-3316-7309; e-mail
address: hverli@cbiot.ufrgs.br. Centro de Biotecnologia, Universidade Federal do Rio

Grande do Sul, Av Bento Gongalves 9500, CP 15005, Porto Alegre 91500-970, RS, Brazil



51

Metadynamics conformational analysis
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Supplementary Figure 1. Energy plots for dihedral angles f, y and w obtained from

metadynamics.
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a-D-Man-(1-O)-Methyl-phosphate
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Supplementary Figure 2. Distribution of ¢, ¥ and o dihedrals during MD simulations.
All minima energy conformations from metadynamics maps were used as starting points of
MD simulations, that is, 4 different starting geometries for methyl-phosphate-(O—6)-a-D-
Man and 2 different starting geometries for the other ones, that are: a-D-Man-(1—0)-
methyl-phosphate, a-D-Man-(1—4)-a-D-GIcN, a-D-GIcN-(1—6)-myo-Ino and myo-Ino-
(1—0)-methyl-phosphate. As can be observed there was a convergence of the structures in

solution.
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Supplementary Figure 3. (A) GPI and (B) P-glycosylation initial conformations based on
the most abundant conformational states derived from MD simulations of metadynamics

minima.
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Supplementary Figure 4. Secondary structure assignment during MD simulations, as
measured by DSSP, for NETNES. Two different simulations were performed, considering

NETNES starting conformational state as (A) coil, and as (B) helix.



55

Supplementary Table 1. Secondary structure prediction of NETNES based on its amino

acid sequence from different servers, where C means coil and E, a p-strand. Confidence

values range from O (low confidence) to 9 (high).

Peptide sequence

E

Phyre2?

Pred.

Conf.

C

Psipred®

Pred.

Conf.

Jpred3*

Pred.

Conf.

Predict

Protein®

Pred.

Conf.

C

9

C

5

C

4

T N
C C
6 6
C C
4 6
C C
77
C C
5 7

% http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/

® http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/

¢ http://www.compbio.dundee.ac.uk/www-jpred/
¢ http://www.predictprotein.org
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Membrane analyses
Supplementary Table 2. Area per lipid and thickness of POPC. The values obtained from

the simulated systems were compared to previous experimental® and theoretical® data.

Area per Lipid (hm?) Thickness (nm)
Experimental® 0.683 3.70
Theoretical® 0.638 3.46
System A 0.703 + 0.01 3.47 +0.05
System B 0.684 +0.01 3.53+0.04
System C 0.684 + 0.01 3.57 £ 0.05

System D 0.683 + 0.01 3.53 +0.04
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Supplementary Figure 5. Deuterium order parameters for POPC snl (left) and sn2 (right)
chains. A POPC representation with the numbered carbons is above the graphs. This
membrane propriety was measured each 20 ns of MD simulation in order to obtain the
average curves with standard deviation. As can be seen, there is a good overall agreement

among the order parameter profiles calculated.
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GPIl-anchor analyses

(A) | I v
a-D-Man(1-> 2)a-D-Man(1-> 6)a-D-Man(1-> 4)a-D-GlcN(1-> 6)mino
3
(0
a-D-Gal(1-> 2)a-D-Gal(1->6)a-D-Gal(2 «1)a-D-Gal
(B) v
a-D-Gal(1-> 6)a-D-Gal(1-> 3)B-D-Gal(1—=> 3)a-D-Man(1-=> 3)a-D-Man(1->4)a-D-GlcN(1-> 6)mino
0\
o
PO4-(0O<«1)a-D-Glc
(C) p-D-GalNAc
1
v
| I V2
a-D-Man(1->2)a-D-Man(1->6)a-D-Man(1-> 4)a-D-GlcN(1-> 6)mino
2 4
t r
o § Q
a-D-Man POs-ETN
1l
(D)

| ] v
a-D-Gal(1=> 2)a-D-Man(1-> 2)a-D-Man(1-> 6)a-D-Man(1->4)AHM

(E)

[ I \Y
a-D-Man(1->2)a-D-Man(1-> 6)a-D-Man(1-> 4)a-D-GIcN(1-> 6)mino

2 7z
() ()
i o

a-D-Man AEP
1l

Supplementary Figure 6. Scheme of GPIl-anchor structures used for NOE comparisons.
Experimental NOE signals of the carbohydrates in red were used for NETNES GPI
validation. Roman numbers were utilized in order to differentiate mannose residues. (A)
Trypanosoma brucei variant surface glycoprotein®, (B) Leishmania major GIPL-6% (C)
prion°, (D) Trypanosoma brucei class-2 variant surface glycoprotein®, and (E)

Trypanosoma cruzi NETNES'.
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Supplementary Table 3. Average = SD of ¢, ¥ and o dihedrals from GPI glycosidic
linkage. Torsion angles were measured for each carbohydrate of GPI glycan core and

compared to another work with GP1 MD simulations®.

Average £ SD of ¢, ¥ and o dihedrals

Manl-(1—2)- Manll-(1—6)-  ManlV-(1—4)- GIcN-(1—6)-

Manll ManlV GIcN mino
¢: 90° ¢: 80°
Chevalier et ¢: 60° or 70° ¢: 100° or 9Q°
Y. 90°to 170° or Y: 60°to 120° or
al ¥:180°0r 90°  ¥: 70° or 210°
180° to 220° 170° to 240°
¢: 139° £ 22°
¢: 1320 £ 20° ¢: 78° £13° ¢: 111° £ 24°
System B W: 245° + 54°
¥ -73°+ 17° P 790 + 15° ¥ 117°+ 17°
o 188°+53°
¢: 114° + 31°
¢: 108° + 28° ¢: 83° £13° ¢: 104° £ 20°
System C W: 176° £ 22°
Y -104° + 26° Y. 83°+13° Y:119° + 16°
. 157° +51°
¢: 990 + 22°
¢: 147° + 21° ¢: 78° £ 12° ¢: 75° + 12°
System D P 164° + 30°
Y. -69° + 12° Y. 81°+11° P 950+ 11°

o: 180° + 25°
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NETNES analyses

NETNES without
glycosylations

System C
System D

Supplementary Figure 7. Peptide conformation. The whole peptide in the last frame of
each MD simulations was represented as cartoon. All atoms of those frames were used for

fitting, showing NETNES bends, mainly the one near the N-glycosylation sites.
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Supplementary Table 4. Structural description of glycosidic ¢, ¥ and o dihedrals

(average £+ SD) from N- and P-glycosylations.

Average £ SD of ¢, ¥ and o dihedrals

System C System D
N-glyc. ASN7 ASN4 ASN7
GlIcNAclI- ¢:-82°0+ 12° ¢: -83° + 14° ¢:-90° + 13°
(1—4)-GIcNAcl Y 111°+ 11° Y. 115°+13° Y. 106° + 12°
ManV-(1—4)- ¢ -79° + 14° ¢:-93° + 16° ¢: -86° £ 15°
GlcNAclI Y. 105° + 11° Y. 890 + 16° Y. 104° + 12°
ManVI-(1—3)- ¢: 1320+ 17° ¢:141°+ 18° ¢: 135° + 16°
ManV Y. -790 + 140 Y. -74° + 140 Y. -74° £ 13°
¢: 79° + 12° ¢: 820+ 14° ¢: 1130+ 28°
ManVII-(1—6)-
Y. -169° + 11° Y. -157° + 15° Y. -171°+ 15°
ManV
o: -177° + 14° o: -178° + 14° ®: -165° + 17°
ManVIlI-(1—3)- ¢: 146° £ 16° ¢: 140° £ 16° ¢: 1370+ 17°
ManVII Y. -74° £ 12° Y. -74° + 120 Y. -74° £ 13°
¢: 105° £ 28°
¢: 107° £ 27° ¢: 127° £ 31° _ o o
ManlX-(1—6)- Y. -173°+ 31
Y. -169° + 41° Y. -180° + 35°
ManV“ . '140 + 1010
o: -147° + 40° : -140° + 47°
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P-glyc. SER9 SER11 SER9 SER11
ManXIl-(152)-  ¢: -69° + 14° ¢: -64° + 149 ¢: -68° + 16° ¢: -81° % 17°
ManX 7204130 W -710413° Wi-790+16° P -84° + 20°
ManXll-(1—2)-  ¢: -850+ 17° ¢: -850 + 159 ¢: -840 + 17° ¢: -87° + 16°
ManX| Y1220+ 150 Wi-1169+16° WPi-12004+ 150 P -1139 + 139
ManX1I-(1—2)-  ¢: -87° + 34° ¢: -92° + 36° ¢: -89° + 35° ¢ -69° + 15°
ManXI| 91090+ 18° W:-104°+19°  Pr-110°0418° i -102° + 149




63

Supplementary Table 5. Contribution of the first five Principal Components and their

respective cosine content. Only the protein backbone portion was used for principal

component analysis.

System C System D
Contribution 44.8% 64.9%
PC1
Cosine Content 0.59 0.28
Contribution 9.6% 10.2%
PC 2
Cosine Content 0.01 0.09
Contribution 5.5% 5.8%
PC 3
Cosine Content 2.4x10™ 2.3x107
Contribution 3.2% 3.1%
PC 4
Cosine Content 0.05 0.01
Contribution 2.4% 2.7%
PC5
Cosine Content 1.9x10° 0.05
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Supplementary Figure 8. Contact maps between peptide and glycans. These maps
indicate the proximity of the residues in (A) system C and (B) system D, and were
performed with an average over the entire simulation length. Maps of the last frames were

made and the results were extremely similar; therefore, it is not shown here.
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Supplementary Figure 9. The four systems submitted to MD simulations. (A) System A,
composed of POPC (spheres). (B) System B, composed of POPC and GPI-anchor (sticks).
(C) System C, comprised of POPC, GPI-anchor, one N- and two P-glycosylations
(represented in sticks) and NETNES peptide (orange surface and sticks). (D) System D has
a very similar composition of system C, the only difference is the presence of two N-

glycosylations.
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4.3 Trabalho ll

Conformational characterization of GM1, GD1b and GT1b

gangliosides

Carla Gottschald Chiodi & Hugo Verli

Carbohydr. Res. In preparation.

Gangliosideos sao glicoesfingolipideos acidos, devido aos residuos de
acido sidlico, presentes em todas as ceélulas de mamiferos, particularmente
abundantes no sistema nervoso, onde estdo envolvidos em processos bioldgicos
e relacionados a outras patologias. A fim de melhorar o entendimento das
interacbes dessas moléculas, a caracterizacdo da estrutura tridimensional é
necessaria, entretanto a grande flexibilidade, polaridade e proximidade com a
superficie de membrana dificultam a obtencdo de dados conformacionais por
técnicas experimentais, fazendo com que os métodos tedricos se tornem uma
ferramenta promissora. Nesse contexto, o presente trabalho objetiva caracterizar
0s gangliosideos GM1, GD1b e GT1b, a nivel atbmico, empregando simulacdes
de dindmica molecular, considerando diferentes campos de for¢ca, meio,
hidrogénios implicitos e explicitos e grandes escalas de tempo.

Os resultados mostram a dificuldade na reproducdo dos dados
experimentais e a complexidade estrutural dessas moléculas. Apesar disso, as
simulacdbes com o campo GLYCAM, quando associadas a restricoes de
distancias, e com o GROMOS96 apresentaram valores de distancia entre
hidrogénios bem similares aos obtidos com as técnicas de RMN e cristalografia.
Logo a metodologia utilizada se mostrou vélida para descricdo conformacional
dos gangliosideos GM1, GD1b e GT1b em solucéo.
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Graphical Abstract

GM1 GD1b GT1b

Highlights

* United atom force field simulations are in good agreement with experimental data;
» Using distance restraints, all-atom force field describe quite well gangliosides;
* One of the most elaborated work of gangliosides’ conformational characterization;

* Arreliable methodology to reproduce experimental data.
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Abstract

Gangliosides are acid glycosphingolipids that exist predominantly in microdomains
of mammal cells surface, playing important roles in normal biological and disease-related
processes. The characterization of a three-dimensional model of those molecules is
necessary in order to gain a better understanding of their functions and complexity. Since
gangliosides present high flexibility, polarity and proximity to membrane surfaces, it is
very difficult to obtain their structures using experimental techniques. In this context, the
current work aims to employ MD simulations with different force fields, comparing the
obtained data with previous experimental ones, in order to characterize GM1, GD1b and
GT1b conformations in solution, evaluate the methodology and obtain a reliable model for
them at the atomic level. Our results points out the structural complexity of gangliosides
and the difficulty to reproduce the experimental data. In spite of that, GLYCAM, when
simulated with distance restraints, and GROMOS96 showed to be prominent force fields to
replicate NMR and X-ray crystallography techniques according to interresidues hydrogen
distances. Overall, the employed methodology was capable of characterizing GM1, GD1b

and GT1b conformation in solution.
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1. Introduction

Gangliosides are highly polar acid glycosphingolipids, because their signature
feature is the presence of at least one sialic acid on the structure besides all other
carbohydrates®. Those molecules exist predominantly in microdomains of mammal cells
surface’; therefore, they are responsible for cellular interactions with extracellular
environment, playing important roles in normal biological functions, for example,
neurodifferentiation, synaptogenesis, synaptic transmission®. In fact they are required for
disease-related processes as well, because gangliosides are targets for some virus, like
influenza*®, rotavirus®, human immunodeficiency virus’, and bacterial toxins, as
tetanopasmin, botulinum toxin, cholera toxin®. Thus, there is an increase of works trying to
comprehend those molecules structural complexity, metabolism, biological functions,
pathological implications, protein-carbohydrate interactions and drug design®°.

In order to gain a better understanding of these cell-surface interactions, the
characterization of a three-dimensional structure is necessary; however, the gangliosides’
high flexibility, polarity and proximity to membrane surfaces hinder the structure
obtainment by experimental techniques. Therefore, theoretical methods, as molecular
dynamics (MD) simulations, combined with experimental data, are promising tools for
conformational description of glycoconjugates in solution***2, In this context, the current
work aims to characterize, at the atomic level, the structure of gangliosides GM1, GD1b
and GT1b, employing MD simulations with different force fields. Those simulations were
compared to NOE signals from NMR experiments and to hydrogen distances in
crystallographic data deposit on Protein Data Bank (PDB), in order to characterize their

conformation in solution and validate the employed methodology.
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2. Results
2.1. Metadynamics conformational analysis

Metadynamics method was employed in order to obtain the minimum energy
conformation for the structures: a-D-NeuAc-(2—8)-a-D-NeuAc, a-D-NeuAc-(2—3)-p-D-
Gal, B-b-Gal-(1—3)-p-b-GaNAc, B-D-Ga-(1—4)-B-pD-Glc, and pB-D-GaNAc-(1—4)-B-D-
Gal (Supplementary Figure S1 and Supplementary Figure S2). All minima orientations of
each disaccharide were submitted to MD simulations after Metadynamics in order to obtain
the most abundant dihedral for glycosidic linkage. Analyzing ¢, ¥ and o dihedrals
distribution, we could observe that most of them have converged during simulations, even
when comparing the different force fields. In fact the only exceptions were the dihedrals ¥
and o of a-D-NeuAc-(2—8)-a-D-NeuAc (Supplementary Figure S3). Initial structures of
gangliosides were built with those most abundant dihedral angles and then submitted to
MD simulations.
2.2 MD simulations

In order to analyze the gangliosides structures in solution, those molecules were
submitted to 4 different MD simulations: 1) GROMOS96 force field and water
environment; 2) GROMOS96 force field and DMSO with water environment; 3)
GLYCAM force field and water environment; 4) GLYCAM force field, water environment
and distance restraints. The DMSO:water was used because NMR experimental data were
obtained in this environment. Distance restraints were employed in GLYCAM MD
simulations in order to compel the structure to reproduce NMR NOE signals.

Distribution of glycosidic linkage dihedrals (Figure 1) and hydrogens distances

(Tables 1, 2 and 3, and Supplementary Figure S4) were measured and analyzed in all
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simulations. Moreover, the latter one was compared to previous NMR and crystallographic
data, as can be seen below for each molecule.
2.2.1GM1

According to Table 1, in GROMOS96 simulations, most of the distances measured
are in good agreement with experimental data, except for NOEs between: 1) SiaA H3 and
GalD H4; and 2) SiaA H9 and GalE H1. However their values were very similar to the
ones measured on crystal structures deposited on PDB and on GLYCAM simulation
without restraints. The hydrogen distance between GalE H1 and GalNAc H4 decreased,
becoming similar to NMR value, when GM1 was simulated with DMSO and water.

When comparing the force fields results, GLYCAM presented 3 more values out of
the range of experimental ones. Using distance restraints, all NOE signals are good
agreement with experimental data, except for the ones between GaINAC H1 and GalD H3,
and between SiaA H3a and GalD H3. The latter one has a distance slightly bigger. The
former, however, is in accordance with crystal structures.
2.2.2GD1b

As can be seen on Table 2, results for GD1b are not in a good agreement with NMR
data. The presence of DMSO even worsened hydrogens distance on linkage II. The
restraints made the values got better, but only 2 of them become in accordance with NMR.
And again those distances out of NOE signals range are in agreement with crystallographic
data.
2.2.3GT1lb

Most of distances on GT1b simulations are in good agreement with NMR data and,
once more, the other distances are in good agreement with the ones of the crystal

structures. On GROMOS96 simulations, the presence of DMSO only made one value
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better, differently from GLYCAM MD simulations with restraints, which had the best
structural concordance between theoretical and experimental data.
2.2.4 Dihedrals distribution

According to Figure 1, dihedrals distribution of linkage GalD(1—4)Glc (linkage I)
is very similar among all simulations, even for the different force fields. Analyzing
GaNAc(1—4)GaD (linkage I1), we can observe a change in ¢ and y distributions in
comparison to disaccharide simulations when GROMOS96 was used. However
gangliosides ssmulated with GLY CAM force field presented similar dihedral distribution
to disaccharide, excluding GT1b with restraints (violet curve), showing this distance
limitation induced a change on y dihedral angle and maybe due to that the hydrogen
distance increased (Table 3). Comparing both force fields, we can observe that ¢
distributions are different, but the  are very similar.

GalE(1—3)GaNACc (linkage 111) dihedrals have similar distributions for both force
fields and between gangliosides and disaccharide. Again the only exception was GT1b
simulation with restrains using GLYCAM (violet curve). Since the distance restriction
imposed on GM1 and GD1b didn’'t change ¢ and y angles, probably the one that caused
that on GT1b was between SiaC H9 and GalINAc H1.

Disaccharide dihedral angles of SiaA(2—3)GalD (linkage 1V) were very similar
between the force fields, however they are dissimilar to the whole gangliosides ssimulations
with GROMOS96. In addition, the presence of DM SO modified GD1b distribution (yellow
curve on GROMOS96 graphs), becoming similar to distribution and hydrogen distance on
GLYCAM GD1b simulation. Regarding GLY CAM, ¢ dihedral is different for simulations
employing restraints. In that case, GM1 (blue) is alike GROMOS96 curves and have better

NOE accordance to experimental values (Table 1), indicating that this angle, which is
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naturally populated on the united atom force field, is probably the most suitable for
reproducing this molecule’s experimental conformation. Concerning ¢ dihedral of GD1b
and GT1b simulations with distance restraints (yellow and violet curves), they are different
from the other distributions for that molecule, yet those dihedral angles are also more
appropriate in order to reproduce experimental conformation since, according to Tables 2
and 3, those GLYCAM simulations with restraints have all hydrogen distances in
agreement with NMR data.

For SiaC(2—3)GalE (linkage V1) al distributions were very much alike, presenting
dightly differences in y on GT1b with restraints and in ¢ on GT1b of GROMOS96.
Regarding a-D-NeuAc-(2—8)-a-D-NeuAc (linkage V), dihedrals ¥ and o have different
degrees on disaccharide simulations, as have already been mentioned on metadynamics
analysis (item 2.1). Gangliosides dynamics with GLYCAM force field show almost the
same distribution as the disaccharide. However this did not happen on GROMOS96, whose
Y and o curves dislocate to values similar to GLYCAM. The only different dihedral
between the force fields was ¢. Besides, according to linkage V hydrogen distances results
(Table 2), GROMOS96 presented better values than GLYCAM, pointing out that ¢
dihedral degrees, obtained on united atom simulations, are more suitable for reproducing

this glycosidic linkage’s NMR conformation.

3. Discussion
Gangliosides are negative charged glycolipids, whose saccharidic portion is highly
polar and flexible. Those characteristics coupled with the fact of proximity to membrane

surface hamper the conformation characterization by experimental techniques. Therefore,
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theoretical methods, when in conjunction and validated with experimental information, is a
promising tool for describe glycan structures™.

Methodology employed in this work for carbohydrates construction and simulation
have already been used and validated in previous works™****. Validation of saccharides
MD simulations often consists in comparing interresidues hydrogen distances with NOE
signals obtained on previous NMR. Accordingly, our results point out the structural
complexity of gangliosides and the difficulty to reproduce experimental data, mainly the
glycosidic linkages involving sialic acid residues. Nevertheless, MD simulations
employing the united atom force field, GROMOS96, presented, in general, hydrogen
distances more similar to the ones obtained from both NMR and X-ray crystallography
techniques. However, this scenario changes when distance restraints are employed with
GLYCAM force field, demonstrating the potential of this tool to reproduce experimental
data. Moreover, this is the first work, and one of the most detailed, that evaluate
gangliosides structure considering different force fields, solvation, implicit and explicit
hydrogens, large time scales. Accordingly, our results proved the validity of the

methodology in characterizing GM1, GD1b and GT1b conformation in solution.

4. Experimental
4.1 Computational methods
4.1.1 Nomenclature and topology

IUPAC nomenclature and symbols™ and Svernnerholm designation'’ have been
adopted for disaccharides and the whole gangliosides, respectively. Five disaccharides
were evaluated regarding the relative orientation, that is described by two or three torsional

angles at the glycosidic linkages, in order to construct glycan moieties. The linkage types
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studied in this work were: (1—X), where “X” was “3” or “4”, and (2—X), where “X” was
“3” or “8”. The ¢ and y were defined as:
¢ = 05-C1-OX-CX
¥ = C1-OX-CX-C(X-1)

For (1 — 6) linkage, o was defined as:
o = 06-C6-C5-C4

Each disaccharide was built in Molden®®. Their respective GROMOS96 topologies
were obtained from PRODRG server'. Improper dihedrals to preserve hexopyranose
conformations in solution and HF/6-31**-derived Lowdin charges were included in those
topologies as described previously**'*?°. Regarding GLYCAM topologies, disaccharides
and the whole gangliosides were built on the server Online Carbohydrate Builder?* and
their parameters, given in AMBER format, were converted to GROMACS format using the
Python tool ACPYPE?,
4.1.2 Metadynamics energy contour maps

Metadynamics energy sampling explores the free energy surface according to a set
of collective variables, which can be angles, distances, potential energies, coordinates and
others®?!. These calculations were performed using GROMACS 4.5.4 simulation suite™
with PLUMED implementation®. Two different force fields were employed separately:
GROMOS96 43a1* and GLYCAMO6®. Independent simulations were carried out
evaluating ¢ and y or o and y dihedrals as collective variables in a 10 ns based sampling.
These variables were written every 10 ps, and the gaussian potentials were added every
200 ps with a height of 0.1 kcal mol™ and a width of 0.5 radians. The disaccharides were
solvated with either SPC*® or TIP3P* water models in triclinic boxes using periodic

boundary conditions. Temperature and pressure were kept constant at 298 K and 1 atm
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using Nosé-Hoover termostat®-*, Parrinello-Rahman barostat®* and coupling constants of
t=0.1 and 1.0 ps, respectively. The Lincs method® was applied to constrain covalent bond
lengths, allowing an integration step of 2 fs. Electrostatic interactions were calculated
using Reaction Field®*. The dielectric constant was treated as & = 66, and the calculations
for the optimal fast Fourier transform plan for the grid was enabled. The energy minima
were submitted to conventional MD simulation, using GROMOS96 43a1”” and GLY CAM
force fields® and a protocol previously described®*. The most abundant dihedrals in
solution were used to build GM1, GD1b and GT1b ganglioside initial structures.
4.1.3 MD simulations

In order to perform the MD simulations with GROMACS 4.5.4 package®™ using
GROMOS96 43a1?” and GLY CAMO06%, the systems were solvated with SPC* and TI1P3P®
water models, respectively, and neutralized with ions in a triclinic box using periodic
boundary conditions. For some GROMOS96 simulations, the box was solvated with a
mixture of DMSO* and SPC water (98:2 v/v). Temperature and pressure were kept
constant at 310 K and 1 atm using Velocity Rescale termostat®, Berendsen barostat® and
coupling constants of t = 0.1 and 0.5 ps, respectively. The Lincs method® was applied to
constrain covalent bond lengths, allowing an integration step of 2 fs after a Steepest
Descents minimization. Electrostatic interactions were calculated using Particle Mesh
Ewald®.

Some GLYCAM MD simulations were performed with distance restraints of 1 000
kJ.mol™ on the hydrogen atoms in order to reproduce NOE signals from experimental
data. Regarding the analysis, distance calculations were performed with g_mindist of

GROMACS package on the whole trajectory of 200 000 frames.
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Figure 1. Dihedrals distributions in each MD simulation. Glycosidic linkage’s ¢, v and ®
dihedrals were analyzed for all molecules, including the disaccharides, even for those
simulated under different conditions, that is, GROMOS96 force field with DMSO and

water environment and GLYCAM force field with distance restraints.
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Metadynamics conformational analysis
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Supplementary Figure S1. Energy plots for dihedral angles ¢, ¢ and w obtained from

metadynamics, using GROMOS96 43al force field.
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Supplementary Figure S2. Energy plots for dihedral angles ¢, ¢ and o obtained from

metadynamics, using GLYCAM force field.
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Supplementary Figure S3. Distribution of ®, ¥ and o dihedrals during MD simulations.

All minima energy conformations from metadynamics maps, for both force fields, were

used as starting points of MD simulations. As can be observed there was a convergence of

the structures in solution even when comparing different force fields, except for ¥ and o

dihedrals of 2—38 linkage.



GM1
E ] 1] D |
B-D-Gal(1—3)p-D-GalNAc(1—4)B-D-Gal(1—4)p-D-Glc
3

91

GM1b
Vi

C V [} |
a-D-NeuSAc(2—

E D |
3)p-D-Gal(1— 3)p-D-GalNAc(1— 4)p-D-Gal(1— 4)p-D-Glc

2
a-D-NeuSAc
A GD1a
C Vi E n I D I
GD1b a-D-Neu5Ac(2— 3)p-D-Gal(1— 3)p-D-GalNAc(1— 4)p-D-Gal(1— 4)p-D-Gle
E n I D | Z}
p-D-Gal(1—3)p-D-GalNAc(1—4)-D-Gal(1—4)p-D-Glc V3
i ? a-D-NeuSAc

v 2 A

a-D-NeuSAc(2— 8)a-D-NeuSAc GD2

8 X D |

GT1b

|
p-D-GalNAc(1—4)p-D-Gal(1—4)p-D-Glc
3

v t
|

Cc Vi E I I V 2
a-D-Neu5SAc(2-- 3)p-D-Gal(1-+ 3)p-D-GalNAc(1- 4)p-D-Gal(1- 4)p-D-Glc «-D-NeuSAc(2—8)a-D-NeuSAc
3 B A

vt

V 2
«-D-NeuSAc(2— 8)a-D-NeuSAc
B A

Supplementary Figure S4. Representation of the structures, whose hydrogen distance
were analyzed theoretical and experimentally. Glycosidic bonds are marked with roman
numbers in red (I to VI). Galactose and sialic acid residues were differentiated using letters

(Ato E).
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5 Conclusoes

A partir dos objetivos tragcados, o presente trabalho permitiu:

Modelos estruturais, em nivel atdmico, foram construidos para o
NETNES, em sua forma completamente glicosidala e inserida em
membrana,

A estrutura e dindmica da ancora de GPI acoplada ao NETNES foi
construida e validada empregando-se dados de NOE;

Os dados obtidos indicam a capacidade de ancoras de GPI de
modular a fluidez de membranas, particularmente a cadeia sn2;

O peptideo ndo apresenta estrutura secundaria em solugéo, salvo
algumas regides de bends e turns, sendo, portanto, muito flexivel,
Ambas formas do NETNES curvam-se sobre a superficie da
membrana, expondo a parte peptidica e algumas glicanas ao meio
extracelular;

De forma semelhante, a estrutura de gangliosideos selecionados foi
construida e validada;

Houve algumas divergéncias nas distancias entre hidrogénios dos
dados téoricos, em ambos campos de forca, e experimentais. Os
dados teoricos sugerem uma conformacdo um pouco diferente do

gue a encontrada nos experimentos de RMN.

O presente trabalho permitiu a obtencdo de um modelo atdmico para o

NETNES ancorado a superficie de membrana, o que possibilitou a elaboragéo de

inferéncias quanto a funcdo bioldgica dessa molécula e maior conhecimento

acerca da glicobiologia estrutural da forma epimastigota do T. cruzi. Além disso

também foi possivel caracterizar a estrutura dos gangliosideos por métodos de

dindmica molecular de acordo com dados experimentais prévios. Algumas

distancias entre hidrogénios ndo estavam de acordo com as de RMN, mas sim

com as de estruturas cristalogréficas. Essas simula¢cdes permitiram a avaliacdo do

campo de forca atomo unido, demonstrando o potencial dessa metodologia com

GROMOS96 para descricdo dessas moléculas.
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De forma geral, os resultados obtidos podem ser Uteis para outros estudos,
gue avaliam a interacdo entre o NETNES ou entre os gangliosideos com outras
moléculas, oferecendo insights sobre processos biologicos importantes. Além
disso, confirmam o potencial das ferramentas computacionais no estudo de
sistemas biolégicos, combinadas com dados experimentais prévios,
especialmente na reproducdo e predicdao de propriedades conformacionais de

glicoconjugados inseridos em membrana.
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6 Perspectivas

Considerando-se o0s resultados obtidos, principalmente a obtencdo de
modelos atdmicos confidveis, as seguintes perspectivas podem ser tracadas:

» Caracterizacdo estrutural e conformacional de outras moléculas
ancoradas por GPI,

* Insercdo dos gangliosideos em membrana e comparacdo de suas
dindmicas entre os estados livre e ancorado;

» Caracterizacdo da interagcdo dos gangliosideos com a urease de
Canavalia ensiformis por meio de estudos de docagem.
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8 Anexos

8.1 Cargas atébmicas de Lowdin

As cargas de Lowdin foram divididas em grupos de carga, para que possam
ser aplicadas para diferentes residuos de carboidratos e campos de forga.
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Y < : 0070 2009
/
H CH3
(0]
o4
N Pol-
Carboxilato °, “0:288 =000 Fachin,
HO= - --(“ ) > - OH 2009
AN _{' 0.172
\ 0.000 Pol-
Metila eeme e Fachin,
’ 2009
Fe---x
H 0
\ PN

|
Etanolamina
/N\/\O/ P\\
o)

O.
. . o
Aminoetil +H3N/\/ \P/
fosfato / o
O
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8.2 Topologias dos residuos do NETNES para GROMOS96 53a6

Esses arquivos contém os parametros de ligagcdo, angulo de ligacao e
diedros para as moléculas em estudo. Essas topologias do campo de forca
GROMOS96 53a6, utilizado com o pacote GROMACS, fazem parte de um arquivo
com extensdo “rtp”, localizado em uma pasta de topologias compartilhadas do
programa.

Abaixo, seguem 0s parametros para 0s monossacarideos, aminoacidos

ligados aos oligossacarideos e fosfolipideos constituintes das moléculas

estudadas.
B-GIcNAc-(1—N)-Asn
[ ASN2 ]
[ atoms ] N CA C ga_13
N N -0.31000 0 CA C +N ga_19
H H 0.31000 0 CA C 0 ga_30
CA CH1 0.00000 1 0 C +N ga_33
CB  CH2 0.00000 1 N CA CB ga_13
CG C 0.45000 2 C CA CB ga_13
oD1 0 -0.45000 2 CA CB CG ga_15
ND2 NT -0.26500 3 CB CG 0OD1 ga_30
HD2 H 0.15500 3 CB CG  ND2 ga_19
C C 0.450 4 oD1 CG  ND2 ga_33
0 0 -0.450 4 CG ND2 HD2 ga_23
[ bonds ] [ impropers ]
N H gb 2 ; ali aj ak al gromos type
N CA gb_21 N -C CA H gi_1
CA C gb_27 C CA +N 0] gi_1
C 0 gb_5 CA N C CB gi_2
C +N gb_10 CG 0OD1 ND2 CB gi_1
CA CB gb_27 [ dihedrals ]
CB CG gb_27 ; ali aj ak al gromos type
CG 0D1 gb_5 -CA -C N CA gd_14
CG  ND2 gb_9 -C N CA C gd_39
ND2 HD2 gb 2 N CA C +N gd_40
[ angles ] N CA CB CG gd_34
; ali aj ak gromos type CA CB CG ND2 gd_40
-C N H ga_32 CB CG ND2 HD2 gd_14
H N CA ga_ 18
-C N CA ga 31




[ NAG1 ]

[ atoms ]
C8 CH3
c7 C
o7 0
N2 N

H22 H
C2 CH1
Cl CH1
05 OA
C5 CH1
C6 CH2
06 OA

H63 H
C4 CH1
04 OA
C3 CH1
03 OA

H32 H

[ bonds ]
c8 C7
cr 07
C7 N2
N2 H22
N2 C2
c2 cC1
c2 C3
Cl 05
05 C5
C5 C6
C5 cC4
cé 06
06 H63
C4 04
C4 C3
04 +C1
C3 03
03 H32

[ angles ]

; al aj
c8 C7
c8 C7
o7 C7
C7 N2
C7 N2

H22 N2
N2 C2
N2 C2
Cl cC2
c2 cC1
Cl1 05

o7
N2
N2
H22
Cc2
Cc2
C1
C3
C3
05
C5

B-GlcNAc-(1—4)-B-GIcNAc-(1—N)-Asn

0.07
0.27
-0.40
-0.23
0.20
0.09
0.11
-0.24
0.24
0.16
-0.40
0.24
0.14
-0.39
0.16
-0.40
0.24

gb_27
gb 5
gb_11
gb 2
gb_21
gb_26
gb_26
gb_20
gb_20
gb_26
gb_26
gb_20
gb_ 1
gb_20
gb_26
gb_20
gb_20
gb_ 1

ak

000
100
500
100
100
400
000
200
200
000
000
000
200
600
000
000
000

QA BRPRWWWNNRPRPOOOOOO

gromos type
ga_30
ga_ 19
ga_ 33
ga 32
ga 31
ga_25
ga_ 13
ga_ 13
ga_8
ga 9
ga_ 10

[i

05 C5 C6
05 C5 (4
cé6 C5 (4
C5 C6 06
C5 C4 04
Cé 06 H63
C5 ¢C4 C3
04 C4 C3
C4 04 +C1
C2 C3 ¢4
cC2 €3 03
C4 C3 03
C3 03 H32
mpropers ]
ai aj

c7 c8

N2 C7 H
c2 N2

C5 05

c4 C5

C3 03

C5 c2

C5 c2

C5 c2
dihedrals ]
ai aj

c8 c7

C3 c2

05 C1

03 C3

c2 Cc1

c4 C5

06 C6

C3 c4

03 C3

c2 C3

C3 c4

c2 C3

C6 C5

C6 C5

N2 c2

C1 c2

03 C3

05 C5

c4 C5

c4 C5

05 Cc1

Cc1 c2

c2 C3

C5 C6

ak
07
22
Cc3
C6
Cc3
c2
c4
Cc3
Cc3

ak
N2
N2
c2
c2
05
05
C5
C5
c4
03
04
c4
c4
c4
C3
Cc3
c4
c4
C6
C6
c2
Cc3
c4
06
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ga 9

ga 9

ga_8

ga 9

ga 9

ga 12

ga_8

ga 9

ga_10

ga_8

ga 9

ga 9

ga 12

al gromos type
N2 gi_1
c2 gi_1
C1 gi_2
c4 gi_2
04 gi_2
c4 gi_2
C1 gi_7
C1 gi_8
05 gi_9
al gromos type
c2 gd_14
Cc7 gd_29
N2 gd_18
N2 gd_18
C5 gd_29
C1 gd_29
05 gd_18
05 gd_17
C5 gd_17
H32 gd_23
+C1 gd_29
C5 gd_34
C3 gd_34
04 gd_17
C4 gd_17
03 gd_17
04 gd_18
04 gd_18
06 gd_17
06 gd_34
C3 gd_17
c4 gd_34
04 gd_17
H63 gd_23



[ NAG2 ]

[ atoms ]
C8 CH3
c7 C
o7 0
N2 N

H22 H
C2 CH1
Cl CH1
05 OA
C5 CH1
C6 CH2
06 OA

H63 H
C4 CH1
04 OA
C3 CH1
03 OA

H32 H

[ bonds ]
c8 C7
cr 07
C7 N2
N2 H22
N2 C2
c2 cC1
c2 C3
Cl 05
05 C5
C5 C6
C5 cC4
cé 06
06 H63
C4 04
C4 C3
04 +C1
C3 03
03 H32

[ angles ]

; al aj
c8 C7
c8 C7
o7 C7
C7 N2
C7 N2

H22 N2
N2 C2
N2 C2
Cl cC2
c2 cC1
Cl 05

-04 cC1

-04 cC1
05 C5
05 C5

o7
N2
N2
H22
Cc2
Cc2
C1
C3
C3
05
C5
05
c2
C6
Cc4

B-Man-(1—4)-B-GlcNAc-(1—4)-B-GlcNAc

0.07
0.27
-0.40
-0.23
0.20
0.09
0.25
-0.24
0.24
0.16
-0.40
0.24
0.14
-0.39
0.16
-0.40
0.24

gb_27
gb 5
gb_11
gb 2
gb_21
gb_26
gb_26
gb_20
gb_20
gb_26
gb_26
gb_20
gb_ 1
gb_20
gb_26
gb_20
gb_20
gb_ 1

ak

000
100
500
100
100
400
400
200
200
000
000
000
200
600
000
000
000

QOO BRPRWWWNNRPRPOOOOOO

gromos type
ga_30
ga_ 19
ga_ 33
ga_32
ga 31
ga_25
ga_ 13
ga_ 13
ga_8
ga 9
ga_10
ga 9
ga 9
ga 9
ga 9

cé6 C5 (4
C5 C6 06
Cé 06 H63
C5 C4 04
C5 ¢C4 C3
C4 04 +C1
04 C4 C3
C2 C3 ¢4
cC2 €3 03
C4 C3 03
C3 03 H32
[ impropers ]
ai aj ak
cCi1 -04 05
c7 c8 07
N2 C7 H22
c2 N2 C3
C5 05 C6
c4 C5 C3
C3 03 c2
C5 c2 c4
C5 c2 C3
C5 c2 C3
[ dihedrals ]
ai aj ak
c8 c7 N2
C3 c2 N2
05 C1 c2
03 C3 c2
c2 Cc1 05
c4 C5 05
-C4 -04 C1
-04 Cc1 c2
-04 Cc1 c2
-04 Cc1 c2
06 C6 C5
C3 c4 C5
03 C3 c4
c2 C3 03
C3 c4 04
H63 06 C6
c2 C3 c4
C6 C5 c4
C6 C5 c4
N2 c2 C3
C1 c2 C3
03 C3 c4
05 C5 c4
c4 C5 C6
c4 C5 C6
05 Cc1 c2
Cc1 c2 C3
c2 C3 c4
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ga_8

ga 9

ga 12

ga 9

ga_8

ga_10

ga 9

ga_8

ga 9

ga 9

ga 12

al gromos type
c2 gi_2
N2 gi_1
c2 gi_1
C1 gi_2
c4 gi_2
04 gi_2
c4 gi_2
C1 gi_7
C1 gi_8
05 gi_9
al gromos type
c2 gd_14
Cc7 gd_29
N2 gd_18
N2 gd_18
C5 gd_29
C1 gd_29
c2 gd_29
C3 gd_34
C3 gd_17
02 gd_18
05 gd_18
05 gd_17
C5 gd_17
H32 gd_23
+C1 gd_29
C5 gd_23
C5 gd_34
C3 gd_34
04 gd_17
C4 gd_17
03 gd_17
04 gd_18
04 gd_18
06 gd_17
06 gd_34
C3 gd_17
c4 gd_34
04 gd_17



[ BMAL ]

[ atoms ]
C6 CH2
06 OA
C5 CH1
05 OA
Cl CH1
C2 CH1i
02 OA

H22 H
C3 CH1
03 OA
C4 CH1
04 OA

H42 H

[ bonds ]
cé6 C5
C5 05
cC5 ¢4
05 C1
ci1 cC2
c2 02
c2 C3
02 H22
C3 03
C3 ¢4
C4 04
04 H42
Cé6 06
06 +C1

[ angles ]
ai aj
cé6 C5
cé6 C5
05 C5
C5 05
05 C1
ci1 cC2

-04 C1
-04 C1
ci1 cC2
02 C2
c2 02
c2 C3
c2 C3
03 C3

05
Cc4
Cc4
C1
Cc2
02
05
c2
C3
C3
H22
03
Cc4
Cc4

a-Man-(1—6)-B-Man-(1—4)-8-GIcNAc

0.36
-0.53
0.24
-0.24
0.25
0.16
-0.40
0.24
0.14
-0.39
0.16
-0.40
0.24

gb_26
gb_20
gb_26
gb_20
gb_26
gb_20
gb_26
gb_ 1
gb_20
gb_26
gb_20
gb_ 1
gb_20
gb_20

ak

300
500
200
200
400
000
000
000
200
600
000
000
000

AP, WWWNRLREFPLOO

gromos type
ga 9
ga_8
ga 9
ga_10
ga 9
ga 9
ga 9
ga 9
ga_8
ga 9
ga 12
ga 9
ga_8
ga 9

3

N
1

a-Man

C3
04
04
H42
06
+C1

C5 cC4
C5 C4
C3 cC4
C4 04
C5 C6
cé 06
[ impropers ]
ai aj
cC1 -04
C5 C6
c2 C3
C3 c4
c4 04
C5 c2
C5 c2
C5 c2
[ dihedrals ]
ai aj
c2 C1
C3 c2
C1 c2
c4 C3
04 c4
C5 c4
c2 C3
C1 05
-C4 -04
-04 Cc1
-04 Cc1
-04 Cc1
05 C5
C6 C5
C6 C5
C5 C6
05 C1
02 c2
02 c2
Cc1 c2
03 C3
03 C3
05 C5
c4 C5
c4 C5
05 C5

ak
05
c4
02
03
C5
c4
Cc3
Cc3

ak
05
C1
02
c2
Cc3
04
c4
C5
C1
c2
c2
c2
c4
c4
c4
06
c2
Cc3
Cc3
Cc3
c4
c4
c4
C6
C6
C6
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ga_8

ga 9

ga 9

ga 12

ga 9

ga_10

al gromos type
c2 gi_2
05 gi_2
C1 gi_2
c2 gi_2
C3 gi_2
C1 gi_7
C1 gi_8
05 gi_9
al gromos type
C5 gd_29
05 gd_17
H22 gd_23
C1 gd_34
c2 gd_17
H42 gd_23
C5 gd_34
C4 gd_29
c2 gd_29
C3 gd_34
C3 gd_17
02 gd_18
C3 gd_17
C3 gd_34
04 gd_17
+C1 gd_29
02 gd_18
C4 gd_17
03 gd_18
03 gd_17
C5 gd_17
04 gd_18
04 gd_18
06 gd_17
06 gd_34
06 gd_18
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a-Man-(1—6)-a-Man-(1—6)-8-Man

3
T
1
a-Man
[ MAN7 ]
[ atoms ]
C6 CH2 0.36300 0 C5 ¢C4 C3 ga_8
06 OA -0.53500 0 C5 C4 04 ga_9
C5 CH1 0.24200 1 C3 C4 04 ga_9
05 OA -0.24200 1 C4 04 H42 ga_12
Cl CH1 0.17200 2 C5 C6 06 ga_9
C2 CH1 0.16000 3 C6 06 +Ci1 ga_10
02 OA -0.40000 3 [ impropers ]

H22 H 0.24000 3 ; ali aj ak al gromos type
C3 CH1 0.14200 4 Cl1 -06 c2 05 gi_2
03 OA -0.39600 4 C5 C6 c4 05 gi_
C4 CH1 0.16000 5 c2 C3 02 C1 gi_2
04 OA -0.40000 5 C3 c4 03 c2 gi_2

H42 H 0.24000 5 c4 04 C5 C3 gi_2

[ bonds ] C5 c2 c4 C1 gi_7
cCé C5 gb_26 C5 c2 C3 C1 gi_8
C5 05 gb_20 C5 c2 C3 05 gi_9
C5 c4 gb_26 [ dihedrals ]

05 C1 gb_20 ; ali aj ak al gromos type
Cl1 cC2 gb_26 c2 C1 05 C5 gd_29
c2 02 gb_20 C3 c2 C1 05 gd_17
c2 C3 gb_26 C1 c2 02  H22 gd_23
02 H22 gb_1 c4 C3 c2 C1 gd_34
C3 03 gb_20 04 c4 C3 Cc2 gd_17
C3 cC4 gb_26 C5 c4 04  H42 gd_23
C4 04 gb_20 c2 C3 c4 C5 gd_34
04 H42 gb_1 C1 05 C5 c4 gd_29
cé 06 gb_20 -C6 -06 C1 c2 gd_29
06 +C1 gb_20 -06 C1 c2 C3 gd_34

[ angles ] -06 C1 c2 C3 gd_17
ai aj ak gromos type -06 C1 c2 02 gd_18
Cé6 C5 05 ga_9 05 C5 c4 C3 gd_17
cé6 C5 (4 ga_8 C6 C5 c4 C3 gd_34
05 C5 (4 ga_9 C6 C5 c4 04 gd_17
C5 05 C1 ga_10 C5 C6 06 +C1 gd_29
05 C1 cC2 ga_9 05 C1 c2 02 gd_18
cT Cc2 02 ga_9 02 c2 C3 c4 gd_17

-06 Cl1 05 ga_9 02 c2 C3 03 gd_18

-06 C1 cC2 ga_9 Cc1 c2 C3 03 gd_17
cC1T cCc2 ¢C3 ga_8 03 C3 c4 C5 gd_17
02 C2 C3 ga_9 03 C3 c4 04 gd_18
C2 02 H22 ga_12 05 C5 c4 04 gd_18
c2 €3 03 ga_9 c4 C5 C6 06 gd_17
C2 C3 ¢4 ga_8 c4 C5 C6 06 gd_34
03 C3 (4 ga_9 05 C5 C6 06 gd_9




[ MANX ]

[ atoms ]
C6 CH2
06 OA

H63 H
C5 CH1
05 OA
Cl CH1
C2 CH1
02 OA

H22 H
C3 CH1
03 OA

H32 H
C4 CH1
04 OA

H42 H

[ bonds ]
cé C5
C5 05
C5 cC4
05 C1
Cl cC2
c2 02
c2 C3
02 H22
C3 03
C3 cC4
03 H32
C4 04
04 H42
cé 06
06 H63

[ angles ]

;o ai aj
cé C5
cé C5
05 C5
C5 05
05 C1
Cl cC2
Cl1 cC2
02 C2

-03 cC1

-03 cC1
c2 02
c2 C3
c2 C3

05
Cc4
Cc4
C1
Cc2
02
C3
C3
05
c2
H22
03
Cc4

a-Man-(1—3)-a-Man

0.16000
-0.40000
0.24000
0.24200
-0.24200
0.25400
0.16000
-0.40000
0.24000
0.16000
-0.40000
0.24000
0.16000
-0.40000
0.24000

OO OWWWNRLRPLPOOO

gb_26
gb_20
gb_26
gb_20
gb_26
gb_20
gb_26
gb_ 1
gb_20
gb_26
gb_ 1
gb_20
gb_ 1
gb_20
gb_ 1

ak gromos type
ga 9
ga_8
ga 9
ga_10
ga 9
ga 9
ga_8
ga 9
ga 9
ga 9
ga 12
ga 9
ga_8

Cc4
H32
C3
04
04
H42
06
H63

03 C3
C3 03
C5 cC4
C5 cC4
C3 cC4
C4 04
C5 C6
cé 06
[ impropers ]
ai aj
cCl1 -03
C5 C6
c2 C3
C3 c4
Cc4 04
C5 c2
C5 c2
C5 c2
[ dihedrals ]
ai aj
c2 C1
C3 c2
C1 c2
c4 C3
c2 C3
04 c4
C5 c4
c2 C3
Cc1 05
05 C5
C6 C5
C6 C5
05 C1
02 c2
02 c2
-C3  -03
-03 Cc1
-03 C1
-03 C1
C1 c2
03 C3
03 C3
05 C5
c4 C5
c4 C5
05 C5
C5 C6

ak
c2
c4
02
03
C5
c4
Cc3
Cc3

ak
05
C1
02
c2
03
Cc3
04
c4
C5
c4
c4
c4
c2
Cc3
Cc3
C1
c2
c2
c2
Cc3
c4
c4
c4
C6
C6
C6
06
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ga 9

ga 12

ga_8

ga 9

ga 9

ga 12

ga 9

ga 12

al gromos type
05 gi_2
05 gi_2
C1 gi_2
c2 gi_2
C3 gi_2
C1 gi_7
C1 gi_8
05 gi_9
al gromos type
C5 gd_29
05 gd_17
H22 gd_23
C1 gd_34
H32 gd_23
c2 gd_17
H42 gd_23
C5 gd_34
C4 gd_29
C3 gd_17
C3 gd_34
04 gd_17
02 gd_18
C4 gd_17
03 gd_18
c2 gd_29
C3 gd_34
C3 gd_17
02 gd_18
03 gd_17
C5 gd_17
04 gd_18
04 gd_18
06 gd_17
06 gd_34
06 gd_18
H63 gd_23



[ MANY ]

[ atoms ]
C6 CH2
06 OA

H63 H
C5 CH1
05 OA
Cl CH1
C2 CH1
02 OA

H22 H
C3 CH1
03 OA

H32 H
C4 CH1
04 OA

H42 H

[ bonds ]
cé C5
C5 05
C5 cC4
05 C1
Cl cC2
c2 02
c2 C3
02 H22
C3 03
C3 cC4
03 H32
C4 04
04 H42
cé 06
06 H63

[ angles ]

;o ai aj
cé C5
cé C5
05 C5
C5 05
05 C1
Cl cC2
Cl1 cC2
02 C2

-06 C1

-06 C1
c2 02
c2 C3
c2 C3

05
Cc4
Cc4
C1
Cc2
02
C3
C3
05
c2
H22
03
Cc4

a-Man-(1—6)-a-Man

0.16000
-0.40000
0.24000
0.24200
-0.24200
0.17200
0.16000
-0.40000
0.24000
0.16000
-0.40000
0.24000
0.16000
-0.40000
0.24000

OO, OWWWNRLRPLPOOO

gb_26
gb_20
gb_26
gb_20
gb_26
gb_20
gb_26
gb_ 1
gb_20
gb_26
gb_ 1
gb_20
gb_ 1
gb_20
gb_ 1

ak gromos type
ga 9
ga_8
ga 9
ga_10
ga 9
ga 9
ga_8
ga 9
ga 9
ga 9
ga 12
ga 9
ga_8

Cc4
H32
C3
04
04
H42
06
H63

03 C3
C3 03
C5 cC4
C5 cC4
C3 cC4
C4 04
C5 C6
cé 06
[ impropers ]
ai aj
Cl1 -06
C5 C6
c2 C3
C3 c4
Cc4 04
C5 c2
C5 c2
C5 c2
[ dihedrals ]
ai aj
c2 C1
C3 c2
C1 c2
c4 C3
c2 C3
04 c4
C5 c4
c2 C3
Cc1 05
05 C5
C6 C5
C6 C5
05 C1
02 c2
02 c2
-C6 -06
-06 Cc1
-06 C1
-06 C1
C1 c2
03 C3
03 C3
05 C5
c4 C5
c4 C5
05 C5
C5 C6

ak
c2
c4
02
03
C5
c4
Cc3
Cc3

ak
05
C1
02
c2
03
Cc3
04
c4
C5
c4
c4
c4
c2
Cc3
Cc3
C1
c2
c2
c2
Cc3
c4
c4
c4
C6
C6
C6
06
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ga 9

ga 12

ga_8

ga 9

ga 9

ga 12

ga 9

ga 12

al gromos type
05 gi_2
05 gi_2
C1 gi_2
c2 gi_2
C3 gi_2
C1 gi_7
C1 gi_8
05 gi_9
al gromos type
C5 gd_29
05 gd_17
H22 gd_23
C1 gd_34
H32 gd_23
c2 gd_17
H42 gd_23
C5 gd_34
C4 gd_29
C3 gd_17
C3 gd_34
04 gd_17
02 gd_18
C4 gd_17
03 gd_18
c2 gd_29
C3 gd_34
C3 gd_17
02 gd_18
03 gd_17
C5 gd_17
04 gd_18
04 gd_18
06 gd_17
06 gd_34
06 gd_18
H63 gd_23



[ SER2 ]

[ atoms ]
N N
H H
CA CH1
CB  CH2
0G OA
C C
0 0

[ bonds ]
N H
N CA
CA C
C 0
C +N
CA CB
CB 0G
[ angles ]
;o ai aj
-C N
H N

[ AsP2 ]

[ atoms ]
N NL
H H
CA CH1
CB  CH2
CG C
oD1 oM
0oD2 oM
C C
0 0

[ bonds ]
N H
N CA
CA C
C 0
C +N
CA CB
CB CG
CG 0D1
CG 0D2
[ angles ]
;o ai aj
-C N
H N

a-Man-(1—0)-PO4-Ser

-0.31000
0.31000
0.00000
0.15500

-0.51500

0.450
-0.450

WWNNPFP, OO

gb 2
gb_21
gb_27
gb 5
gb_10
gb_27
gb_18

ak gromos type
H ga_32
CA ga_ 18

-0.31000
0.31000
0.00000
0.00000
0.27000

-0.63500

-0.63500
0.27400

-0.35500

WWNNNPFPPFRPOO

gb 2
gb_21
gb_27
gb 5
gb_10
gb_27

ak gromos type
H ga_32
CA ga_ 18

-C N
N CA
N CA
C CA
CA CB
CA C
CA C
0 C

[ impropers ]
ai aj
N -C
C CA
CA N

[ dihedrals ]
;o ai aj
-CA -C
-C N
N CA
N CA

Asp-ETNP

-C N
N CA
N CA
C CA
CA CB
CB CG
CB CG
oD1 CG
CA C
CA C
0 C

[ impropers ]
;o ai aj
N -C
C CA
CA N
CG 0OD1

[ dihedrals ]
ai aj
-CA -C
-C N
N CA
N CA
CA CB

CA

CB
CB
0G

+N
+N

ak
CA
+N

ak

CA

CB

CA
C
CB
CB
CG
OoD1
0oD2
0oD2
0]
+N
+N

ak
CA
+N
C
0oD2

ak
N
CA
C
CB
CG

ga 31
ga_ 13
ga_ 13
ga_ 13
ga_ 13
ga_30
ga_ 19
ga_ 33
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al gromos type

H
0]
CB

gi_1
gi_1
gi_2

al gromos type

CA

C
+N
0G

ga 31
ga_ 13
ga_ 13
ga_ 13
ga_15
ga_ 22
ga_ 22
ga_ 38
ga_30
ga_ 19
ga_ 33

gd_14
gd_39
gd_40
gd_34

al gromos type

H
0]
CB
CB

gi_1

al gromos type

CA
C
+N
CG
OD1

gd_14
gd_39
gd_40
gd_34
gd_40



123

a-Man-(1—2)-a-Man-(1—0)-PO,-Ser

[ MANP ]
[ atoms ]
C6 CH2 0.16000 0 C3 03 H32 ga_12
06 OA -0.40000 0 C5 C4 C3 ga_8
H63 H 0.24000 0 C5 C4 04 ga_9
C5 CH1 0.24200 1 C3 C4 04 ga_9
05 OA -0.24200 1 C4 04 H42 ga_12
Cl CH1 0.17500 2 C5 C6 06 ga_9
01 OA -0.48200 2 Cé 06 H63 ga_12
OAIl oM -0.78000 2 Cl 01 PAH ga_26
OAQ oM -0.78000 2 01 PAH OAQ ga_14
PAH P 1.22700 2 01 PAH OAI ga_14
C2 CH1 0.14200 3 OAQ PAH OAl ga_29
02 OA -0.39600 3 [ impropers ]
C3 CH1 0.16000 4 ; ali aj ak al gromos type
03 OA -0.40000 4 C5 C6 c4 05 gi_2
H32 H 0.24000 4 c2 C3 02 C1 gi_2
C4 CH1 0.16000 5 C3 c4 03 c2 gi_2
04 OA -0.40000 5 c4 04 C5 C3 gi_2
H42 H 0.24000 5 PAH 01 OAQ  OAl gi_2
[ bonds ] C5 c2 c4 C1 gi_7
cé C5 gb_26 C5 c2 C3 C1 gi_8
C5 05 gb_20 C5 c2 C3 05 gi_9
C5 c4 gb_26 [ dihedrals ]
05 C1 gb_20 ; ali aj ak al gromos type
Cl cC2 gb_26 c2 C1 05 C5 gd_29
c2 02 gb_20 C3 c2 C1 05 gd_17
c2 C3 gb_26 c4 C3 c2 C1 gd_34
C3 03 gb_20 c2 C3 03  H32 gd_23
C3 cC4 gb_26 04 c4 C3 Cc2 gd_17
03 H32 gb_1 C5 c4 04  H42 gd_23
C4 04 gb_20 c2 C3 c4 C5 gd_34
04 H42 gb_1 Cc1 05 C5 c4 gd_29
cé 06 gb_20 05 C5 c4 C3 gd_17
06 H63 gb_1 C6 C5 c4 C3 gd_34
cCi1 01 gb_20 C6 C5 c4 04 gd_17
01 PAH gb_28 05 C1 c2 02 gd_18
PAH OAQ gb_24 02 c2 C3 c4 gd_17
PAH OAl gb_24 02 c2 C3 03 gd_18
[ angles ] PAH 01 C1 05 gd_29
; al aj ak gromos type 01 C1 c2 C3 gd_17
Cé6 C5 05 ga_9 01 C1 Cc2 02 gd_18
cé6 C5 (4 ga_8 C1 01 PAH O0AQ gd_19
05 C5 (4 ga_9 C1 01 PAH O0AQ gd_22
C5 05 (1 ga_10 C1 01 PAH  OAI gd_19
05 C1 cC2 ga_9 C1 01 PAH  OAI gd_22
cT Cc2 02 ga_9 Cc1 c2 C3 03 gd_17
CiT Cc2 ¢C3 ga_8 03 C3 c4 C5 gd_17
02 C2 C3 ga_9 03 C3 c4 04 gd_18
01 Cl1 05 ga_9 05 C5 c4 04 gd_18
01 C1 cC2 ga_13 c4 C5 C6 06 gd_17
c2 €3 03 ga_9 c4 C5 C6 06 gd_34
C2 C3 ¢4 ga_8 05 C5 C6 06 gd_18
03 C3 (4 ga_9 C5 C6 06  H63 gd_23
C3 03 H32 ga_12




124

a-Man-(1—2)-a-Man-(1—2)-a-Man

[ MAN5 ]
[ atoms ]
C6 CH2 0.16000 0 C5 C4 C3 ga_8
06 OA -0.40000 0 C5 C4 04 ga_9
H63 H 0.24000 0 C3 C4 04 ga_9
C5 CH1 0.24200 1 C4 04 H42 ga_12
05 OA -0.24200 1 C5 C6 06 ga_9
Cl CH1 0.25400 2 Cé 06 H63 ga_12
c2 CH1 0.14200 3 [ impropers ]
02 OA -0.39600 3 ; ali aj ak al gromos type
C3 CH1 0.16000 4 cC1 -02 c2 05 gi_2
03 OA -0.40000 4 C5 C6 c4 05 gi_2
H32 H 0.24000 4 c2 C3 02 C1 gi_2
C4 CH1 0.16000 5 C3 c4 03 c2 gi_2
04 OA -0.40000 5 c4 04 C5 C3 gi_2
H42 H 0.24000 5 C5 c2 c4 C1 gi_v7
[ bonds ] C5 c2 C3 C1 gi_8
cé C5 gb_26 C5 c2 C3 05 gi_9
C5 05 gb_20 [ dihedrals ]
C5 c4 gb_26 ; ali aj ak al gromos type
05 C1 gb_20 c2 C1 05 C5 gd_29
Cl cC2 gb_26 C3 c2 C1 05 gd_17
c2 02 gb_20 c4 C3 c2 C1 gd_34
c2 C3 gb_26 c2 C3 03 H32 gd_23
cC3 03 gb_20 04 c4 C3 Cc2 gd_17
C3 cC4 gb_26 C5 c4 04  H42 gd_23
03 H32 gb_1 c2 C3 c4 C5 gd_34
C4 04 gb_20 Cc1 05 C5 c4 gd_29
04 H42 gb_1 05 C5 c4 C3 gd_17
cé 06 gb_20 C6 C5 c4 C3 gd_34
06 H63 gb_1 C6 C5 c4 04 gd_17
[ angles ] 05 C1 c2 02 gd_18
; ali aj ak gromos type 02 c2 C3 c4 gd_17
Cé6 C5 05 ga_9 02 c2 C3 03 gd_18
cé6 C5 (4 ga_8 -C2 -02 C1 c2 gd_29
05 C5 (4 ga_9 -02 Cc1 c2 C3 gd_34
C5 05 (1 ga_10 -02 C1 Cc2 C3 gd_17
05 Cl1 cC2 ga_9 -02 C1 Cc2 02 gd_18
cT Cc2 02 ga_9 C1 c2 C3 03 gd_17
cCiT Cc2 ¢C3 ga_8 03 C3 c4 C5 gd_17
02 C2 C3 ga_9 03 C3 c4 04 gd_18
-02 C1 05 ga_9 05 C5 c4 04 gd_18
-02 C1 cC2 ga_9 c4 C5 C6 06 gd_17
c2 €3 03 ga_9 c4 C5 C6 06 gd_34
C2 C3 ¢4 ga_8 05 C5 C6 06 gd_18
03 C3 (4 ga_9 C5 C6 06  H63 gd_23
C3 03 H32 ga_12



[ MAN6 ]

[ atoms ]
C6 CH2
06 OA

H63 H
C5 CH1
05 OA
Cl CH1
C2 CH1
02 OA

H22 H
C3 CH1
03 OA

H32 H
C4 CH1
04 OA

H42 H

[ bonds ]
cé C5
C5 05
C5 cC4
05 C1
Cl cC2
c2 02
c2 C3
02 H22
C3 03
C3 cC4
03 H32
C4 04
04 H42
cé 06
06 H63

[ angles ]

;o ai aj
cé C5
cé C5
05 C5
C5 05
05 C1
Cl cC2
Cl1 cC2
02 C2

-02 cC1

-02 cC1
c2 02
c2 C3
c2 C3

05
Cc4
Cc4
C1
Cc2
02
C3
C3
05
c2
H22
03
Cc4

a-Man-(1—2)-a-Man

0.16000
-0.40000
0.24000
0.24200
-0.24200
0.25400
0.16000
-0.40000
0.24000
0.16000
-0.40000
0.24000
0.16000
-0.40000
0.24000

OO OWWWNRLRPLPOOO

gb_26
gb_20
gb_26
gb_20
gb_26
gb_20
gb_26
gb_ 1
gb_20
gb_26
gb_ 1
gb_20
gb_ 1
gb_20
gb_ 1

ak gromos type
ga 9
ga_8
ga 9
ga_10
ga 9
ga 9
ga_8
ga 9
ga 9
ga 9
ga 12
ga 9
ga_8

Cc4
H32
C3
04
04
H42
06
H63

03 C3
C3 03
C5 cC4
C5 cC4
C3 cC4
C4 04
C5 C6
cé 06
[ impropers ]
ai aj
c1 -02
C5 C6
c2 C3
C3 c4
Cc4 04
C5 c2
C5 c2
C5 c2
[ dihedrals ]
ai aj
c2 C1
C3 c2
C1 c2
c4 C3
c2 C3
04 c4
C5 c4
c2 C3
Cc1 05
05 C5
C6 C5
C6 C5
05 C1
02 c2
02 c2
-C2 -02
-02 Cc1
-02 C1
-02 C1
C1 c2
03 C3
03 C3
05 C5
c4 C5
c4 C5
05 C5
C5 C6

ak
c2
c4
02
03
C5
c4
Cc3
Cc3

ak
05
C1
02
c2
03
Cc3
04
c4
C5
c4
c4
c4
c2
Cc3
Cc3
C1
c2
c2
c2
Cc3
c4
c4
c4
C6
C6
C6
06
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ga 9

ga 12

ga_8

ga 9

ga 9

ga 12

ga 9

ga 12

al gromos type
05 gi_2
05 gi_2
C1 gi_2
c2 gi_2
C3 gi_2
C1 gi_7
C1 gi_8
05 gi_9
al gromos type
C5 gd_29
05 gd_17
H22 gd_23
C1 gd_34
H32 gd_23
c2 gd_17
H42 gd_23
C5 gd_34
C4 gd_29
C3 gd_17
C3 gd_34
04 gd_17
02 gd_18
C4 gd_17
03 gd_18
c2 gd_29
C3 gd_34
C3 gd_17
02 gd_18
03 gd_17
C5 gd_17
04 gd_18
04 gd_18
06 gd_17
06 gd_34
06 gd_18
H63 gd_23



[ ETNP ]
[ atoms ]

N N

H H
CAF CH2
CAQ CH2
OAO OA

P P
OAT oM
OAP oM
[ bonds ]

N H

N CAF
CAF CAQ
CAQ OAO
OAO P

P OAT

P OAP

P +06

[ angles ]
;o ai aj
-C N
-C N
[ AEP ]
[ atoms ]

P P
OAR oM
O0AJ oM
OAP OA
CAO CH2
CAP CH2
NAS NL

H1 H

H2 H

H3 H
[ bonds ]

P OAR

P OAJ

P OAP
OAP CAO
CAO CAP
CAP NAS
NAS H1
NAS H2
NAS H3

Asp-ETNP-(O—6)-a-Man

-0.16500
0.24600
0.07500
0.08000

-0.51500
1.22700

-0.78000

-0.78000

NNMNNNRFRPPFROO

gb 2
gb_21
gb_27
gb_18
gb_28
gb_24
gb_24
gb_28

ak gromos type
H ga_32
CAF ga 31

AEP-(0O—6)-a-GIcN

1.22700
-0.78000
-0.78000
-0.37800

0.30000

0.19500
-0.30500

0.27600

0.27600

0.27600

WWWWNhNPFR,rOOOOo

gb_24
gb_24
gb_28
gb_18
gb_27

H N CAF
N CAF CAQ
CAF  CAQ OAO
CAQ OAO P
OAO P  OAT
OAO P OAP
OAO P +06
OAT P OAP
OAT P +06
OAP P +06
[ impropers ]
ai aj ak
N -C CAF
P OA0O OAP
[ dihedrals ]
ai aj ak
-CA -C N
-C N  CAF
N CAF CAQ
CAF  CAQ OAO
CAQ OAO P
OAO P +06
[ angles ]
ai aj ak
OAP P O0AR
OAP P OAJ
OAR P OAJ
P OAP CAO
OAP  CAO CAP
CAO CAP  NAS
CAP  NAS H1
CAP  NAS H2
CAP  NAS H3

H1 NAS H2

H1 NAS H3

H2 NAS H3
[ impropers ]

ai aj ak
P OAP OAR
NAS CAP H1
[ dihedrals ]
ai aj ak
CAP  CAO  OAP
NAS CAP CAO
CAO CAP  NAS
OAR P OAP

ga_ 18
ga_ 13
ga_ 13
ga_26
ga_14
ga_14
ga_5

ga_ 29
ga_14
ga_14
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al gromos type

H
OAT

gi_1
gi_2

al gromos type

CAF
CAQ
0AO

P
+06
+C6

gd_14
gd_39
gd_4

gd_22
gd_19
gd_19

gromos type

ga_14
ga_14
ga_ 29
ga_26
ga_ 13
ga_15
ga_ 18
ga_ 18
ga_ 18
ga_10
ga_10
ga_10

al gromos type

OAJ
H2

gi_2
gi_2

al gromos type

P
OAP
H1
CAO

gd_22
gd_34
gd_29
gd_19



[ MAN1 ]

[ atoms ]
C6 CH2
06 OA
C5 CH1
05 OA
Cl CH1
C2 CH1
02 OA
C3 CH1
03 OA

H32 H
C4 CH1
04 OA

H42 H

[ bonds ]
C6 C5
C5 05
C5 c4
05 C1
C1 c2
c2 02
c2 C3
C3 03
C3 c4
03  H32
c4 04
04  H42
C6 06
06 -P

[ angles ]

; ali aj
C6 C5
C6 C5
05 C5
C5 05
05 C1
C1 c2

+02 C1
+02 C1
C1 c2
02 c2
c2 C3
c2 C3
03 C3
C6 06

0.17
-0.48
0.24
-0.24
0.25
0.14
-0.39
0.16
-0.40
0.24
0.16
-0.40
0.24

gb_26
gb_20
gb_26
gb_20
gb_26
gb_20
gb_26
gb_20
gb_26
gb_ 1
gb_20
gb_ 1
gb_20
gb_28

ak
05
c4
c4
Cc1
c2
02
05
c2
C3
Cc3
03
c4
c4
-P

ETNP-(0O—6)-a-Man-(1—2)-a-Man

500
200
200
200
400
200
600
000
000
000
000
000
000

OO WOWWONRFREFPLOO

gromos type
ga 9
ga_8
ga 9
ga_10
ga 9
ga 9
ga 9
ga 9
ga_8
ga 9
ga 9
ga_8
ga 9
ga_26

2

1
1

a-Man

C3 03
C5 C4
C5 C4
C3 C4
C4 04
C5 C6
[ impropers ]
; ali aj
C1 +02
C5 C6
Cc2 C3
C3 C4
C4 04
C5 Cc2
C5 Cc2
C5 Cc2
[ dihedrals ]
; ali aj
Cc2 C1
C3 Cc2
C4 C3
Cc2 C3
04 C4
C5 C4
Cc2 C3
C1 05
+C2  +02
+02 C1
+02 C1
+02 C1
05 C5
C6 C5
C6 C5
C5 C6
05 C1
02 c2
02 Cc2
C1 Cc2
03 C3
03 C3
05 C5
C4 C5
C4 C5
05 C5

H32
C3
04
04

H42
06

ak
05
c4
02
03
C5
c4
Cc3
Cc3

ak
05
C1
c2
03
C3
04
c4
C5
C1
c2
c2
c2
c4
c4
c4
06
c2
C3
Cc3
Cc3
c4
c4
c4
C6
C6
C6

ga 12
ga_8
ga 9
ga 9
ga 12
ga 9
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al gromos type

Cc2
05
C1
c2
C3
C1
C1
05

gi_2

al gromos type

c5
05
c1
H32
c2
H42
c5
c4
c2
c3
c3
02
c3
c3
04
-P
02
c4
03
03
c5
04
04
06
06
06



[ MAN2 ]

[ atoms ]
C6 CH2
06 OA

H63 H
C5 CH1
05 OA
Cl CH1
C2 CH1
02 OA
C3 CH1
03 OA

H32 H
C4 CH1
04 OA

H42 H

[ bonds ]
C6 C5
C5 05
C5 c4
05 C1
C1 c2
c2 02
02 -C1
c2 C3
C3 03
C3 c4
03  H32
c4 04
04  H42
C6 06
06  H63

[ angles ]

; ali aj
C6 C5
C6 C5
05 C5
C5 05
05 C1
C1 c2
C1 c2

+06 C1
+06 C1
02 c2
c2 02
c2 C3
c2 C3
03 C3

0.16
-0.40

0.24000
0.24200

-0.24
0.17
0.14

-0.39
0.16

-0.40
0.24
0.16

-0.40
0.24

gb_26
gb_20
gb_26
gb_20
gb_26
gb_20
gb_20
gb_26
gb_20
gb_26
gb_ 1
gb_20
gb_ 1
gb_20
gb_ 1

ak
05
c4
c4
Cc1
c2
02
Cc3
05
c2
Cc3
-C1
03
c4
c4

a-Man-(1—2)-a-Man-(1—6)-a-Man

000
000

200
200
200
600
000
000
000
000
000
000

OO, WOWWONPFPEFPLPOOO

gromos type
ga 9
ga_8
ga 9
ga_10
ga 9
ga 9
ga_8
ga 9
ga 9
ga 9
ga_10
ga 9
ga_8
ga 9

C3 03  H32
C5 c4 C3
C5 c4 04
C3 c4 04
c4 04  H42
C5 C6 06
C6 06  H63
impropers ]
ai aj ak
Cl +06 c2
C5 C6 c4
c2 C3 02
C3 c4 03
c4 04 C5
C5 c2 c4
C5 c2 C3
C5 c2 C3
dihedrals ]
ai aj ak
c2 C1 05
C3 c2 Cc1
C3 c2 02
c4 C3 c2
c2 C3 03
04 c4 C3
C5 c4 04
c2 C3 c4
C1 05 C5
05 C5 c4
+C6  +06 Cc1
+06 C1 c2
+06 C1 c2
+06 C1 c2
C6 C5 c4
C6 C5 c4
05 C1 c2
02 c2 C3
02 c2 C3
C1 c2 C3
03 C3 c4
03 C3 c4
05 C5 c4
c4 C5 C6
c4 C5 C6
05 C5 C6
C5 C6 06
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ga 12

ga_8

ga 9

ga 9

ga 12

ga 9

ga 12

al gromos type
05 gi_2
05 gi_2
C1 gi_2
c2 gi_2
C3 gi_2
C1 gi_7
C1 gi_8
05 gi_9
al gromos type
C5 gd_29
05 gd_17
-C1 gd_29
C1 gd_34
H32 gd_23
c2 gd_17
H42 gd_23
C5 gd_34
C4 gd_29
C3 gd_17
c2 gd_29
C3 gd_34
C3 gd_17
02 gd_18
C3 gd_34
04 gd_17
02 gd_18
C4 gd_17
03 gd_18
03 gd_17
C5 gd_17
04 gd_18
04 gd_18
06 gd_17
06 gd_34
06 gd_18
H63 gd_23



[ MAN4 ]

[ atoms ]
C6 CH2
06 OA
C5 CH1
05 OA
Cl CH1
C2 CH1
02 OA

H22 H
C3 CH1
03 OA

H32 H
C4 CH1
04 OA

H42 H

[ bonds ]
C6 C5
C5 05
C5 c4
05 C1
C1 c2
c2 02
02 H22
c2 C3
C3 03
C3 c4
03  H32
c4 04
04  H42
C6 06
06 -C1

[ angles ]

; ali aj
C6 C5
C6 C5
05 C5
C5 05
05 C1
C1 c2

+04 C1
+04 C1
C1 c2
02 c2
c2 02
c2 C3
c2 C3
03 C3

a-Man-(1—6)-a-Man-(1—4)-a-GIcN

0.36300
-0.53500
0.24200
-0.24200
0.25400
0.16000
-0.40000
0.24000
0.16000
-0.40000
0.24000
0.16000
-0.40000
0.24000

OO WOWWWNRLREPLPOO

gb_26
gb_20
gb_26
gb_20
gb_26
gb_20
gb_ 1
gb_26
gb_20
gb_26
gb_ 1
gb_20
gb_ 1
gb_20
gb_20

ak gromos type
05 ga 9
c4 ga_8
c4 ga 9
C1 ga_10
Cc2 ga 9
02 ga 9
05 ga 9
Cc2 ga 9
C3 ga_8
C3 ga 9
H22 ga 12
03 ga 9
c4 ga_8
c4 ga 9

C3 03  H32
C5 c4 C3
C5 c4 04
C3 c4 04
c4 04  H42
C5 C6 06
C6 06 -Ci1
impropers ]
ai aj ak
Cl1 +04 c2
C5 C6 c4
c2 C3 02
C3 c4 03
c4 04 C5
C5 c2 c4
C5 c2 C3
C5 c2 C3
dihedrals ]
ai aj ak
c2 C1 05
C3 c2 Cc1
C1 c2 02
c4 C3 c2
c2 C3 03
04 c4 C3
C5 c4 04
c2 C3 c4
C1 05 C5
+C4  +04 Cc1
+04 C1 c2
+04 C1 c2
+04 C1 c2
05 C5 c4
C6 C5 c4
C6 C5 c4
C5 C6 06
05 C1 c2
02 c2 C3
02 c2 C3
C1 c2 C3
03 C3 c4
03 C3 c4
05 C5 c4
c4 C5 C6
c4 C5 C6
05 C5 C6
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ga 12

ga_8

ga 9

ga 9

ga 12

ga 9

ga_10

al gromos type
05 gi_2
05 gi_2
C1 gi_2
c2 gi_2
C3 gi_2
C1 gi_7
C1 gi_8
05 gi_9
al gromos type
C5 gd_29
05 gd_17
H22 gd_23
C1 gd_34
H32 gd_23
c2 gd_17
H42 gd_23
C5 gd_34
C4 gd_29
c2 gd_29
C3 gd_17
C3 gd_34
02 gd_18
C3 gd_17
C3 gd_34
04 gd_17
-C1 gd_29
02 gd_18
C4 gd_17
03 gd_18
03 gd_17
C5 gd_17
04 gd_18
04 gd_18
06 gd_17
06 gd_34
06 gd_18



[ GLCN ]

[ atoms ]
C1 CH1
c2 CH1
N2 NL

H22 H
H23 H
H24 H
C3 CH1
03 OA
H32 H
c4 CH1
04 OA
C5 CH1
05 OA
C6 CH1
06 OA

[ bonds ]
C6 C5
C5 05
C5 c4
05 C1
C1 c2
c2 N2
c2 C3
N2  H22
N2  H23
N2  H24
C3 03
C3 c4
03  H32
c4 04
04 -C1
C6 06

[ angles ]
C6 C5
C6 C5
05 C5
C5 05
05 C1
C1 c2

+06 C1
+06 C1
C1 c2
N2 c2
c2 N2
c2 N2
c2 N2
H22 N2
H23 N2
H22 N2
c2 C3
c2 C3

a-Man-(1—4)-a-GlcN-(1—6)-mino

0.25400
0.15600
-0.01700
0.28700
0.28700
0.28700
0.16000
-0.40000
0.24000
0.14200
-0.39600
0.24200
-0.24200
0.17500
-0.48200

gb_26
gb_20
gb_26
gb_20
gb_26
gb_21

05 ga 9
c4 ga_8
c4 ga 9
C1 ga_10
Cc2 ga 9
N2 ga_15
05 ga 9
Cc2 ga 9
C3 ga_8
C3 ga_15
H22 ga 11
H23 ga 11
H24 ga 11
H23 ga_10
H24 ga_10
H24 ga_10
03 ga 9

c4 ga_8

GAaAaRrABPWWONNNRPRPRERPRERPPEPLO

6

T
AEP

03 C3 c4
C3 03 H32
C5 c4 C3
C5 c4 04
C3 c4 04
C5 C6 06
c4 04 -C1
[ impropers ]

; ali aj ak
Cl +06 c2
C5 C6 c4
c2 C3 N2
C3 c4 03
c4 04 C5
N2 C2  H23
C5 c2 c4
C5 c2 C3
C5 c2 C3

[ dihedrals ]

; ali aj ak
c2 C1 05
C3 c2 Cc1
c4 C3 c2
c2 C3 03
04 c4 C3
c2 C3 c4
C1 05 C5

+C6  +06 Cc1
+06 C1 c2
+06 C1 c2
+06 C1 c2
05 C5 c4
C6 C5 c4
C6 C5 c4
C3 c4 04
05 C1 c2
N2 c2 C3
N2 c2 C3
Cc1 c2 C3
03 C3 c4
03 C3 c4
05 C5 c4
c4 C5 C6
c4 C5 C6
05 C5 C6
05 C1 c2
C1 c2 N2
C6 C5 05
C1 05 C5
C3 c2 Cc1
C6 C5 c4
01 C1 05

ga 9
ga_1
ga_8
ga 9
ga 9
ga 9
ga_1

al
05
05
C1
c2
C3
H24
C1
C1
05

al
C5
05
C1
H32
c2
C5
c4
c2
C3
Cc3
N2
C3
C3
04
-C1
N2
c4
03
03
C5
04
04
06
06
06
N2
H22
C1
c4
01
04
C5
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0]

gromos type
gi_2

«
[

O©ONNNNNDN

Qo aQ
|

gromos type
gd_29
gd_17
gd_34
gd_23
gd_17
gd_34
gd_29
gd_29
gd_17
gd_34
gd_18
gd_17
gd_34
gd_17
gd_29
gd_18
gd_34
gd_18
gd_17
gd_17
gd_18
gd_18
gd_17
gd_34
gd_18
gd_18
gd_29
gd_29
gd_29
gd_17
gd_17
gd_18



[ INO1 ]

[ atoms ]
C1 CH1
01 OA

H12 H
c2 CH1
02 OA

H22 H
C3 CH1
03 OA

H32 H
c4 CH1
04 OA

H42 H
C5 CH1
C6 CH1
06 OA

[ bonds ]
C5 C6
C5 c4
C6 06
C6 C1
C1 01
Cc1 c2
01 H12
c2 02
c2 C3
02 H22
C3 03
C3 c4
03 H32
c4 04
04 H42
06 -C1

[ angles ]

+07 C5

+07 C5
C6 C5
C5 C6
C5 C6
06 C6
C6 06
C6 C1
C6 C1
01 C1
C1 01
C1 c2
C1 c2
02 c2
c2 02
C3 03

a-GlcN-(1—6)-mIno-(5—0)POP1

0.16000
-0.40000
0.24000
0.16000
-0.40000
0.24000
0.16000
-0.40000
0.24000
0.16000
-0.40000
0.24000
0.17500
0.14200
-0.39600

gb_26
gb_26
gb_20
gb_26
gb_20
gb_26
gb_ 1
gb_20
gb_26
gb_ 1
gb_20
gb_26
gb_ 1
gb_20
gb_ 1
gb_20

C6
Cc4
Cc4
06
C1
C1
-C1
01
Cc2
Cc2
H12
02
C3
C3
H22
H32

ga_ 13
ga_ 13
ga_ 13
ga_ 13
ga_ 13
ga_ 13
ga_ 10
ga_ 13
ga_ 13
ga_ 13
ga 12
ga_ 13
ga_ 13
ga_ 13
ga 12
ga 12

GQAOPRWWWNNNRPRPERPPOOO

c4 04
c2 C3
c2 C3
03 C3
C5 c4
C5 c4
C3 c4
impropers ]
ai aj
C5 +07
C6 C5
C1 C6
c2 C1
C3 c2
c4 04
C5 c2
C5 c2
C5 c2
dihedrals ]
ai aj
c4 C5
Cc1 C6
C1 C6
04 c4
C3 c4
C3 c4
+07 C5
C5 C6
C6 C1
C1 c2
c2 C3
C5 c4
01 C1
02 c2
C3 03
c4 04
c2 C1
C3 c2
c4 C3
04 c4
c2 C3
C3 c4
c4 C5
01 C1
04 c4
c4 C5
C5 c4
01 C1
c2 C1
03 C3

H42
03
Cc4
Cc4
C3
04
04

ak
c4
06
c2
02
c4
Cc3
c4
Cc3
Cc3

ak
+07
C5
C5
C5
C5
C5
C6
06
01
02
03
04
C6
C1
c2
Cc3
C6
C1
c2
Cc3
c4
C5
C6
C6
C5
C6
Cc3
c2
C6
c2
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ga 12

ga_ 13

ga_ 13

ga_ 13

ga_ 13

ga_ 13

ga_ 13

al gromos type
C6 gi_2
C1 gi_2
01 gi_2
C3 gi_2
03 gi_2
C5 gi_2
C1 gi_7
C1 gi_8
05 gi_9
al gromos type
+P8 gd_23
+07 gd_34
+07 gd_17
+07 gd_18
+07 gd_34
+07 gd_17
06 gd_18
-C1 gd_29
H12 gd_23
H22 gd_23
H32 gd_23
H42 gd_23
06 gd_18
01 gd_18
02 gd_18
03 gd_18
C5 gd_34
C6 gd_34
C1 gd_34
c2 gd_17
C5 gd_34
C6 gd_34
C1 gd_34
C5 gd_17
C6 gd_17
06 gd_17
03 gd_17
C3 gd_17
06 gd_17
C1 gd_17
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mino-(5—0)POP1

[ POP1 ]
[ atoms ] 014 C15 gb_10
07 OA -0.50000 0 C15 Cc17 gb_23
P8 P 1.40000 0 Cc17 Cci8 gb_27
09 oM -0.78000 0 ci8 C19 gb_27
010 oM -0.78000 0 C19 C20 gb_27
011 OA -0.51500 0 C20 Cc21 gb_27
C12 CH2 0.40000 1 Cc21 Cc22 gb_27
C13 CH1 0.30000 1 Cc22 Cc23 gb_27
014 OE -0.70000 1 Cc23 C24 gb_27
C15 CHO 0.00000 1 C24 C25 gb_27
C17 CH2 0.00000 2 C25 C26 gb_27
C18 CH2 0.00000 3 C26 c27 gb_27
C19 CH2 0.00000 4 c27 Cc28 gb_27
C20 CH2 0.00000 5 Cc28 C29 gb_27
C21 CH2 0.00000 6 C29 C30 gb_27
C22 CH2 0.00000 7 C30 C31 gb_27
C23 CH2 0.00000 8 C31 CA1 gb_27
C24 CR1 0.00000 9 CA1 CA2 gb_27
C25 CR1 0.00000 10 C32 033 gb_18
C26 CH2 0.00000 11 033 C34 gb_10
C27 CH2 0.00000 12 C34 035 gb_5
C28 CH2 0.00000 13 C34 C36 gb_23
C29 CH2 0.00000 14 C36 Cc37 gb_27
C30 CH2 0.00000 15 Cc37 C38 gb_27
C31 CH2 0.00000 16 C38 C39 gb_27
C32 CH2 0.50000 17 C39 C40 gb_27
033 OE -0.70000 17 C40 C41 gb_27
C34 CHO 0.80000 17 C41 Cc42 gb_27
035 0 -0.60000 17 Cc42 C43 gb_27
C36 CH2 0.00000 18 C43 C44 gb_27
C37 CH2 0.00000 19 C44 C45 gb_27
C38 CH2 0.00000 20 C45 C46 gb_27
C39 CH2 0.00000 21 C46 ca7 gb_27
C40 CH2 0.00000 22 c4a7 Cc48 gb_27
C41 CH2 0.00000 23 Cc48 C49 gb_27
C42 CH2 0.00000 24 C49 C50 gb_27
Cc43 CH2 0.00000 25 [ angles ]
ca4 CH2 0.00000 26 ; ai aj ak gromos type
C45 CH2 0.00000 27 P8 07 -C5 ga_26
C46  CH2 0.00000 28 o7 P8 09 ga_14
C47 CH2 0.00000 29 o7 P8 010 ga_14
C48 CH2 0.00000 30 o7 P8 011 ga_5
C49 CH2 0.00000 31 P8 011 C12 ga_26
C50 CH3 0.00000 32 09 P8 010 ga_29
CA1 CH2 0.00000 33 09 P8 011 ga_14
CA2 CH3 0.00000 34 010 P8 011 ga_14
[ bonds ] 011 C12 C13 ga_15
07 -C5 gb_20 C12 C13 014 ga_13
07 P8 gb_28 C12 C13 C32 ga_13
P8 09 gb_24 C13 014 C15 ga_22
P8 010 gb_24 C13 C32 033 ga_15
P8 011 gb_28 014 C13 C32 ga_13
011 C12 gb_18 014 C15 Cc17 ga_16
C12 C13 gb_27 C15 Cc17 Cci8 ga_15
C13 014 gb_18 Cc17 Cci8 C19 ga_15
C13 C32 gb_27 Cc18 C19 C20 ga_15



[ angles ] ; continuacao

C19
Cc20
c21
c22
Cc23
C24
C25
C26
c27
Cc28
C29
C30
C31
C32
033
033
C34
035
C36
C37
C38
C39
Cc40
C41
c42
C43
C44
C45
C46
ca7
Cc48

Cc20
c21
c22
Cc23
C24
C25
C26
c27
Cc28
Cc29
C30
C31
CAl
033
C34
C34
C36
C34
C37
C38
C39
Cc40
C41
Cc42
C43
C44
C45
C46
ca7
Cc48
Cc49

[ impropers ]

;o ai
C13
C34

aj
014
033

[ dihedrals ]

011
P8
o7
o7
P8

P8
o7
P8
P8
011

ak
C32
C36

07
-C5
011
011
C12

c21
c22
Cc23
Cc24
C25
C26
c27
Cc28
C29
C30
C31
CAl
CA2
C34
035
C36
C37
C36
C38
C39
C40
C41
Cc42
C43
C44
C45
C46
ca7
Cc48
C49
C50

al
Cc12
035

-C5
-C4
C12
C12
C13

ga_15
ga_15
ga_15
ga_15
ga_15
ga_15
ga_15
ga_15
ga_15
ga_15
ga_15
ga_15
ga_15
ga_ 22
ga 31
ga_16
ga_15
ga_35
ga_15
ga_15
ga_15
ga_15
ga_15
ga_15
ga_15
ga_15
ga_15
ga_15
ga_15
ga_15
ga_15

011
011
011
C12
C12
C12
C13
C13
014
014
C15
C17
C18
C19
Cc20
c21
c22
Cc23
Cc24
C25
C26
c27
Cc28
C29
C30
C13
C32
033
C34
C36
C37
C38
C39
Cc40
C41
Cc42
C43
C44
C45
C46
ca7

C12
C12
C12
C13
C13
C13
C32
014
C13
C15
C17
C18
C19
Cc20
c21
c22
Cc23
Cc24
C25
C26
c27
Cc28
Cc29
C30
C31
C32
033
C34
C36
C37
C38
C39
C40
C41
Cc42
C43
C44
C45
C46
ca7
Cc48

C13
C13
C13
C32
C32
014
033
C15
C32
C17
C18
C19
Cc20
c21
c22
Cc23
Cc24
C25
C26
cz27
Cc28
C29
C30
C31
CAl
033
C34
C36
C37
C38
C39
C40
C41
Cc42
C43
C44
C45
C46
ca7
Cc48
C49

014
C32
C32
033
033
C15
C34
C17
033
C18
C19
Cc20
c21
c22
Cc23
C24
C25
C26
c27
Cc28
C29
C30
C31
CAl
CA2
C34
C36
C37
C38
C39
C40
C41
Cc42
C43
C44
C45
C46
ca7
Cc48
C49
C50

133
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POPC

Arquivo “itp” de POPC usando campo de forgca Gromos 53a6 (Kukol, 2009)

[ moleculetype ]
; Name nrexcl

POPC 3
[ atoms ]
; nr type resnr residu atom cgnr charge mass
1 CH3 1 POPC C1 0 0.4 15.0350
2 CH3 1 POPC c2 0 0.4 15.0350
3 CH3 1 POPC C3 0 0.4 15.0350
4 NL 1 POPC N4 0 -0.5 14.0067
5 CH2 1 POPC C5 0 0.3 14.0270
6 CH2 1 POPC C6 1 0.4 14.0270
7 OA 1 POPC 07 1 -0.8 15.9994
8 P 1 POPC P8 1 1.7 30.9738
9 oM 1 POPC 09 1 -0.8 15.9994
10 oM 1 POPC 010 1 -0.8 15.9994
11 OA 1 POPC 011 1 -0.7 15.9994
12 CH2 1 POPC C12 2 0.4 14.0270
13 CH1 1 POPC C13 2 0.3 13.0190
14 OE 1 POPC 014 2 -0.7 15.9994
15 CHO 1 POPC C15 2 0.7 12.0110
16 0 1 POPC 016 2 -0.7 15.9994
17 CH2 1 POPC Cc17 3 0 14.0270
18 CH2 1 POPC Cc18 4 0 14.0270
19 CH2 1 POPC C19 5 0 14.0270
20 CH2 1 POPC C20 6 0 14.0270
21 CH2 1 POPC Cc21 7 0 14.0270
22 CH2 1 POPC Cc22 8 0 14.0270
23 CH2 1 POPC Cc23 9 0 14.0270
24 CR1 1 POPC C24 10 0 13.0190
25 CR1 1 POPC C25 11 0 13.0190
26 CH2 1 POPC C26 12 0 14.0270
27 CH2 1 POPC c27 13 0 14.0270
28 CH2 1 POPC c28 14 0 14.0270
29 CH2 1 POPC C29 15 0 14.0270
30 CH2 1 POPC C30 16 0 14.0270
31 CH2 1 POPC C31 17 0 14.0270
32 CH2 1 POPC C32 18 0.5 14.0270
33 OE 1 POPC 033 18 -0.7 15.9994
34 CHO 1 POPC C34 18 0.8 12.0110
35 0 1 POPC 035 18 -0.6 15.9994
36 CH2 1 POPC C36 19 0 14.0270
37 CH2 1 POPC Cc37 20 0 14.0270
38 CH2 1 POPC C38 21 0 14.0270
39 CH2 1 POPC C39 22 0 14.0270
40 CH2 1 POPC C40 23 0 14.0270
41 CH2 1 POPC C41 24 0 14.0270
42 CH2 1 POPC Cc42 25 0 14.0270
43 CH2 1 POPC C43 26 0 14.0270
44 CH2 1 POPC C44 27 0 14.0270
45 CH2 1 POPC C45 28 0 14.0270
46 CH2 1 POPC C46 29 0 14.0270
47 CH2 1 POPC c47 30 0 14.0270
48 CH2 1 POPC Cc48 31 0 14.0270
49 CH2 1 POPC C49 32 0 14.0270



50
51
52

[ bonds

WO ~NOOTA~D
-

AARNRAANARAANAANARNDWWWWWWWWAWWNNNNNNNNNNRRPRRPRRPRRRRR
WNROOVODUTRWNROOOMNORRROINRROOONONRAWNROOONUURNWWNR

CH3
CH2
CH3

aj

1
1
1

funct

NNNNPNNNNNNNNDNNONNNDNNNNNDNNNNNNDNNNDNNNNDNNNNDNNNDNNNNNNNDNNNNDNNNNDNNNNDDN

POPC
POPC
POPC

gb_21

C50 33
CA1 34
CA2 35
[ pairs ]

;o ai aj funct

1 6 1

2 6 1

3 6 1

4 7 1

5 8 1

6 9 1

6 10 1

6 11 1

7 12 1

8 13 1

9 12 1

10 12 1

11 14 1

11 32 1

12 15 1

12 33 1

13 16 1

13 17 1

13 34 1

14 18 1

14 33 1

15 19 1

15 32 1

16 18 1

22 25 1

24 27 1

32 35 1

32 36 1

33 37 1

34 38 1

35 37 1

[ impropers

;o ai aj
13 14
15 14
34 33
23 24

32
17
36
25

al
12
16
35
26
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15.0350
14.0270
15.0350

funct

NNDNN



[ ang
;o ai

©COWOONN~NO O~

les ]_

COCDCDI—‘CDCOCD\IQU'I&

ak funct
6 2
7 2
8 2
9 2
10 2
11 2
12 2
10 2
11 2
11 2
13 2
14 2
32 2
15 2
33 2
32 2
16 2
17 2
18 2
17 2
19 2
20 2
21 2
22 2
23 2
24 2
25 2
26 2
27 2
ak al
5 6
6 7
6 7
7 8
8 11
8 11
11 12
11 12
12 13
13 14
13 32
13 32
32 33
32 33
14 15
33 34
15 17
32 33
17 18
18 19
19 20
20 21
21 22
22 23
23 24

ga_15
ga_15
ga_26
ga_14
ga_14
ga_5

ga_26
ga_ 29
ga_14
ga_14
ga_15
ga_ 13
ga_ 13
ga_ 22
ga_15
ga_ 13
ga 31
ga_16
ga_15
ga_35
ga_15
ga_15
ga_15
ga_15
ga_15
ga_15
ga_ 27
ga_ 27
ga_15

funct p

RPRRPRRPRRPRRPRRPRRPRRPRRPRRPRRPRRRPRRRPRRRRRRRERRRRE

hio
gd_29
gd 4
gd_36
gd_29
gd_20
gd_27
gd_20
gd_27
gd_29
gd_34
gd_34
gd_17
gd_34
gd_17
gd_29
gd_29
gd_13
gd_18
gd_40
gd_34
gd_34
gd_34
gd_34
gd_34
0.0

26
27
28
29
30
31
32
33
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47

WNPFPWNPF

cp

3.4

1

28
29
30
31
51
52
34
35
36
37
36
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49

a
ook, wWwNO

0.0
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ga_15
ga_15
ga_15
ga_15
ga_15
ga_15
ga_ 22
ga 31
ga_16
ga_15
ga_35
ga_15
ga_15
ga_15
ga_15
ga_15
ga_15
ga_15
ga_15
ga_15
ga_15
ga_15
ga_15
ga_15
ga_ 13
ga_ 13
ga_ 13
ga_ 13
ga_ 13
ga_ 13

NPNNNNNNNNDNNNNNNNNNNNNNNNNNNDNNNNDDNDN

3.4 1 ;phi3
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22
22
22
24
24
24
24
25
25
25
26
27
28
29
30
13
32
33
34
36
37
38
39
40
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42
43
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46
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22
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23
23
25
25
25
25
26
26
26
27
28
29
30
31
32
33
34
36
37
38
39
40
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45
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47
48
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24
24
24
24
26
26
26
26
27
27
27
28
29
30
31
51
33
34
36
37
38
39
40
41
42
43
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45
46
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48
49

24
24
25
25
25
25
27
27
27
27
28
28
28
29
30
31
51
52
34
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
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8.3 Topologias dos monossacarideos para GROMOS96 43al

[ 1GLC ]

[ atoms ]
C6 CH2
06 OA

H63 H
C5 CH1
05 OA
Cl CH1
01 OA

H12 H
C2 CH1
02 OA

H22 H
C3 CH1
03 OA

H32 H
C4 CH1
04 OA

[ bonds ]
cé C5
C5 05
C5 cC4
05 C1
Cl cC2
cCi1 01
01 H12
c2 02
c2 C3
02 H22
cC3 03
03 H32
C3 cC4
C4 04
cé 06
06 H63
04 +C1

[ angles ]
cé C5
cé C5
05 C5
C5 05
05 C1
Cl cC2
Cl cC2
02 C2
01 C1
01 C1
c2 02

05
Cc4
Cc4
C1
Cc2
02
C3
C3
05
Cc2
H22

0.16000
-0.40000
0.24000
0.24200
-0.24200
0.16000
-0.40000
0.24000
0.16000
-0.40000
0.24000
0.16000
-0.40000
0.24000
0.14200
-0.39600

gb_25
gb_19
gb_25
gb_19
gb_25
gb_19
gb_ 1
gb_19
gb_25
gb_ 1
gb_19
gb 1
gb_25
gb_19
gb_19
gb_ 1
gb_19

ga_8
ga_7
ga_8
ga 9
ga_8
ga_8
ga_7
ga_8
ga_8

ga_8

ga_ 11

B-Gal-(1—4)-B-Glc

H12
03
Cc4
Cc4
C3
04
04

H32
06

H63

+C1

cCi1 01
0 c2 C3
0 c2 C3
0 03 C3
1 C5 cC4
1 C5 C4
2 C3 cC4
2 C3 03
2 C5 C6
3 cé 06
3 C4 04
3 [ impropers ]
4 C1 01
4 C5 C6
4 c2 C3
5 C3 c4
5 c4 04
C5 c2
C5 c2
C5 c2
[ dihedrals ]
c2 Cc1
C3 c2
C1 c2
c4 C3
04 c4
c2 C3
c2 C3
C1 05
05 C5
C6 C5
C6 C5
05 C1
02 c2
02 c2
H12 01
01 C1
01 C1
01 C1
C1 c2
03 C3
03 C3
05 C5
c4 C5
c4 C5
05 C5
C5 C6
C3 c4

05
Cc4
02
03
C5
Cc4
C3
C3

05
C1
02
Cc2
C3
03
Cc4
C5
Cc4
Cc4
Cc4
Cc2
C3
C3
C1
Cc2
Cc2
Cc2
C3
Cc4
Cc4
Cc4
C6
C6
C6
06
04

ga_11
ga_8
ga_7
ga_8
ga_7
ga_8
ga_8
ga_ 11
ga_8
ga_ 11
ga 9

Cc2
05
C1
c2
C3
C1
C1
05

C5
05
H22
C1
Cc2
H32
C5
Cc4
C3
C3
04
02
Cc4
03
c2
C3
C3
02
03
C5
04
04
06
06
06
H63
+C1
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[ 5GAL ]

[ atoms ]
C6 CH2
06 OA

H63 H
C5 CH1
05 OA
Cl CH1
C2 CH1
02 OA

H22 H
C3 CH1
03 OA
C4 CH1
04 OA

[ bonds ]
cCé C5
C5 05
C5 cC4
05 C1
Cl cC2
c2 02
c2 C3
02 H22
cC3 03
C3 cC4
C4 04
cé 06
06 H63
04 +C1

[ angles ]
cé C5
cé C5
05 C5
C5 05
05 C1
Cl cC2
Cl cC2
02 C2

-04 cC1
-04 cC1
c2 02
cé 06
C4 04

05
Cc4
Cc4
C1
Cc2
02
C3
C3
05
c2
H22
H63
+C1

B-GalNAc-(1—4)-B-Gal-(1—4)-B-Glc

0.16000
-0.40000
0.24000
0.24200
-0.24200
0.25400
0.16000
-0.40000
0.24000
0.14200
-0.39600
0.14200
-0.39600

gb_25
gb_19
gb_25
gb_19
gb_25
gb_19
gb_25
gb_ 1
gb_19
gb_25
gb_19
gb_19
gb_ 1
gb_19

ga_8
ga_7
ga_8
ga 9
ga_8
ga_8
ga_7

ga_8
ga_8
ga_8
ga_ 11
ga_ 11
ga 9

GAaAarDOWWWNPFPPFPLPOOO

3

1
2

a-NeuAc

03
Cc4
Cc4
C3
04
04
06

c2 C3
c2 C3
03 C3
C5 cC4
C5 C4
C3 cC4
C5 C6
[ impropers ]
Cl1 -04
C5 C6
c2 C3
C3 c4
c4 04
C5 c2
C5 c2
C5 c2
[ dihedrals ]
c2 C1
C3 c2
Cc1 c2
c4 C3
04 c4
c2 C3
C1 05
05 C5
C6 C5
C6 C5
05 C1
02 c2
02 c2
-C4 -04
-04 Cc1
-04 Cc1
-04 Cc1
C1 c2
03 C3
03 C3
05 C5
c4 C5
c4 C5
05 C5
C5 C6
C3 c4

05
Cc4
02
03
C5
Cc4
C3
C3

05
C1
02
Cc2
C3
Cc4
C5
Cc4
Cc4
Cc4
Cc2
C3
C3
C1
Cc2
Cc2
Cc2
C3
Cc4
Cc4
Cc4
C6
C6
C6
06
04

ga_8
ga_7
ga_8
ga_7
ga_8
ga_8
ga_8

Cc2
05
C1
Cc2
C3
C1
C1
05

C5
05
H22
C1
Cc2
C5
Cc4
C3
C3
04
02
Cc4
03
c2
C3
C3
02
03
C5
04
04
06
06
06
H63
+C1
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[ INGA ]

[ atoms ]
C8 CH3
Cc7 C
07 0]
N2 N

H22 H
C2 CH1
Cl CH1
05 OA
C5 CH1
C6 CH2
06 OA

H63 H
C4 CH1
04 OA

H42 H
C3 CH1
03 OA

[ bonds ]
cs8 C7
cr 07
C7 N2
N2 H22
N2 C2
c2 cC1
c2 C3
Ci1 05
05 C5
C5 C6
cC5 ¢4
Cé6 06
06 H63
C4 04
C4 C3
04 H42
C3 03
03 +C1

[ angles ]
cs8 C7
cs8 C7
o7 C7
C7 N2
C7 N2

H22 N2
N2 C2
N2 C2
ci1 cC2
c2 cC1
Cl1 05

-04 C1

-04 C1
05 (5

o7
N2
N2
H22
Cc2
Cc2
C1
C3
C3
05
C5
05
c2
C6

B-Gal-(1—3)-B-GalNAc-(1—4)-B-Gal

0.07000
0.27100
-0.40500
-0.23100
0.20100
0.09400
0.25400
-0.24200
0.24200
0.16000
-0.40000
0.24000
0.16000
-0.40000
0.24000
0.14200
-0.39600

gb_26
gb_4
gb_10
gb 2
gb_20
gb_25
gb_25
gb_19
gb_19
gb_25
gb_25
gb_19
gb 1
gb_19
gb_25
gb_ 1
gb_19
gb_19

ga_ 29
ga_ 18
ga_32
ga 31
ga_30
ga_24
ga 12
ga 12
ga_7
ga_8
ga 9
ga_8
ga_8
ga_8

GAOaRrRDMPRWWWNNRPRPOOOOOO

05 C5 (4
cCé6 C5 (4
C5 C6 06
Cé 06 H63
C5 C4 04
C5 ¢C4 C3
04 C4 C3
C4 04 H42
C2 C3 ¢4
c2 €3 03
C4 C3 03
C3 03 +C1
[ impropers ]
Cl1 -04 05
c7 c8 07
N2 C7 H22
c2 N2 C3
C5 05 C6
c4 C5 C3
C3 03 c2
C5 c2 c4
C5 c2 C3
C5 c2 C3
[ dihedrals ]
c8 c7 N2
C3 c2 N2
05 C1 c2
03 C3 c2
c2 C1 05
c4 C5 05
-C4 -04 C1
-04 Cc1 c2
-04 Cc1 c2
-04 Cc1 c2
06 C6 C5
C3 c4 C5
03 C3 c4
c2 C3 03
C3 c4 04
c2 C3 c4
C6 C5 c4
C6 C5 c4
N2 c2 C3
C1 c2 C3
03 C3 c4
05 C5 c4
c4 C5 C6
c4 C5 C6
05 C1 c2
C1 c2 C3
c2 C3 c4
H63 06 C6

ga_8

ga_7
ga_8
ga_ 11
ga_8
ga_7
ga_8
ga_ 11
ga_7
ga_8
ga_8
ga 9

Cc2
N2
Cc2
C1
C4
04
C4
C1
C1
05

c2
Cc7
N2
N2
C5
C1
Cc2
C3
C3
02
05
05
C5
+C1
H42
C5
C3
04
Cc4
03
04
04
06
06
C3
Cc4
04
C5
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[ 6GAL ]

[ atoms ]
C6 CH2
06 OA

H63 H
C5 CH1
05 OA
Cl CH1
C2 CH1
02 OA

H22 H
C3 CH1
03 OA

H32 H
C4 CH1
04 OA

H42 H

[ bonds ]
cCé C5
C5 05
C5 cC4
05 C1
Cl cC2
c2 02
c2 C3
02 H22
C3 03
C3 cC4
C4 04
04 H42
cé 06
06 H63
03 H32

[ angles ]
ai aj
cé C5
cé C5
05 C5
C5 05
05 C1
Cl1 cC2
Cl1 cC2
02 C2

-03 cC1
-03 cC1
c2 02
c2 C3

05
Cc4
Cc4
C1
Cc2
02
C3
C3
05
c2
H22
03

B-Gal-(13)-B-GalNAc

0.16000
-0.40000
0.24000
0.24200
-0.24200
0.25400
0.16000
-0.40000
0.24000
0.16000
-0.40000
0.24000
0.16000
-0.40000
0.24000

OO OWWWNRLRPFPOOO

gb_25
gb_19
gb_25
gb_19
gb_25
gb_19
gb_25
gb_ 1
gb_19
gb_25
gb_19
gb_ 1
gb_19
gb_ 1
gb_ 1

ak gromos type
ga_8
ga_7
ga_8
ga 9
ga_8
ga_8
ga_7
ga_8
ga_8
ga_8
ga_11
ga_8

Cc4
Cc4
C3
04
04
H42
06
H63
H32

c2 C3
03 C3
C5 cC4
C5 C4
C3 cC4
C4 04
C5 C6
cé 06
C3 03
[ impropers ]
cCl1 -03
C5 C6
c2 C3
C3 c4
c4 04
C5 c2
C5 c2
C5 c2
[ dihedrals ]
c2 C1
C3 c2
C1 c2
c4 C3
04 c4
C5 c4
c2 C3
C1 05
05 C5
C6 C5
C6 C5
05 C1
02 c2
02 c2
-C3  -03
-03 Cc1
-03 Cc1
-03 C1
C1 c2
03 C3
03 C3
05 C5
c4 C5
c4 C5
05 C5
C5 C6
c2 C3

05
Cc4
C1
03
C3
Cc4
C3
C3

05
C1
02
Cc2
C3
04
Cc4
C5
Cc4
Cc4
Cc4
Cc2
C3
C3
C1
Cc2
Cc2
Cc2
C3
Cc4
Cc4
Cc4
C6
C6
C6
06
03

ga_7

ga_8
ga_7
ga_8
ga_8
ga_ 11
ga_8
ga_ 11
ga_ 11

Cc2
05
02
c2
C5
C1
C1
05

C5
05
H22
C1
c2
H42
C5
C4
C3
C3
04
02
Cc4
03
c2
C3
C3
02
03
C5
04
04
06
06
06
H63
H32
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[ 4GAL ]

[ atoms ]
C6 CH2
06 OA

H63 H
C5 CH1
05 OA
Cl CH1
C2 CH1
02 OA

H22 H
C3 CH1
03 OA
C4 CH1
04 OA

H42 H

[ bonds ]
cé C5
C5 05
C5 cC4
05 C1
Cl cC2
c2 02
c2 C3
02 H22
C3 03
C3 cC4
C4 04
04 H42
cé 06
06 H63
03 +C2

[ angles ]
cé C5
cé C5
05 C5
C5 05
05 C1
Cl cC2
Cl cC2
02 C2

-03 cC1
-03 cC1
c2 02
c2 C3
c2 C3

05
Cc4
Cc4
C1
Cc2
02
C3
C3
05
c2
H22
03
Cc4

a-Neu5Ac-(2—3)-B-Gal-(1—3)-B-GalNAc

0.16000
-0.40000
0.24000
0.24200
-0.24200
0.25400
0.16000
-0.40000
0.24000
0.14200
-0.39600
0.16000
-0.40000
0.24000

gb_25
gb_19
gb_25
gb_19
gb_25
gb_19
gb_25
gb_ 1
gb_19
gb_25
gb_19
gb_ 1
gb_19
gb_ 1
gb_19

ga_8
ga_7
ga_8
ga 9
ga_8
ga_8
ga_7
ga_8
ga_8
ga_8
ga_ 11
ga_8
ga_7

GO, OWWWNPFPEFLPOOO

Cc4
C3
04
04
H42
06
H63
+C2

03 C3
C5 cC4
C5 cC4
C3 cC4
C4 04
C5 C6
cé 06
C3 03
[ impropers ]
c1 -
C5 C6
c2 C3
C3 c4
c4 04
C5 c2
C5 c2
C5 c2
[ dihedrals ]
c2 C1
C3 c2
C1 c2
c4 C3
04 c4
C5 c4
c2 C3
Cc1 05
05 C5
C6 C5
C6 C5
05 C1
02 c2
02 c2
-C3  -03
-03 Cc1
-03 Cc1
-03 Cc1
C1 c2
03 C3
03 C3
05 C5
c4 C5
c4 C5
05 C5
C5 C6
c2 C3

05
Cc4
C1
03
C3
Cc4
C3
C3

05
C1
02
Cc2
C3
04
Cc4
C5
Cc4
Cc4
Cc4
Cc2
C3
C3
C1
Cc2
Cc2
Cc2
C3
Cc4
Cc4
Cc4
C6
C6
C6
06
03

ga_8

ga_7
ga_8
ga_8
ga_ 11
ga_8
ga_ 11
ga 9

c2
05
02
Cc2
C5
C1
C1
05

C5
05
H22
C1
Cc2
H42
C5
Cc4
C3
C3
04
02
Cc4
03
c2
C3
C3
02
03
C5
04
04
06
06
06
H63
+C2
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[ 1SIA ]

[ atoms ]
C11 CH3
C10 C
010 0

N5 N
H52 H
C5 CH1
C4 CH1
04 OA
H42 H
C3 CH1
C2 CH1
C1 C
01B oM
01A oM
06 OA
Cé6 CH1
C7 CH1
07 OA
H73 H
C8 CH1
08 OA
H83 H
C9 CH2
09 OA
H93 H
[ bonds ]
Ci0 C11
C10 o010
C10 N5
N5 H52
C5 N5
C5 cC4
C5 C6
cC4 04
cC4 C3
04 H42
c2 C3
c2 cC1
c2 06
Ci1 01B
Cl1 O1A
cé 06
ce C7
c7r 07
C7 C8
07 H73
c8 08
c8 C9
08 H83
c9 09
09 H93
[ angles ]

Ci1 Ci0 o010

C11

C10

N5

a-NeuSAc-(2—3)-p-Gal

0.07000
0.27100
-0.40500
-0.23100
0.20100
0.09400
0.16000
-0.40000
0.24000
0.00000
0.25400
0.17200
-0.58600
-0.58600
-0.24200
0.24200
0.16000
-0.40000
0.24000
0.16000
-0.40000
0.24000
0.16000
-0.40000
0.24000

gb_26
gb_4
gb_10
gb 2
gb_20
gb_25
gb_25
gb_19
gb_25
gb_ 1
gb_25
gb_26
gb_19
gb 5
gb 5
gb_19
gb_26
gb_17
gb_26
gb_ 1
gb_17
gb_26
gb_ 1
gb_17
gb_ 1

ga_ 29
ga_ 18

VOO NN~NOODOODUITARABAMBPMWNRPPRPPOOOOOO

C3 C2 1

C3 C2 06

Cl C2 06

C2 Cl1 O01B

C2 Cl1 O01A
01B C1 O01A

C2 06 C6

C5 C6 06

c5 C6 C7

06 C6 C7

ce Cc7 07

c6e C7 cC8

o7 C7 C8

C7 07 H73

C7r €8 08

C7r €8 (9

08 €8 (9

C8 08 H83

c8 C9 09

C9 09 H93
[ impropers ]
C10 N5 O

N5 C5 H

C5 c4

c4 C3

C1 c2 O

C6 c7

c7 C6

c8 c7

C6 C3

C6 C3

C6 C3
[ dihedrals ]
Ci11 C1o0

C6 C5

C3 c4

c7 C6

C5 c4

c2 C3

06 c2

C3 c2

C3 c2

C3 c2

C3 c4

c2 06

06 C6

c7 C6

06 c2

03 C3

03 C3

c2 C3

04 c4

04 c4

06 C6

c7 C6

10
52
C6
04
1B
06
o7
08
C5
Cc4
Cc4

N5
N5
C5
C5
04
Cc4
C3
C1
C1
06
C5
C6
C5
C5
C3
Cc4
Cc4
Cc4
C5
C5
C5
06

ga_7

ga_8
ga_8
ga_8
ga_8
ga_ 37
ga 9
ga_8
ga_7
ga_8
ga_8
ga_7
ga_8
ga_ 11
ga_8
ga_7

ga_8
ga_ 11
ga_8

ga_ 11

Cl11
C10
N5
C5
O1A
C5
c8
C9
Cc2
Cc2
06

C5
C10
N5
N5
H42
C5
Cc4
O1A
01B
C6
C6
C5
Cc4
Cc4
03
C5
04
04
C6
N5
N5
Cc2

QOO ouoaeaQ
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010 C10
C10 N5
Ci10 N5
H52 N5
N5 C5
N5 C5
C4 C5
C5 cC4
C5 C4
04 C4
C4 04
cC4 C3
[ 3SIA ]

[ atoms ]
C11 CH3
C10 C
010 0

N5 N
H52 H
C5 CH1
C4 CH1
04 OA
H42 H
C3 CH1
C2 CH1
C1 C
01B oM
01A oM
06 OA
Cé6 CH1
C7 CH1
07 OA
H73 H
C8 CH1
08 OA
C9 CH2
09 OA
H93 H

[ bonds ]
Ci0 C11
C10 o010
C10 N5

N5 H52
C5 N5
C5 cC4
C5 C6
C4 04
C4 C3
04 H42
c2 C3
c2 cC1
c2 06
Cl1 01B

N5
H52
C5
C5
C4
C6
C6
04
C3
C3
H42
c2

ga_32
ga 31
ga_30
ga_24
ga 12
ga 12
ga_7
ga_8
ga_7
ga_8
ga_ 11
ga_7

C8
o7
o7
o7
C6
C9
08
08
C7
09
09
C8

Cc7
Cc7
Cc7
Cc7
Cc7
c8
c8
c8
c8
C9
C9
C9

C6
C6
C8
C6
o7
Cc7
Cc7
Cc7
08
c8
C8
09

C5
C5
C9
06
H73
C6
C6
o7
H83
08
Cc7
HO93

a-NeubAc-(2—8)-a-Neu5Ac-(2—3)-B-Gal

0.07000
0.27100
-0.40500
-0.23100
0.20100
0.09400
0.16000
-0.40000
0.24000
0.00000
0.25400
0.17200
-0.58600
-0.58600
-0.24200
0.24200
0.16000
-0.40000
0.24000
0.14200
-0.39600
0.16000
-0.40000
0.24000

gb_26
gb_4
gb_10
gb 2
gb_20
gb_25
gb_25
gb_19
gb_25
gb_ 1
gb_25
gb_26
gb_19
gb 5

WOWONNODOOODOTUORAPMPMWNRPPPOOOOOO

C3 C2 06
Cl C2 06
C2 Cl1 O01B
C2 Cl1 O01A
01B C1 O01A
C2 06 C6
C5 C6 06
c5 €6 C7
06 C6 C7
ce Cc7 07
c6e C7 cC8
o7 C7 C8
C7 07 H73
C7r €8 08
C7r €8 (9
08 €8 (9
c8 C9 09
C9 09 H93
[ impropers ]
Cio Ci11 O
N5 Cl10 H
C5 N5
c4 C5
c2 C3
C1 c2 O
C6 c7
c7 C6
c8 c7
C6 C3
C6 C3
C6 C3
[ dihedrals ]
Ci11 C1o0
C6 C5
C3 c4
c7 C6
C5 c4
c2 C3
06 c2
C3 c2

10
52
Cc4
C3
C1
1B
06
o7
08
C5
Cc4
Cc4

N5
N5
C5
C5
04
Cc4
C3
C1

ga_8
ga_8
ga_8
ga_8
ga_ 37
ga 9
ga_8
ga_7
ga_8

ga_8
ga_7
ga_8
ga_ 11
ga_8
ga_7
ga_8
ga_8

ga_ 11

N5
C5
C6
04
06
O1A
C5
c8
C9
Cc2
Cc2
06

C5
C10
N5
N5
H42
C5
Cc4
O1A

OUBEANNNENNNEREPRE
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Cl1 O1A
cé 06
ce C7
cr 07
C7 C8
07 H73
c8 08
c8 C9
c9 09
09 H93

[ angles ]
C11 cC1o0
C11 cC10
010 C10
C10 N5
Ci10 N5
H52 N5

N5 C5
N5 C5
C4 C5
C5 C4
C5 cC4
04 C4
C4 04
C4 C3
C3 C2
[ 4SIA ]

[ atoms ]
C11 CH3
C10 C
010 0

N5 N
H52 H
C5 CH1
C4 CH1
04 OA
H42 H
C3 CH1
C2 CH1
C1 C
01B oM
01A oM
06 OA
Cé6 CH1
C7 CH1
07 OA
H73 H
C8 CH1
08 OA
H83 H
C9 CH2
09 OA
H93 H

010
N5
N5

H52
C5
C5
C4
C6
C6
04
C3
C3

H42
Cc2
C1

gb_5 C3 c2

gb_19 C3 c2

gb_26 C3 C4

gb_17 Cc2 06

gb_26 06 C6

gb_1 Cc7 C6

gb_17 06 c2

gb_26 03 C3

gb_17 03 C3

gb_1 Cc2 C3

04 C4

ga_ 29 04 ca

ga_ 18 06 C6

ga_32 Cc7 C6

ga 31 Cc8 c7

ga_30 o7 c7

ga_24 o7 c7

ga 12 o7 c7

ga 12 C6 c7

ga 7 Cc9 Cc8

ga_8 08 Cc8

ga 7 08 Cc8

ga_8 Cc7 Cc8

ga 11 09 Cc9

ga 7 09 Cc9

ga 7 Cc8 Cc9
a-Neu5Ac-(2—8)-a-NeuS5Ac
cL C2 06
0.07000 0] C2 Cl1 o01B
0.27100 0] C2 Cl1 O1A
-0.40500 0] 01B Cl1 O1A
-0.23100 0] C2 06 C6
0.20100 0] C5 C6 06
0.09400 0] cs5 C6 C7
0.16000 1 06 C6 C7
-0.40000 1 ce C7 07
0.24000 1 c6e C7 C8
0.00000 2 o7 C7 C8
0.25400 3 C7 07 H73
0.17200 4 cr C8 08
-0.58600 4 cr C8 C©9
-0.58600 4 08 (C8 €9
-0.24200 5 C8 08 H83
0.24200 5 c8 C9 09
0.16000 6 C9 09 H93
-0.40000 6 impropers ]

0.24000 6 ai aj
0.16000 7 cio cCci1 O
-0.40000 7 N5  C10 H

0.24000 7 C5 N5

0.16000 8 C4 C5

-0.40000 8 Cc2 C3

0.24000 8 Cc2 -08

C1
06
C5
C6
C5
C5
C3
Cc4
Cc4
Cc4
C5
C5
C5
06
C6
C6
c8
C6
o7
Cc7
Cc7
Cc7
08
c8
c8
09

ak
10
52
c4
C3
C1
06

145

01B gd_20
C6 gd_14
C6 gd_17
C5 gd_14
c4 gd_7
C4 gd_17
03 gd_8
C5 gd_7
04 gd_8
04 gd_7
C6 gd_7
N5 gd_8
N5 gd_8
c2 gd_14
C5 gd_17
C5 gd_7
C9 gd_7
06 gd_8
H73 gd_12
C6 gd_17
C6 gd_7
07 gd_8
H83 gd_12
08 gd_8
Cc7 gd_7
H93 gd_12

ga_8

ga_8

ga_8

ga_ 37

ga 9

ga_8

ga_7

ga_8

ga_8

ga_7

ga_8

ga_ 11

ga_8

ga_7

ga_8

ga_ 11

ga_8

ga_ 11

al gromos type
N5 gi_1
C5 gi_1
C6 gi_2
04 gi_2
06 gi_2
C1 gi_2



[ bonds ]
Ci0 C11
C10 o010
C10 N5

N5 H52
C5 N5
C5 C4
C5 C6
C4 04
cC4 C3
04 H42
c2 C3
c2 cC1
c2 06
Ci1 01B
Cl1 O1A
cé 06
ce C7
cr 07
C7 C8
07 H73
c8 08
c8 C9
08 H83
c9 09
09 H93
[ angles ]
ai aj
-08 C2
-08 C2
-08 C2
C11 cC10
C11 cC10
010 C10
C10 N5
C10 N5
H52 N5
N5 C5
N5 C5
C4 C5
C5 cC4
C5 C4
04 C4
C4 04
C4 C3
C3 C2
C3 C2

06
C3
C1
010
N5
N5
H52
C5
C5
C4
C6
C6
04
C3
C3
H42
c2
C1
06

gromos type
ga_8
ga_8
ga_8
ga_ 29
ga_ 18
ga_32
ga 31
ga_30
ga_24
ga 12
ga 12
ga_7
ga_8
ga_7
ga_8
ga_ 11
ga_7
ga_7
ga_8

C1 c2
C6 c7
c7 C6
c8 c7
C6 C3
C6 C3
C6 C3
dihedrals ]
ai aj
-C8 -08
-08 c2
-08 c2
-08 c2
Ci11 C1o0
C6 C5
C3 c4
c7 C6
C5 c4
c2 C3
06 c2
C3 c2
C3 c2
C3 c2
C3 c4
c2 06
06 C6
c7 C6
06 c2
03 C3
03 C3
c2 C3
04 c4
04 c4
06 C6
c7 C6
c8 c7
07 c7
07 c7
07 c7
C6 c7
C9 c8
08 c8
08 c8
c7 c8
09 C9
09 C9
c8 C9

01B
06
o7
08
C5
C4
Cc4

ak
c2
C3
C3
C3
N5
N5
C5
C5
04
c4
C3
C1
C1
06
C5
C6
C5
C5
C3
c4
c4
c4
C5
C5
C5
06
C6
C6
Cc8
C6
07
c7
c7
c7
08
Cc8
Cc8
09

O1A
C5
c8
C9
Cc2
Cc2
06

al
Cc3
c4
c4
03
C5
Cc10
N5
N5
H42
C5
c4
0O1A
01B
C6
C6
C5
c4
c4
03
C5
04
04
C6
N5
N5
c2
C5
C5
Cc9
06
H73
C6
C6
07
H83
08
c7
HO3
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