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Resumo

Descobertos nos Deuterostémios, os acidos sialicos (Sias) constituem uma familia de carboidra-
tos estruturalmente diversa, podendo ser encontrados frequentemente ligados por meio de seu
carbono anomérico (C2) na configuracdo « as posicdes C3 ou C6 da galactose ou a outro Sia
aos carbonos 8 ou 9. A diversidade estrutural dos Sias é o que torna essas moléculas capazes de
desempenhar importantes papéis bioldgicos modulatérios e estruturais. O estudo estrutural dos
Sias e de seu papel bioldgico pode ser feito por meio da modelagem molecular dessas estruturas.
Devido a sua flexibilidade, os carboidratos complexos adotam diferentes conformacdes em
solucdo, sendo desafiadora a descricdo de sua estrutura 3D através de métodos computacionais.
A dindmica molecular (DM) é um método computacional que descreve a variacdo do comporta-
mento molecular em funcio do tempo. Enquanto a MD configura um exemplo de método n3o
enviesado, a metadindmica envolve a aplicacao de um viés que pode forcar o sistema a deixar
minimos locais e explorar diferentes estados amostrais. No presente trabalho, metodologias de
mecanica molecular foram aplicadas na parametrizacdo do equilibrio pseudo-rotacional de Sias.
A validacdo dos parametros aplicados aos monossacarideos pdde ser feita com calculos de J de
acoplamento vicinal para os mon6meros que constituem a base estrutural dos acidos sialicos,
os quais demonstraram valores proximos a dados experimentais. A variacdo conformacional das
ligacoes glicosidicas entre dissacarideos foi delineada por simulacdes de metadindmica. Além
disso, as conformacoes preferenciais adotadas pelos torcionais que compdem as glicosidicas de
um poliacido sialico foram determinadas através da analise de trajetérias de dinamica molecular.
Dessa forma, a partir dos resultados obtidos, pode-se estabelecer pardametros que possibilitem
o estudo e a modelagem de carboidratos de diferentes niveis de complexidade estrutural da
familia dos acidos sialicos através do GROMOS, juntamente aos pardmetros do campo de forca
GROMOS 53Agivc.

Palavras-chave: Acidos silicos. Dindmica molecular. Metadinidmica. GROMOS.



Abstract

Discovered in the Deuterostomes, sialic acids (Sias) constitute a structurally diverse family of
carbohydrates, often found linked through their anomeric carbon (C2) in the a configuration
at the C3 or C6 positions of the galactose or another sialic acid at the carbons 8 or 9. The
structural diversity of Sias is what makes these molecules capable of playing important biological
modulatory and structural roles. The structural study of sialic acids and their biological role can
be done through the molecular modeling of these structures. Because of their flexibility, complex
carbohydrates adopt different conformations in solution, representing a challenging class of
molecules in terms of describing their 3D structure with computational methods. Molecular
dynamics (DM) is a computational method that describes the variation in molecular behavior as
a function of time. While MD sets up an example of an unbiased method, metadynamics involves
the application of a bias that can force the system to leave local minima and sample states
that represent lower probabilities. In the present work, molecular mechanics methodologies
were applied in the parameterization of the pseudo-rotational equilibrium of sialic acids. The
validation of the parameters applied to the monosaccharides could be done with J calculations
of vicinal coupling for the monomers that constitute the structural basis of the sialic acids,
which showed values close to experimental data. The conformational variation of glycosidic
bonds between disaccharides was delineated by metadynamic simulations. Furthermore, the
preferred conformations adopted by the torsionals that compose the glycosidics of a polysialic
acid were determined through the analysis of molecular dynamics trajectories. Therefore, from
the results obtained, it was possible to establish parameters that enable the study and modeling
of carbohydrates of different levels of structural complexity of the sialic acid family through
GROMOS, with the GROMOS 53A6¢,yc force field parameters set.

Keywords: Sialic acids. Molecular dynamics. Metadynamics. GROMOS.



Figura 1

Figura 2

Figura 3
Figura 4

Figura 5
Figura 6

Figura 7
Figura 8

Figura 9

Lista de ilustracoes

VariacGes estruturais observadas dentre os acidos sialicos, sendo o acido 5-
N-acetilneuraminico, a estrutura quimica que atua como a base de formacao
para as demais variaches . . . . . . . ...
Representacao filogenética da presenca dos Sias nos trés dominios da vida.
Os Sias cuja expressao foi estabelecida por métodos fisico-quimicos estao

representados por um circulo fechado e a expressao putativa, a qual é

determinada a partir da andlise de sequéncias de DNA, por um circulo aberto.

Perda evolutiva do NeubGe. . . . . . . . . . .. .. ... L.
A ligacdo entre Siglecs e acidos sialicos promove a evasdo imunolégica de
células cancerigenas e organismos patogénicos. . . . . . .. . ... . ...
Etapas que envolvem a ligacdo entre o SARS-CoV-2 e o receptor contendo
acidosidlico . . . . . ..
Conjunto de equacdes gerais que compdem um campo de forca. . . . . . .
llustracdo representativa de uma simulacdo de metadindmica . . . . . . . .
Representacdo da esfera de Cremer-Pople, utilizando-se como exemplo uma
B-Glicose para ilustrar as 38 conformacdes que podem ser adotadas por um
anel de piranose. . . . . . .. L
Numeracdao dos atomos analisados no puckering dos monossacarideos,

usando-se como exemplo o a-D-NeubAc. . . . . . . . . ... .. ... ..

11

12
14

15

17

23

25

26

30



Lista de tabelas

Tabela 1 — LigacGes glicosidicas observadas em dissacarideos envolvendo a presenca
de Sias e seus respectivos angulos, assim como a sequéncia de atomos

relacionada a cada angulo diedral. . .

32



1.1
1.2
1.21
1.3
131
1.3.2
1.4
141
1.4.2
1421
1.5
151
1511
1.5.2
1521

2.1
2.2

3.1
3.2
3.2.1
3.2.2
3.2.3
3.2.4
3.3
3.31
3.3.2
3.4
3.4.1

Sumario

INTRODUCAO . . . . . i ittt e e e et e et e et e 11
Acidos sialicos . . . . . . . .. ... 11
Distribuicao evolutiva dos acidos sialicos . . . . . . .. ... ... .. 12
Perda evolutiva do NeubGe . . . . . . . . . . ... . ... ... ... .. 13
Papéis funcionais dos acidos sialicos . . . . . . . .. ... ... . ... 13
Receptores intrinsecos . . . . . . . . ... .. 14
Receptores extrinsecos . . . . . . . ... 16
Analises estruturais e conformacionais de carboidratos . . . . . . . . 16
Cristalografia de Raios-X . . . . . . . . . ... ... ... .. .. ..... 17
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) . . . . .. ... ... ... .. .. 18
Constantes de acoplamento . . . . . . . . . . ... ... 19
Métodos de mecanica molecular . . . . . . . . ... ... ... 20
Dindmica molecular (DM) . . . . . ... .. ... Lo 21
Camposdeforca . . . . . . . . . . .. 22
Metadindmica . . . . . . . . . .. 24
Puckering . . . . . . L 25
OBJETIVOS . . . . . . e e e e e e e e e e e 27
Objetivo Geral . . . . . . . . . . ... 27
Objetivos Especificos . . . . . . . . ... ... ... ... ... ..... 27
METODOLOGIA . . . . . . e e e e e e e e e e e 28
Programas utilizados . . . . . . . .. ... ..o 28
Dindmica molecular (DM) . . . . . . . .. ... ... ... ... 28
Construcdo de topologias . . . . . . . . . . ... 29
Obtencao de estruturas tridimensionais . . . . . . . . .. .. .. ... .. 29
Protocolo de simulacdao . . . . . . . . . . ... 29
Andlise dos resultados . . . . . .. ..o 30
Metadinamica . . . . . . . . ... 31
Protocolo de simulacdao . . . . . . . . . . ... L 31
Varidveis coletivas . . . . . . . ... 31
Calculos de J acoplamento vicinal . . . . . . . .. ... ... ... .. 32
Andlise do acido polissidlico . . . . ... ... ... ... ... 32

RESULTADOS . . . . . . . . e e e e e 33



4.1

4.2

Capitulo I: JCalc: A Python module for vicinal coupling constants

calculation from molecular dynamics . . . . . . . . . ... ... ... 34
Capitulo IlI: Molecular modeling of novel sialic acids . . . . . . . . . 39
DISCUSSAO GERAL . . . . . . ittt ittt et 59
CONCLUSOES . . . . . . . e e e e e 62
PERSPECTIVAS . . . . . . . e e e e e e e e e e 63
REFERENCIAS . . . . . . . . it 64
ANEXOS 71
ANEXO A -TOPOLOGIAS . ... . . . . . i e 72

CURRICULUM VITA . . . . . . e e e e e e e e 99



11

1 Introducao

1.1  Acidos sialicos

Descobertos na linhagem dos Deuterostémios?, os carboidratos da familia dos acidos
sidlicos (Sias) sdo definidos como a-ceto 4cidos pertencentes a uma familia mais antiga de
carboidratos, denominados acidos nonulosonicos. Ao contrario de outros aclicares presentes
nas cadeias de glicanos de glicoconjugados encontrados em vertebrados, que sdao compostos
por cinco ou seis carbonos, essa familia de moléculas apresenta nove carbonos. Além disso, ha
um notavel ndmero de grupos quimicos que podem ser encontrados em uma Gnica molécula
(Figura 1), incluindo uma cadeia lateral exociclica de 3 carbonos, um ou mais grupos amino

acetilados e um &cido carboxilico [Angata e Varki 2002].

a-2-3/4/6-Gal
a-2,6-GalNac
HOQC 4 R a-2,4/6-GlcNac
s -2 8/9-Sia I—ﬂ-sullll- D-o-m;:yi
' |
4-O-acelyl o 2‘“\_ o (o]
CHy 4 0 OR 8-0-methyl
g CHy
4 ] :
Y -~ ,/”"\-\.\H
R ", th“—/_,-' = T 8 ‘MJ‘
0 ; 5-O-sulfate
: ?
z S—om
N\ OR OR o
\\ %-O-phosphate  9-O-acetyl
—0 ™ _CHy
ri P—OH I
! 0 o
9-O-lactyl
M-acetyl RHC 7-C-acetyl OH
H . _CH5
Neglycolyl )
—OH o o

Figura 1 — VariacGes estruturais observadas dentre os acidos sidlicos, sendo o acido 5-N-
acetilneuraminico, a estrutura quimica que atua como a base de formac3o para as
demais variagbes [Rustmeier, Strebl e Stehle 2019]

Encontrados na natureza principalmente na forma de monossacarideos e constituindo
uma familia estruturalmente diversa, a qual conta com mais de 50 componentes, os Sias estdo
envolvidos em diferentes processos biolégicos e modulatérios essenciais, tanto a manutencao

da saude de diferentes organismos, quanto ao sucesso de mecanismos de patogenicidade. A

1 O grupo dos Deuterostdmios abrange os animais dos filos Chordata, que inclui vertebrados, tunicados e
anfioxos; Ambulacraria, termo que une os filos Echinodermata e Hemichordata; [Holland 2015] e Xenaco-
elomorpha, abrangendo os animais dos grupos Xenoturbella, Acoela e Nemertodermatida [Cannon et al.

2016].
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diversidade estrutural observada nessas moléculas é o que confere a elas as mais distintas
funcdes, bem como a presenca desses aclicares nos trés dominios dos seres vivos [Schauer e
Kamerling 1997].

1.2 Distribuicdo evolutiva dos acidos sialicos

Os Sias apareceram relativamente tarde na evolucdo [Varki e Schauer 2009]. Amplamente
apontados na literatura como moléculas predominantemente presentes nos seres do dominio
Eukarya, com o avanco das técnicas de sequenciamento de genomas, foi possivel estabelecer
que os Sias estdo também presentes nos dominios Archaea e Bacteria (Figura 2). Por serem
encontrados em virus, bactérias, protozoéarios e fungos patogénicos, hd a suposicao de que a
aquisicdo desses monossacarideos acelerou a diferenciacdo de animais superiores [Angata e
Varki 2002].

Archaea

Euryarchaeota Crenarchaeota

Bacteria

Eukarya

Gram-positive

Gram-positive /~ O,
High G+C

Protozoa

\ Protostomes
[ ]
Chlamydia
. [ d
Themus/ k J
Deinccoccus / ..
\ ®
5 L ]
Cyanobacteria Aquitex .:/
N Fungi
Common ancestor Plants "
\ Jd of cellular life

Spirochetes

Figura 2 — Representacdo filogenética da presenca dos Sias nos trés dominios da vida. Os Sias cuja
expressdo foi estabelecida por métodos fisico-quimicos estdo representados por um circulo
fechado e a expressdo putativa, a qual é determinada a partir da andlise de sequéncias de
DNA, por um circulo aberto. [Angata e Varki 2002]
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1.2.1 Perda evolutiva do NeubGc

Tanto a molécula de acido N-acetilneuraminico (Neu5Ac) quanto a de acido N-
glicolilneuraminico (Neu5Gc) estdo presentes, e em grandes quantidades, na maioria dos
mamiferos. Em tecidos humanos normais, a molécula de Neu5Gc nao é encontrada, ao passo
em que estad presente em abundancia nos demais mamiferos. A identidade genética da hu-
manidade é cerca de 99% similar a dos chimpanzés, assim como de outros simios africanos,
compartilhando-se de uma menor similaridade com o orangotango e o gorila [Dhar, Sasmal e
Varki 2019].

Apesar da grande similaridade genética, em contraste aos seres humanos, os macacos
sdo capazes de expressar o NeubGc em elevadas quantidades (Figura 3). As moléculas de
Neu5Ac e NeubGc se diferem apenas por um atomo de oxigénio, que no citosol é adicionado ao
carbono de posicdo 5 do NeubAc, pela acao de uma hidroxilase capaz de converter CMP-Neu5Ac
em CMP-Neu5Gc. Os seres humanos sofreram uma perda evolutiva do NeubGc em resultado
a uma mutacado de exclusao de um éxon no gene CMAH, que consiste no gene responsavel
pela codificacdo da enzima hidroxilase que catalisa o processo de conversao de NeubAc em
NeubGc [Takahashi et al. 2015, Varki 2010].

Diversos organismos patogénicos se utilizam das estruturas dos Sias para otimizar o
processo de infeccao de vertebrados, sendo que muitos desses organismos se ligam preferenci-
almente ao NeubGc. Diferentes estudos presumem que o organismo causador da maléria, o
qual se liga ao NeubGc, pode ter sido a causa inicial da selecdo natural do estado nulo do
CMAH [Martin et al. 2005, Altman e Gagneux 2019].

Supde-se consequéncias positivas atribuidas a essa perda evolutiva, como uma maior
capacidade dos seres humanos em utilizar ferramentas, quando em comparacdo aos demais
primatas. No entanto, dentre as consequéncias negativas, destaca-se o fato de que essa mutacao
tornou os humanos mais expostos a outros tipos de patégenos [Okerblom et al. 2017]. Os
Sias encontram-se, principalmente, nas porcdes mais externas de glicoproteinas de vertebrados,
facilitando ndo somente a ligacdo a patégenos, mas também tornando essas moléculas essenciais

a diversos papéis funcionais [Varki, Schnaar e Schauer 2017], como veremos a seguir.

1.3 Papéis funcionais dos acidos sialicos

Podendo atuar como ligantes de receptores intrinsecos, como Siglecs, ou de receptores

extrinsecos, interagindo com proteinas receptoras de patégenos, essa familia de carboidratos
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Cell surface ‘ ‘ ’
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Figura 3 — Perda evolutiva do Neu5Gc [Dhar, Sasmal e Varki 2019]

possui a capacidade de atuar no transporte de moléculas carregadas positivamente, como o
Ca?". Os Sias presentes nas glicoproteinas sialiladas da membrana de células sanguineas, atuam
em mecanismos de repulsao de células sanguineas, uma vez que a presenca do carboxilato nos
acidos sidlicos gera a carga negativa que impulsiona a forca de repulsao que impede a interacao
de eritrdcitos entre si e com outros tipos celulares [Fernandes, Cesar e Barjas-Castro 2011].
Além disso, os Sias servem de escudo para que glicoproteinas ndo sejam clivadas por proteases
ou até mesmo como moléculas imprescindiveis no sucesso de mecanismos de plasticidade neural.
Diferentes caracteristicas estruturais, tais como carga negativa, tamanho e hidrofilicidade
tornam os Sias moléculas versateis e fundamentais em uma vasta gama de funcdes [Varki
2008, Traving e Schauer 1998].

1.3.1 Receptores intrinsecos

As células do sistema imunoldgico contém em suas superficies diferentes glicanos que,
por sua vez, se ligam a proteinas especificas [Maverakis et al. 2015]. Dentre essa variedade de
glicanos de superficie celular encontram-se os acidos sidlicos, os quais atuam como receptores
de moléculas como siglecs e selectinas. Siglecs sdo lectinas estruturalmente semelhantes a
imunoglobulinas, funcionando como proteinas de adesdo celular, mediadoras de processos de
interacao entre células e que participam da regulacdo de funcGes celulares nos sistemas imunes

inato e adaptativo [Crocker, Paulson e Varki 2007].
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A interac3do entre as Siglecs e os Sias facilita o processo de evasdo imunolégica de
células cancerigenas e de organismos patogénicos (Figura 4). A interac3o entre Sias e Siglecs
impede a ativacdo do sistema imune e, dessa forma, patdgenos conseguem evadir das células
imunolégicas através de mimetizadores de glicanos de Sias ou receptores de Siglecs, propiciando

o desenvolvimento de infeccdes graves [Laubli e Varki 2020].

Células tumorais escapam do sistema imunolégico de modo bastante semelhante ao dos
patdégenos. O glicocalice, assim como as matrizes e os fluidos extracelulares de todas as células
de mamiferos, é uma regido rica em sialoglicanos e, dessa forma, células tumorais podem se
ligar as Siglecs presentes na superficie de células do sistema imunolégico, promovendo a evasido
imunoldgica e, consequentemente, uma rapida progressao do cancer e o posterior estado de
metastase [Laubli e Varki 2020].

Por fim, as selectinas sdo proteinas transmembranas que se ligam a glicanos que contém
na sua estrutura acidos sialicos ou fucoses. S3o0 moléculas de adesdo celular e mediadoras de
respostas imunes e inflamatérias. Assim como as Siglecs, as selectinas promovem a interacao
entre células tumorais e células sanguineas saudaveis, como leucécitos e plaquetas, acelerando o
progresso de diferentes tipos de cancer. Devido ao seu papel na interacdo com células tumorais,
um aumento da presenca de selectinas em pacientes com cancer é um indicativo de metastase

aumentada, sendo portanto utilizadas como um marcador prognéstico [Borsig 2018].

inhibitory M sialoglycan

i ligand
Siglec CP € Self-recognition to maintain

o7 . WO activating protein immune homeostasis
\ O / Py Siglec ligand

9
g
o
L4
0=

Immune escape by
pathogens

Immune escape by
cancer cells

Figura 4 — A ligac3o entre Siglecs e acidos sialicos promove a evasido imunoldgica de células canceri-
genas e organismos patogénicos. a) A interac3o entre Sias e Siglec impedem a ativacdo do
sistema imune. b) Patégenos podem escapar ao ataque de células imunoldgicas através de
mimetizadores de glicanos de Sias ou receptores de Siglecs. ¢) Células tumorais escapam
do sistema inume de maneira semelhante aos patégenos [Laubli e Varki 2020]
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1.3.2 Receptores extrinsecos

Além de interagirem com Siglecs e selectinas, os acidos sidlicos sdo capazes de se
ligar a bactérias, virus, protozoarios e, até mesmo, toxinas produzidas por alguns desses
organismos [Schauer 2009]. Bactérias como as Streptococcus [Weiman et al. 2010, Charland et
al. 1996], E. coli [Barry 1959, Vimr e Troy 1985], Helicobacter [Hirmo et al. 1998, Unemo et
al. 2005] e Plasmodium falciparum [Ord et al. 2012, Malpede, Lin e Tolia 2013], invadem o
organismo receptor por intermédio de acidos sialicos presentes na membrana das células do

hospedeiro.

Localizados na extremidade de gangliosideos e glicoproteinas, os Sias, principalmente o
Neu5Ac, atuam como receptores de diversos tipos de virus. Diferentes cepas do virus Influenza
humana [Cohen et al. 2013] ou aviéria [Zhong et al. 2015] se ligam a Sias dos hospedeiros,
assim como virus pertencentes a familia Coronaviridae, incluindo o MERS-CoV [Widagdo et al.
2019, Li et al. 2017] e o SARS-CoV-2 [Qing et al. 2020, Sun 2021].

A sequéncia de eventos envolvidos no processo de ligacdo entre receptor e SARS-CoV-2
(Figura 5) é mediada por acidos sialicos. Na etapa envolvendo a entrada do virus no organismo
do hospedeiro, observa-se que as proteinas S, ou spike, permeiam interacées com os diversos
sialatos posicionados na superficie da membrana celular do receptor, permitindo a manutencao
de uma determinada concentracao viral nas células. Na sequéncia, as proteinas spike sdo
capazes de englobar receptores proteicos, sendo ativadas de maneira proteolitica, adotando
conformacdes que estimulem a fusdo membranar. Na etapa de propagacdo, ocorre a fusdo
célula-célula, envolvendo a ligacdo entre os acidos sialicos e proteinas S, ao passo em que o
virus é liberado [Qing et al. 2020].

1.4 Analises estruturais e conformacionais de carboidratos

Os carboidratos constituem a classe de moléculas em maior abundancia na natureza.
Essenciais a inGmeros processos, metabolismos e mecanismos biolégicos, os carboidratos
apresentam também diversas aplicacSes na indistria. O estudo e compreens3o da estrutura
dessa classe de moléculas é, dessa maneira, importante ndo somente ao entendimento dos
processos bioldgicos aos quais elas contribuem, mas também é imprescindivel a otimizacdo do

aproveitamento do potencial industrial apresentado por elas [Rao 1998].

Glicanos apresentam estruturas mais complexas, quando em comparacdo as demais

macromoléculas biolégicas. Até mesmo os mondmeros de aclicares apresentam diferentes
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Figura 5 — Etapas que envolvem a ligacdo entre o0 SARS-CoV-2 e o receptor contendo acido siélico
[Qing et al. 2020].

configuracoes, podendo estar organizados em cadeias na formacdo de polissacarideos e oli-
gossacarideos, os quais se encontram unidos por ligacdes glicosidicas que variam desde as
mais comuns como «a-1,3 e a-1,4, até ligacbes incomuns, como a-2,6 e a-2,8, sendo as
duas Gltimas caracteristicas de polissacarideos que contém mondémeros de acidos sialicos. O
estudo dessas estruturas é bastante desafiador devido a variedade de conformacdes e isomeros
apresentados por glicanos e compostos glicoconjugados. Dessa forma, a disponibilidade de
dados que elucidem essas estruturas é considerado mais escasso, quando em comparacdo aos
dados disponiveis para outras moléculas biolégicas, mesmo havendo metodologias experimentais
bem estabelecidas [Verli 2014, Meirelles et al. 2020].

Cristalografia de Raios-X e Ressonédncia Magnética Nuclear (RMN) sdo os métodos
experimentais mais utilizados e bem estabelecidos no estudo conformacional e estrutural de
macromoléculas biolégicas, pois demonstram precisdao no fornecimento de dados acerca das
possiveis interacGes intramoleculares e intermoleculares, e das conformacdes adotadas por

moléculas organicas [Bush, Martin-Pastor e Imbery 1999].

1.4.1 Cristalografia de Raios-X

Desde o inicio do século XX, padrées de difracao de raios X tém sido usados na definicdo
de estruturas moleculares a partir de matéria cristalizada [Huxford 2013]. Descrita pela primeira
vez em 1895 por Wilhelm Rontgen, a técnica de cristalografia de raios-X tem como principio
a interacdo da radiacdo eletromagnética em uma faixa de 0,01-10 nm com um material na

forma cristalina, requerendo amostras com elevada pureza [Huxford 2013, Perez 2013].
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O principio do método consiste em um feixe de raios-X que atravessa um Unico cristal.
Em seguida, sao medidos a intensidade e a posicao da radiacao difratada. Deve ser realizada
entdo a combinac3do da intensidade medida com alguma estimativa de fases, antes da deducdo do
arranjo de repeticao caracteristico dos atomos da molécula cristalizada em analise seja deduzido
ou de se efetuar o célculo de um envelope tridimensional de densidade de elétrons [Huxford
2013].

Define-se como difracao os padrdes de interferéncia de natureza construtiva e destrutiva
que sao formados quando ocorre a interacao entre a matéria e a radiacdo eletromagnética,
podendo esta ultima estar na forma de luz ou raios-X. Partindo-se do pressuposto de que os
cristais sdo sélidos nos quais um arranjo atomico se repete de maneira simétrica a fim de
preencher o espaco disponivel, os raios X difratados que surgem apds a passagem pela matéria
cristalina exibem um padrao e, consequentemente, o espacamento regular e as propriedades de

simetria caracteristicos do cristal analisado [Huxford 2013, Perez 2013].

Apesar de ser um método bem estabelecido para a determinacao de estruturas de
macromoléculas biolégicas, no que tange ao estudo de estruturas de carboidratos, a cristalografia
de raios-X apresenta limitacGes. Sendo o método mais aplicado na caracterizacdo das estruturas
encontradas em bancos de dados como Protein Data Bank (PDB) [Berman, Henrick e Nakamura
2003], uma vez que requer cristais simétricos e a heterogeneidade conformacional em solucdo
impede a cristalizacao, essa técnica ndo é bem reproduzida em sistemas que apresentem elevada

flexibilidade, como polissacarideos e oligossacarideos [Perez 2013, Meirelles et al. 2020].

A dificuldade em se determinar estruturas de glicanos através de cristalografia de raios-X
se reflete na caréncia de dados em bancos como o PDB. De acordo com levantamento feito
em relacdo ao atual status das informacoes estruturais relativas a glicanos no PDB, estruturas
de monossacarideos livres, devido a menor flexibilidade em comparacdo a polissacarideos,
representam a maioria dentre toda informacdo relacionada a carboidratos disponivel no PDB, ao
passo em que estruturas de polissacarideos ou oligossacarideos sao minoria. Apesar do progresso
observado na qualidade dos dados disponiveis no PDB, devido a limitacGes experimentais,
ainda ha poucos dados elucidando a estruturas de carboidratos a disposicao da comunidade
cientifica [Meirelles et al. 2020].

1.4.2 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

A Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) é um método analitico de espectroscopia
amplamente utilizado na identificacio de compostos sintéticos e de biomoléculas, sendo

aplicada tanto no estudo das conformacoes de carboidratos de estrutura ja conhecidas quanto
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na caracterizacdo de estruturas desconhecidas. A RMN-1H, ou Ressonancia Magnética de
Prétons, e a RMN 13C, ou Ressonédncia Magnética de Carbono 13, tém sido as ferramentas
de RMN utilizadas com maior frequéncia, principalmente devido ao fato de ser uma forma de
determinar grupos funcionais em biomoléculas, mantendo-se a integridade das amostras nas
condi¢des empregadas [Hall 1964, Bianchi e Bauer 2011].

No processo de identificacdo de estruturas polissacaridicas, considera-se a priori os
monossacarideos que compdem a estrutura em estudo. Para que seja possivel o estudo apenas
das unidades monossacaridicas, é feita a hidrélise do polissacarideo, e os monossacarideos que o
constituem s3o convertidos em acetatos de alditol, os quais sdo posteriormente observados por
cromatografia gasosa. Quando a configuracdo absoluta é determinada, os aclicares redutores

sdo convertidos em butil glicosideos quirais antes da acetilagdo [Sawén 2011].

A determinacdo de componentes dos monossacarideos, incluindo as informacdes re-
lacionadas as proporcoes relativas e configuracao absoluta podem ser realizadas a partir de
espectroscopia de RMN de 1H. A identificac3o e caracterizacao desse tipo de composto quimico
pode também ser feita pela aplicacdo de derivados quirais dos monossacarideos através da
observacdo dos deslocamentos quimicos e dos padrdes de acoplamento vicinal dos diferentes

spin dos 4tomos que compdem cada torcdo da molécula em estudo [Sawén 2011].

1.4.2.1 Constantes de acoplamento

No final dos anos 1950, Martin Karplus estabeleceu uma relacdo entre os angulos
diedrais, ou torcionais, entre hidrogénios de uma determinada molécula e a constante 3JH7H
associada, a qual representa a medida da interacdo spin-spin entre dois prétons vizinhos. As
constantes .J de acoplamento consistem em valores representados em Hz, e a numeracao
varia de acordo com a quantidade de ligacdes entre prétons adjacentes, sendo '.J, 2J e
3], correspondentes aos .J entre nicleos acoplando através de uma, duas e trés ligacdes,

respectivamente [Karplus 1959, Coxon 2009].

A equacdo de Karplus (1) [Karplus 1959] prevé a relacdo direta entre as constantes de
acoplamento vicinais obtidas a partir de experimentos de RMN e os torcionais dos prétons de

' =1 Hz, ¢, =1°, ¢ o angulo diedral entre os hidrogénios

hidrogénio acoplados, sendo j,~
acoplados, I corresponde ao niimero de substituintes do fragmento molecular H-C-C-H, Ay; =
Xi - Xu, onde x; é constante de eletronegatividade de Huggins [Huggins 1953] para o dtomo i

e & o sinal oposto do fragmento do torcional H'-C-C-S; [Coxon 2009):

Jo V.2 i = 13.86c0s%¢ - 0.81cosd + 1 Axi[0.56 - 2.32c0s?(£;0, 7 + 17.9|Ax;|)] (1)
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3Jp.m = 8.5 cos?¢ - 0.28 for 0° < ¢ < 902 and 9.5 cos?¢ - 0.28 for 90° < ¢ < 180°

Dentre os acoplamentos entre hidrogénios observados em moléculas organicas, destacam-
se as constantes de acoplamento geminal, que descrevem os acoplamentos de duas ligacGes
entre protons de CH, desproporcionais, e as constantes acoplamento vicinal, que abrangem trés
ligacGes entre prétons de carbonos intermediarios. Por ser o tipo de acoplamento que oferece a
maior quantidade de conhecimentos relevantes acerca da estereoquimica molecular [Reynolds
2017], constantes de acoplamento vicinal podem ser aplicadas a calibracdo de potenciais

torcionais de campos de forca, tais como o GROMOS [Gunsteren e Berendsen 1987].

1.5 Métodos de mecanica molecular

Os métodos de mecanica molecular (MM) se baseiam nas formulacdes da mecanica clas-
sica Newtoniana para descrever e estabelecer parametros que caracterizem o comportamento de
sistemas moleculares. Equacdes como a do oscilador harmdnico [Degasperis e Ruijsenaars 2001]
sdo utilizadas para a estabelecer a descricao da energia relacionada a forcas intermoleculares,
rotacao e alongamento de ligacdes, assim como para a determinacdo da energia associada
as ligacdes de hidrogénio e interacdes de van der Waals [Ramachandran, Deepa e Namboori
2008, Poltev 2012].

Atualmente, os métodos de MM consistem nas principais ferramentas através das quais a
quimica e a bioquimica computacional desenvolvem seus estudos, uma vez que possibilita desde
a modelagem de moléculas de baixa massa molecular, como monossacarideos e hidrocarbonetos,
até moléculas de elevado peso molecular, como peptideos, segmentos de DNA e até mesmo

porcdes de membranas [Poltev 2012].

Tendo inicio nos anos 1960, em uma época em que metodologias de MM se restringiam
apenas a estudos tedricos, esses métodos agora fazem parte de estudos que envolvem também
etapas experimentais, como as de RMN e cristalografia de raio-X, onde a modelagem molecular
computacional de sistemas quimicos atua possibilitando que os sistemas descritos por métodos
experimentais tenham suas estruturas depositadas e disponiveis a comunidade cientifica em
bancos de dados como o PDB [Poltev 2012]. Para tanto, diferentes técnicas de MM foram
desenvolvidas, incluindo os métodos Monte Carlo, Monte Carlo com viés conformacional,
Metadindmica [Barducci, Bonomi e Parrinello 2011] e Dindmica Molecular, sendo esta tltima a

mais utilizada [Ramachandran, Deepa e Namboori 2008|.
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1.5.1 Dinamica molecular (DM)

A DM ¢é uma técnica computacional que tem como principio a aplicacdo de equacdes
de mecanica classica para a obtencdo de um conjunto conformacional, ou ensemble molecular.
A partir desse método, é possivel a descricao do movimento dos atomos de uma molécula, ou
conjunto de moléculas, calculando-se as coordenadas de deslocamento em funcao do tempo,
ou seja, ao longo de uma trajetéria em relacdo ao tempo de simulagcdo [Perez 2007, Namba,
Silva e Silva 2008]. Dessa forma, a caracterizacdo do espaco conformacional e a obtenc3o das
posicoes e velocidades de um grupo de particulas em funcdo do tempo por DM, baseia-se no
resultado da integracdo da Segunda Lei de Newton (2), sendo a; a aceleragdo do atomo 1,
Fz; a forca aplicada sobre o dtomo 4, m; a massa do atomo ¢ e V' a energia potencial. Dessa
forma, o calculo da forca Fz; que atua sobre cada particula do sistema é realizado através da
energia potencial que resulta das interacdes entre os atomos do sistema molecular em estudo.
A posicdo das particulas em um determinado periodo de tempo é também calculada a partir
da energia potencial sendo que, este processo ordenado em escala de tempo, é replicado de
modo a produzir uma trajetéria molecular que é posteriormente o principal objeto de andlise
da DM [Verli 2005, Goel et al. 2014]:

a; = dt2 — m; ! F:EZ - _d:vi (2)

Nesse tipo de simulacdo, os estados macroscépicos de um ensemble sdo comumente
desempenhados como um conjunto microcandnico, onde NVE (N = niimero de particulas, V =
volume e E = energia) sdo constantes, ou como um conjunto candnico a NVT (N = ndmero
de particulas, V = volume e T = temperatura) constantes. Geralmente os sistemas classicos
sdo caracteristicamente adiabaticos, n3o havendo troca de calor e, além disso, é observada
na trajetéria a conservacao da energia total, constituindo um sistema conveniente ao calculo
de um conjunto microcanénico. Contudo, o conjunto canénico se torna de aplicacdo mais
pratica, visto que pode ser aplicado submetendo-se o sistema molecular a uma temperatura
constante, reestruturando-o a velocidades atomicas que variam conforme a temperatura aplicada.
Similarmente ao NVT, outra alternativa é conjunto isotérmico-isobarico, no qual o sistema
se mantém a NPT (N = ndmero de particulas, P = pressdo e T = temperatura) [Perez
2007, Namba, Silva e Silva 2008].

Partindo-se do principio de que a configuracdo, o comportamento e a estrutura de
biomoléculas em solucao se modificam em func3o do tempo, se estabelece o fato de que esse
tipo de sistema molecular é dindmico. E é exatamente essa natureza dindamica dos sistemas
moleculares e a capacidade de relacionar as variacOes estruturais com a variacdo temporal do

experimento computacional, que tornam a DM uma técnica que se assemelha a metodologias
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experimentais como a espectroscopia de RMN pois, ao passo em que a RMN descreve uma
média conformacional temporal, a DM mostra a trajetéria do deslocamento molecular em

funcdo do tempo de simulagdo [Verli 2005].

1.5.1.1 Campos de forca

De acordo com o postulado pela MM, moléculas sao vistas como conjuntos de atomos,
ou particulas, cujas ligacOes sdo sustentadas por forcas elasticas ou harmdnicas, descritas por
equacdes provenientes da mecanica classica. O conjunto de equacGes matematicas que descre-
vem as funcBes e potenciais (Figura 6) observados nas interacdes entre dtomos e moléculas que
compdem sistemas moleculares é definido como campo de forca. As equacoes que caracterizam
cada campo de forca disponivel incluem parametros relacionados as ligacdes quimicas, angulos
de ligacdo, angulos torcionais diedrais, ou ainda as interacdes eletrostaticas/Coulémbicas e
interacGes de van der Waals [Verli 2005, Namba, Silva e Silva 2008].

Juntamente com o desenvolvimento dos métodos da mecanica molecular (MM), surgiram
os primeiros campos de forca os quais eram voltados, principalmente, para a predicao de
estruturas de compostos quimicos, entalpias moleculares e espectros vibracionais. Os primeiros
campos de forca, denominados como MM2, MM3 e MM4, foram parametrizados para o
estudo de moléculas organicas de baixa massa molecular, sendo o primeiro deles direcionado
apenas a hidrocarbonetos. Com o passar do tempo, esses primeiros conjuntos de parametros
matematicos foram aprimorados para o estudo de mais tipos de moléculas organicas, incluindo
amidas, ésteres e alcoois, constituindo o principio do que sdo os campos de forca disponiveis
na atualidade [Gonzalez 2011].
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Figura 6 — Conjunto de equacdes gerais que compdem um campo de forca. Adaptado de [Durrant e
McCammon 2011].

A combinac3ao de equacGes deduzidas por leis da fisica e a utilizacdo de dados experi-
mentais disponiveis em bancos de dados, somada ao desenvolvimento de métodos ab initio, faz
com que os campos de forca disponiveis na atualidade, desenvolvidos de forma sistematica por
diferentes grupos de pesquisa, descrevam com precisdo as estruturas, bem como as interacoes
intramoleculares e intermoleculares observadas, inclusive, em sistemas moleculares biol6gicos.
GROMOS, AMBER, CHARMM e OPLS s3o alguns dos exemplos de campos de forca mais

indicados e utilizados no estudo de sistemas biomoleculares [Cole et al. 2016].

Além da classe quimica que envolve as moléculas que constituirdo um possivel objeto de
estudo, outro parametro imprescindivel a avaliacdo do campo de forca que devera ser utilizado
é o nivel de simplificacdo das ligacGes interatdmicas. GROMOS é um campo de forca united
atom, ou seja, parte do principio de que os hidrogénios sao os atomos em maior quantidade
em compostos organicos, e simplifica as ligaces entre os inimeros hidrogénios apolares e seus
respectivos carbonos vizinhos, unindo essas ligacdes e, por isso, sendo denominado um campo
de forca de dtomo unido [Verli 2014].
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Devido ao fato de que os campos de forca GROMOS 45A4 e GROMOS 53A6, os quais
sao amplamente utilizados na parametrizacdo de estruturas de acidos nucleicos, peptideos,
lipideos e glicanos, apresentavam limitacGes no que tange a reproducdo da conformac3o, ou
puckering, de anéis de piranoses, fez-se necesséria a adicdo de novos parametros ao campo de
forca GROMOS 53A6, ao qual foi atribuido o nome GROMOS 53A6¢,vc, sendo este Gltimo
voltado a parametrizacao de glicanos. Para que se promovesse um refinamento da capacidade
de reproducao do puckering de anéis de piranoses, sem que houvesse perda da capacidade de
estudo de outras moléculas biolégicas a partir desse campo de forca, foram aplicados calculos de
mecanica quantica para o ajuste dos perfis de energia dos torcionais, resultando em parametros
que propiciam uma descricdo precisa acerca da conformacdo energeticamente mais estavel de
aldohexopiranoses, tornando o GROMOS 53A6¢,yc, um dos campos de forca mais adequados
ao estudo de ensembles conformacionais de glicanos, dentre os campos de forca disponiveis
atualmente [Pol-Fachin et al. 2012].

1.5.2 Metadinamica

A metadinamica consiste em uma técnica na qual o estudo do comportamento molecular
em relacdo ao tempo de simulacdo é feito a partir da introducdo de uma forca ou viés ao sistema.
Essa forca ou viés potencial é uma funcdo das variaveis coletivas e atua sobre determinados
graus de liberdade. A metadindmica é aplicada a uma simulacdo padrdo de DM, onde o viés é
adicionado ao Hamiltoniano do sistema, resultando em uma soma de curvas Gaussianas que
descrevem a trajetéria da simulacao de forma a contornar as barreiras energéticas elevadas em

superficies de energia livre [Barducci, Bonomi e Parrinello 2011].

Na figura 7 tem-se uma representacdo esquematica de uma simulacao por metadinamica.
Na ilustracdo, os preenchimentos em azul (B) e vermelho (A) representam as gaussianas que vao
sendo depositadas ao longo da trajetéria de simulacao no espaco das varidveis coletivas. Em A
observa-se, portanto, a exploracdo sistematica de energias mais elevadas, cruzando-se um estado
de transicdo em C, até a regido indicada em B, em um estado energético menos elevado que,
ap6s preenchido, resulta no achatamento da superficie de energia livre. As curvas tracejadas em
cinza correspondem a parcela negativa da superficie de energia livre, cuja pressuposicdo parte
do somatério das forcas depositadas. Desse modo, na metadinamica, os potenciais depositados

encorajam o sistema a explorar configuracdes energeticamente desfavoraveis [Liao 2020].

As variaveis coletivas abordadas por essa metodologia podem ser angulos diedrais,
numeros de coordenacdo, angulos de ligacdes glicosidicas ou ainda coordenadas do puckering

de anéis de piranoses e furanoses [Barducci, Bonomi e Parrinello 2011].
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Figura 7 — llustracdo representativa de uma simulacdo de metadindmica. [Liao 2020]

1.5.2.1 Puckering

Anéis de piranoses e furanoses adotam diferentes conformacdes quando em solucao,
estando os monossacarideos derivados da hidrélise de oligossacarideos presentes majoritariamente
na forma de piranoses. Devido ao fato de que essa classe de moléculas pode pertencer a diferentes
familias de diastereoisdmeros, a estabilidade relacionada a cada uma dessas formas irad variar

de acordo com o monossacarideo em estudo [Rao 1998].

As diferentes conformacdes que podem ser adotadas por piranoses, assim como suas
nomenclaturas foram primeiramente estabelecidas pela Unido Internacional de Quimica Pura e
Aplicada (IUPAC) [IUPAC-IUB 1981]. As coordenadas esféricas relacionadas as 38 diferentes
conformacdes (Figura 8) que podem ser adotadas por anéis de piranoses foram postuladas por
Cremer e Pople [Cremer e Pople 1975] , as quais podem adotar as seguintes formas: cadeira (C),
envelope (E), meia-cadeira ou half-chair (H), bote-torcido ou skew (S) ou bote (B). [Mayes,
Broadbelt e Beckham 2014]
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Figura 8 — Representac3o da esfera de Cremer-Pople, utilizando-se como exemplo uma [-Glicose
para ilustrar as 38 conformacdes que podem ser adotadas por um anel de piranose. As
letras designam as diferentes conformagdes [Mayes, Broadbelt e Beckham 2014]

Partindo-se do principio de que o estudo da conformacdo de anéis de monossacarideos
contribui para o entendimento da estereoquimica das reacdes quimicas caracteristicas dessa
classe molecular, assim como na elucidacao de diversas propriedades quimicas, a observacao da
dinamica do puckering de anéis de carboidratos em solucao contribui para a compreensao da
gama de atividades biol6gicas desempenhadas por essas macromoléculas [Rao 1998, Panczyk e
Plazinski 2018].
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2 Objetivos

2.1 Objetivo Geral

Considerando a diversidade estrutural e conformacional apresentada pelos acidos sialicos,
o presente estudo tem como objetivo a parametrizacao do equilibrio pseudo-rotacional dessa

familia molecular, através da aplicacdo das seguintes técnicas e ferramentas:

2.2 Objetivos Especificos

» Construcdo de topologias de acidos sidlicos de diferentes niveis de complexidade estrutural;

= Implementacdo e validacdo dos parametros do campo de forca GROMOS53A6¢ v

disponiveis para acidos sialicos;
» Ajuste do puckering dos anéis monossacaridicos;

= Validac3o dos célculos de dindmica molecular através do estudo dos ®J; 5 de acoplamento
vicinal de diferentes monossacarideos, bem como a comparacao dos valores obtidos in

silico com os 3J i provenientes de experimentos de Ressonancia Magnética Nuclear;

= Anadlises da variacao conformacional de diferentes dissacarideos através de calculos de
metadindmica, introduzindo como variaveis coletivas os angulos torcionais das ligacdes

glicosidicas;

» Estudo e parametrizacao das conformacdes preferenciais das ligacoes glicosidicas de um

acido polissialico através de dindmica molecular.
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3 Metodologia

Nesta sessdo serao abordadas as diferentes ferramentas e metodologias aplicadas no
estudo das questoes que constituiram o objeto de estudo da presente dissertacdo, os quais

foram descritos previamente nos objetivos.

3.1 Programas utilizados

Os diferentes programas, bibliotecas e as ferramentas de visualizacdo que constituiram
a base para a realizacdo de célculos de DM, metadinamica e de J de acoplamento vicinal, estao

listados abaixo:

= Dindmica molecular: GROMACS 5.1.4 [Bekker et al. 1993].
= Metadindmica: PLUMED 2.5.1 [Bonomi et al. 2009] e GROMACS 5.1.4.

» Célculos de J de acomplamento vicinal (*Jy 5): Python 3.7.6 [Rossum e Drake 2009]
(bibliotecas Numpy 1.19.4, Statistics 1.0.3.5, Biopython 1.78, Argparse 1.4.0, Pathlib
1.0.1 e Flake8 3.9.0) e OpenBabel v2.3.1 [O'Boyle et al. 2011].

» Ferramentas de visualizacdo e construcdo de modelos moleculares em 3D: Avogadro
1.2.0 [Hanwell et al. 2012], PyMOL (The PyMOL Molecular Graphics System, Version
2.5.1, Schrédinger, LLC), Grace 5.1.25 [Stambulchik 2000] e VMD 1.9.4a48 [Humpbhrey,
Dalke e Schulten 1996].

» Ferramentas de elaboracdo de imagens, féormulas matematicas e moléculas em 2D:
Inkscape [Kirsanov 2009], MathType [Hoover 1999] e MarvinSketch 20.20.0 (ChemAxon).

» Caracterizacdo de populacdes conformacionais: ConfID [Poléto et al. 2020].

= Visualizacdo e anélise de redes: Cytoscape 3.9.0 [Shannon et al. 2003].

3.2 Dinamica molecular (DM)

Nesta subsecdo serdo descritos os parametros, programas e ferramentas utilizados para
a construcao de topologias, obtencao das estruturas moleculares tridimensionais, bem como o

protocolo de simulacao e analise dos resultados obtidos através de calculos de DM.
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3.2.1 Construcao de topologias

A construcao de topologias foi realizada de acordo com os parametros estabelecidos
para o a-NeubAc por [Ligabue-Braun et al. 2015] e com os pardmetros disponiveis para glicanos
no campo de forca GROMOS53A6¢,yc [Pol-Fachin et al. 2012]. Para o estudo de acidos sialicos
contendo sulfatos e fosfatos dentre seus grupos exociclicos, foram utilizados pardametros para
oligossacarideos [Arantes et al. 2019] contendo esses grupos quimicos, os quais foram também
estabelecidos através do GROMOS. Foram construidas topologias de 12 monossacarideos,
4 dissacarideos e 1 polissacarideo (Anexo A), cuja escolha foi feita baseada na diversidade
estrutural descrita no trabalho de [Angata e Varki 2002].

3.2.2 Obtencao de estruturas tridimensionais

A estrutura em 3D do a-D-Neub5Ac foi obtida a partir de um PDB no qual essa estrutura
se encontra complexada com uma proteina ligante de Sia de Pasturella multocida [Setty et
al. 2014]. A estrutura do acido heptassialico foi obtida a partir de um arquivo PDB onde a
estrutura se encontra complexada com um anticorpo anti-acido polissidlico [Nagae et al. 2013].
As estruturas do a-D-NeubAc e do acido heptassialico foram removidas de seus respectivos
complexos proteina-ligante com a utilizacdo do PyMOL. As alteracdes estruturais que incumbem
aos outros Sias discutidos neste trabalho, foram realizadas com as ferramentas Avogadro e
PyMOL. A adicdo de diferentes grupos exociclicos foi realizada com a utilizacdo do Avogadro

e, em seguida, os hidrogénios apolares foram removidos no PyMOL.

3.2.3 Protocolo de simulacao

A realizacdo de todas simulacdes foi feita mantendo-se os sistemas a temperatura
de 298 K e pressdo de 1 bar constantes, utilizando-se o termostato de V-rescale [Bussi,
Donadio e Parrinello 2007] e o barostato de Parrinello-Rahman [Parrinello e Rahman 1981].
Os sistemas foram mantidos em caixas cibicas e solvatados com o modelo de agua especifico
SPC/E [Gunsteren e Berendsen 1987], aplicando-se condicdes periédicas de contorno. lons
Na™ foram acrescentados para a neutralizacdo da carga negativa caracteristica dos acidos
sidlicos. Devido a baixa massa molecular e volume de estruturas como as de monossacarideos
e dissacarideos, nao se fez necessaria a aplicacao de etapas de equilibracao para o ajuste da
temperatura, densidade e pressdo desses sistemas. Para a equilibracdo do acido heptassialico
foram realizadas primeiramente uma simulagdo de 1 ns com ensemble canénico (NVT) a fim

de ajuste da temperatura do sistema e 4 etapas com um ensemble isobarico-isotérmico (NPT),
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cada etapa também a 1 ns, para promover o ajuste da densidade e pressao do sistema, cujas

forcas de restricio foram aplicadas variando entre 5x10% a 0 kJ/mol.

Para a restricdo de ligaces covalentes, foi utilizado o método de LINCS [Hess et al.
1997] com passos de integracdo de 2 fs, e o calculo das interacdes eletrostaticas foi feito com a
aplicacdo do método Particle-Mesh Ewald [Darden, York e Pedersen 1993]. As caixas contendo
os Sias solvatados em &gua e cations Na™ tiveram sua energia minimizada pela aplicacdo do
algoritmo de Steepest Descent, por cerca de 10.000 passos, os quais variaram conforme a
necessidade de cada sistema em estudo. As estruturas minimizadas foram entdo submetidas a

simulacoes e DM, todas com o tempo de duracao de 1 pus.

3.2.4 Analise dos resultados

As trajetorias obtidas na forma de arquivos de extensdo XTC foram utilizadas para
analise da conformacdo preferencial de cada monossacarideo estudado, sendo o programa Grace
5.1.25 a ferramenta utilizada para confeccao dos graficos de anélise das diferentes conformacoes

do puckering dos anéis das piranoses estudadas.

Devido a presenca de um 4acido carboxilico na posicao de carbono 1, segundo o
proposto pela IUPAC [McNaught et al. 1997], a numeracdo dos atomos de carbono do anel de
monossacarideos da familia dos acidos silicos segue a ordem indicada na Figura 9. O carbono do
acido carboxilico foi considerado como sendo o carbono 1, desse modo, a numeracao dos atomos
do anel de piranose foi feita do carbono 2 em diante, constituindo 6 = 06-C2-C3-C4-C5-C6 o

torcional analisado em todos os anéis de piranoses estudados no presente trabalho.

Figura 9 — Numerac3o dos atomos analisados no puckering dos monossacarideos, usando-se como
exemplo o a-D-Neu5Ac.
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3.3 Metadinamica

O protocolo de simulacdo, assim como a descricdo das variaveis coletivas abordadas
para os sistemas analisados através de calculos de metadinamica, estdo descritas nos seguintes

topicos.

3.3.1 Protocolo de simulacao

Para a exploracao dos diferentes estados energéticos conformacionais e obtencao dos
mapas de superficie de energia livre dos sistemas analisados, foi utilizado o pacote PLUMED
2.5. O fator de bias 10 foi aplicado, estando este valor dentro da faixa indicada para o estudo
de moléculas bioldgicas, o qual varia entre 10 a 15, visto que barreiras entre 20 a 30 kJ/mol
devem ser transpostas nesse tipo de sistema. A altura e o comprimento das Gaussianas foram

mantidos em 0.5 kJ/mol e 0.1 rad, respectivamente.

Posto que a metadinamica é aplicada a uma simulacdao de DM, parametros de tem-
peratura, pressao, analise de interacGes eletrostaticas, assim como o modelo de agua e ions
adicionados a etapa de solvatacdo, condicoes periddicas de contorno e metodologia de minimi-

zacdo do sistema, foram mantidos equivalentes aos procedimentos abordados no protocolo de
DM.

3.3.2 Variaveis coletivas

Para a realizacao de metadinamicas dos dissacarideos, foram consideradas os angulos ¢
e 1 no caso das ligacdes glicosidicas a-2,3 e a-2,4. No caso das glicosidicas a-2,6 e a-2,8, foram
considerados os angulos ¢, 1 e w. Os angulos diedrais considerados nas simulacdes dos diferentes
dissacarideos analisados no presente estudo, estao descritos na Tabela 1. As glicosidicas das
ligacbes a-2,3 e -2,4 e -2,6 foram determinadas de acordo com os torcionais das ligacoes
glicosidicas a-1,3, a-1,4 e a-1,6 parametrizadas por [Meirelles et al. 2020], enquanto os angulos
¢, ¥, wy e wg da glicosidica a-2,8, foram estabelecidos segundo o proposto por [Turupcu et al.
2020].
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Tabela 1 — Ligacdes glicosidicas observadas em dissacarideos envolvendo a presenca de Sias e seus
respectivos angulos, assim como a sequéncia de 4tomos relacionada a cada angulo diedral.

Glicosidicas ¢ 0 w

a-2—3 06-C2-02-C2" | C2-02-C2'-C1’ -

a-2—4 06-C2-02-C4" | C2-02-C4'-C3’ -

a-2—6 06-C2-02-C6" | C2-02-C6'-C5’ 06-C6-C5-C4

a-2—8 06-C2-08'-C8'" | C2-08'-C8'-C7' | w7 = 07-C7-C6-06; w8 = 08-C8-C7-07

3.4 Calculos de J acoplamento vicinal

A fim de promover a validacdo dos célculos de dinamica molecular realizados, bem como
validar os pardmetros disponiveis no campo de forca GROMOS 53A6¢,vc para acidos sialicos,
foi desenvolvida uma ferramenta para o calculo de 3JH,H. A JCalc consiste em uma ferramenta
desenvolvida em Python 3.7.6, cuja calibracdo foi realizada baseando-se na generalizacdo
empirica da equa¢do de Karplus [Karplus 1959], elaborada por [Haasnoot, Leeuw e Altona
1980]. Os célculos de ®Jy i sdo feitos a partir de arquivos de trajetdria, tais como o de extens3o
XTC, obtidos através de experimentos de dinamica molecular. Os outputs incluem um arquivo
TXT com uma lista de valores de 3JH7H, bem como arquivos TSV mostrando a flutuacdo

desses valores ao longo do tempo de simulacdo.

O campo de forca GROMOS 53A6¢.yc é conhecido por ser um campo de forca de
4tomo unido, dessa forma, para os célculos de 3Jp 5, os quais envolvem diedros entre prétons
de hidrogénios apolares, a adicdo desses atomos aos sistemas foi realizada com o auxilio da
biblioteca OpenBabel v2.3.1.

3.4.1 Andlise do acido polissialico

As conformacdes preferenciais do acido heptassialico foram determinadas a partir dos
arquivos XTC de trajetéria relacionados a cada angulo diedral, os quais foram submetidos a
analise pelo ConfID. Os resultados obtidos com o ConfID foram visualizados em redes com o
auxilio do Cytoscape 3.9.0. Conformacdes com menos de 1% de relevancia foram removidas

das redes.
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4 Resultados

Os resultados da presente dissertacdo serdo divididos em dois capitulos, ambos escritos
em formato de manuscritos prontos para submissao.
Capitulo I: Este capitulo é direcionado ao desenvolvimento e validacdo de uma ferramenta para
calculos de J de acoplamento vicinal, denominada JCalc.
Capitulo 1l: No segundo capitulo serdao abordados os resultados obtidos a partir dos parametros
do campo de forca GROMOS 53A6¢yc e de simulacdes de mecanica molecular estabelecidos
para a obtencdo da descricdo do equilibrio pseudo-rotacional de Sias de diferentes niveis de
complexidade molecular.
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Abstract

Motivation: JCalc is a python module to calculate vicinal coupling constants (*.J) derived from 3D
structures of organic compounds, including molecular dynamics simulations, as a tool to validate molecular
models and methods in comparison to experimental results from NMR, including the development and
validation of new force fields. It has full compatibility with GROMACS output and its most used force fields,
such as GROMOS, AMBER and CHARMM, while also accepting the Protein Data Bank (PDB) format.
Results: JCalc was able to predict ®.J values for different pyranoses through molecular dynamics, helping
to validate force field topologies with experimental data from NMR.

Availability: JCalc is free to use, available at https://github.com/Joaodemeirelles/jcalc.

Contact: jldemeirelles@gmail.com

Supplementary information: Supplementary data are available at Bioinformatics online.

1 Introduction

Nuclear Magnetic Ressonance (NMR) spectroscopy is one of the most
analytical methodologies applied in the identification of biological or
synthetic compounds, as well as in the analysis of the structural
configuration and different conformations that those kind of chemical
molecules can adopt. This method can provide a deep insight into the
dynamical aspects of three dimensional structures (Palmer et al., 1996).

The characterization of monosaccharides, including the information
related to relative proportions and absolute configuration, can be performed
using 'H NMR spectroscopy. The determination of this type of
chemical compounds can also be done by applying chiral monosaccharide
derivatives through the observation of chemical shifts and vicinal coupling
patterns of the different spin of the atoms that compose each torsional of
the molecule under study (Hall, 1964; Bianchi and Bauer, 2011).

The interaction between neighboring protons creates a phenomena
called the spin-spin coupling effect. This effect can be measured into a
coupling constant, abbreviated to .J, which is the difference expressed in
Hz between two adjacent sub-peaks in a split signal (Balci, 2005). J values
are numerated by number of bonds between neighboring protons, such as
coupling over one (1J), two (2J) and three (3.J) bonds. The most useful
coupling effect to the study and determination of monosaccharides, is the
one observed between three bonds coupling, also known as vicinal proton

coupling (3.J), retaining information about spacial orientation between the
two protons (Coxon, 2009).

Martin Karplus established a relationship between the torsional angles
of vicinal hydrogens of a given molecule and its constant 3J ;7 iy which
represents the measure that explains the spin-spin interaction event
between two neighboring hydrogen protons. Based on the observation
that 3.J values will be maximal when the fragment dihedral angle is 180°
and 0°, while being minimal when the angle is 90°, Karplus (Karplus,
1959) developed an equation to predict 3JH,H values, which is based on
the direct correlation between the coupling constants obtained by NMR
experiments and the dihedral angles of each coupled hydrogen protons
(Coxon, 2009):

3). 1 =8.5cos?¢ - 0.28 for 0° < ¢ < 90° and 9.5 cos2¢) - 0.28 for
90° < ¢ < 180°,
with ¢ representing the torsion angle between the coupled atoms.

Most of the studies related to the obtaining of coupling constants from
different compounds are still exclusively in experimental the sphere. In
this work, we present JCalc: a tool developed with the aim to calculate,
with an in silico methdology, the vicinal coupling constant values from
biomolecules, in a faster and simplier way, that shows the ability to obtain
values approximated to the experimental NMR data. The validation of
the tool was made by molecular dynamics of monosaccharides whom
experimental J vicinal coupling constants were available in the literature.

© The Author 2021. Published by Oxford University Press. All rights reserved. For permissions, please e-mail: journals.permissions@oup.com 1
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2 Approach

JCalc is a terminal-based software. The algorithm starts with a trajectory
file, such as GROMACS (Van Der Spoel er al., 2005) XTC file, or a
directory with frames as PDB files. To calculate .Jz p values from
molecular dynamics frames, the Haasnoot-Altona (Haasnoot et al., 1980)
equation is used:

o' .3 g, i =13.86 cos? ¢ - 0.81 cos ¢ +
S AXi[056 -2.32 cos 2 (€0 L+ 17.9 1AXGD]

where j, ! =1Hz, ¢ =1°, ¢ is the dihedral angle between coupled
hydrogens, I is the number of substituents from the torsional fragment H-
C-C-H, Ax; = xi - XH., being x; the Huggins electronegativity constant
(Huggins, 1953) from atom i and &; is the opposite signal from H -C-C-S;
dihedral angle fragment.

The electronegativity constants and Haasnoot-Altona equations can be
changed from default values.

3 Methods
3.1 JCalc installation

Installation guide, illustrative examples and tutorials are available at
the public github repository: https://github.com/Joaodemeirelles/jcalc. A
general workflow of the tool is represented at Supplementary Figure 1.

3.2 Input preparation

JCalc accepts, as input, frames from a molecular dynamics simulation and
an index file. Frames from the simulation can be obtained using the gmx
trjconv command and, in case of an united atom force field trajectory, the
apolar hydrogen atoms can be add with OpenBabel (O’Boyle et al., 2011).
In the index file, each line will contain the number of the four atoms of the
dihedral angles that will be analyzed.

3.3 Program outputs

To each J value input, the program will create a text file with the calculated
J values in each frame. A text file will store the mean J value found through
the trajectory. The fluctuation of the J coupling values for each dihedral
will be in the outputs as TSV files.

4 Discussion

To validate the tool, we calculated 3Jpr  values from different
carbohydrates simulations, which are significant for the comprehension of
biological phenomena and/or pharmaceutical applications with available
NMR data on literature (Coxon, 1983; Snyder et al., 1989). To test which
torsional parameter is closest to the empirical data (NMR), calculations
were made with JCalc by applying different dihedral torsional constants
(K). Table 1 shows a-D-Glucose data for different torsional parameters.

Due to their flexibility in solution, the determination of torsional
paramaters for pyranose rings can be challenging. Although, NMR data
offers a safe and well stablished method to study those dihedrals. Glucose
is one of the monosaccharides most found in nature. In both o and 3
configurations, glucose rings in solution are characterized by a high ring
pucker interconversion, and different states on their enthalpy landscapes
(Mayes et al., 2014).

Despite this structural instability, the 3J 7 7 values obtained by the
calculations based on Haasnoot-Altona equation (Table 2) were capable to
get close to the values observed on NMR data available on the literature,
even on the glucose’s 8 configuration, which is the one with the highest
levels of interconverions.

Molecular dynamics were carried out using GROMACS 5.1.4
(Bekker et al., 1993). To represent the carbohydrates, the GROMOS
53A6gLyc(Pol-Fachin et al., 2012) force field was used. The SJH,H
values from these trajectories were calculated using Jcalc. With the
coupling values from the trajectory, we can compare the force field
representation of the structural behavior with the results from NMR data.
This enables the validation of the force field parameters with empirical
data.

Table 1. Calculated ®J , i for diferent dihedral torsional constants (K) of c-
D-Glucose.

3712 32,3 3J3,4 3145 3156
exp calc exp calc exp calc exp calc exp calc
0.1 3.6 39 97 99 87 99 97 95 23/50 3.7/5.2
013 36 39 97 99 87 99 97 95 23/50 3.7/5.1
0.17 36 38 97 98 87 97 97 93 23/50 3.6/53
025 3.6 37 97 9.1 87 9.0 97 84 23/50 3.5/59

05 36 26 97 47 87 4 97 20 23/50 25/10.0
1.0 36 26 97 49 87 45 97 24 23/50 2.7/10.0

Talose, when in comparison with another hexopyranoses, is known as
the monosaccharide with the major capability of disrupt the structure of the
water of solvation (Abraham et al., 2021). Another important characteristic
of this pyranose is that, in both «w and /3 configurations, the talose anomers
show conformational similarity, which was revealed by NMR experimental
data (Snyder et al., 1989).

Table 2. Experimental and calculated 31 . 1 values for D-Glucose e D-Talose
« and 3 anomers.

3310 3-'2,3 33,4 545 3J5,6
exp calc exp calc exp calc exp calc exp calc
a-D-Gle 3.6 37 97 10 87 10 97 9.6 23/50 3.6/53
B-D-Gle 7.7 85 89 10 85 10 94 9.6 22/59 35/55
a-D-Tal 19 34 32 27 32 26 13 1.7 45/7.6 4.6/6.0
B-D-Tal 12 26 32 27 33 27 12 1.7 44/18 4.8/6.0

Res

The 3Jp7,p results obtained by JCalc could reproduce the
characteristic conformational similarity of talose anomers, but the values
observed in the J vicinal coupling calculations for the torsionals of
taloses are a reflection of the solvent disruption effect promoted by those
molecules, which added to the reactivity of the anomeric and the primary
hydroxyls (Marchiori, 2018), results in the higher standard deviation
observed (Supplementary Table 1), mostly in the dihedrals formed by
C1 and C6.

JCalc could with the time of simulation of only 1 s obtain 3J 7 f
vicinal coupling constants with values close to the experimental NMR data
available at the literature. For better describing torsionals involving the
most reactive hydroxyls and torsionals od the most unstable and reactive
pyranoses as well, the time of the molecular dynamics simulations will be
increased.

5 Conclusion

Jcalc attends to the needing of a tool that can, in a short time, promote
the in silico validation of carbohydrate molecular dynamics data, through
the possibility of studying an experimentally established parameter.



Furthermore, it consists of a tool based on command lines, easy to install,
requiring little computational performance and presenting the accuracy of
a tool calibrated with the Karplus equation.
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Res 3J1 0 323 3J3.4 3Jus 3J5.6
es

exp calc exp calc exp calc exp calc exp calc
a-D-Gle 36 3.7+064 9.7 10£0.13 87 10+£0.13 9.7 9.6+0.08 23/50 3.6/5.3 % 1.21/4.02
B-D-Gle 7.7 85+0.08 89 10+0.12 85 10+0.13 94 9.6+008 22/59 35/55+ 1.21/4.04
a-D-Tal 19 344082 32 27+058 32 264054 13 1.7+082 45/7.6 4.6/6.0=+ 2.99/3.95
pB-D-Tal 1.2 26+078 32 274056 33 27+£054 12 1.7+086 4.4/7.8 4.8/6.0+ 3.13/3.92
Table S1:

Experimental, calculated 3Jy p for D-Glucose and D-Talose anomers and standard deviation values.
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Abstract

Sialic acids (Sias) are a-keto acids which are impressive for the ability of carrying
different molecular groups in a single monosaccharide, being subject to several modi-
fications and resulting in a structurally diverse family of more than 50 carbohydrates.
This structural diversity of Sias is what makes these molecules capable of playing im-
portant modulatory and structural roles in cell biology and pathology. The study of
the structure of sialic acids can be done through the molecular modeling of these struc-
tures with molecular mechanics methodologies, such as molecular dynamics (MD) and
metadynamics. In this work we aimed, using MD and metadynamics simulations, to
establish parameters that describe the pseudo-rotational equilibrium of the conforma-
tional ensemble of Sias. The validation of the parameters applied to the monosaccha-
rides was done with calculations of J vicinal coupling of the monomers that constitute
the structural basis of the sialic acids, which showed values close to experimental data.
The conformational variation of glycosidic bonds between disaccharides was described
by well-tempered metadynamic simulations. Furthermore, the preferred conformations
adopted by the torsional angles that compose the glycosidics of a polysialic acid were
determined through the analysis of molecular dynamics trajectories. Therefore, from

the results obtained, it was possible to establish parameters that enable the study and



modeling of carbohydrates of different levels of structural complexity of the sialic acid

family with the GROMOS 53A6¢ryc force field parameters set.

Introduction

Discovered in the lineage of Deuterostomes, sialic acids (Sias) are a-keto acids that belong to
an ancient family of carbohydrates named nonulosonic acids. Unlike the other sugars found
in glycan chains of vertebrate glycoconjugates, that are composed of five- and six-carbons,
the Sias family has a characteristic nine-carbon backbone and is impressive for the number
of components that can be found in one molecule, including a 3-carbon exocyclic side chain,
one or more acylated amino groups and a carboxylic acid.?

Due to their ability of carrying different molecular groups in a single monosaccharide,
Sias are subject to several modifications, resulting in a structurally diverse family of more
than 50 carbohydrates, that can be found frequently linked via their C-2 anomeric carbon in
a-configuration to the C-6 of N-acetylgalactosamine, building the precursors of gangliosides,
to the C-3 or C-6 positions of a galactose or to another sialic acid at the positions of carbons
8 or 9.23

The structural diversity of Sias, found linked as monomers or polymers present in var-
ious complex carbohydrates of different organisms, is what makes these molecules capable
of playing important modulatory and structural roles in cell biology and pathology, includ-
ing blood cell charge repulsion and neural plasticity. Mostly located at the surface of cell
membranes, Sias are molecules with characteristic hydrophilicity and negative charge, being
capable of acting like components of binding sites for intrinsic receptors, as siglecs, factor H
or selectins, also as extrinsic receptors for many pathogens and toxins, such as cholera toxin,
Influenza viruses, rotavirus and coronavirus.?

The study of the structure of sialic acids and their biological role can be done through the

molecular modeling of these structures. Because of their flexibility, complex carbohydrates



adopt different conformations in solution, representing a challenging class of molecules in
terms of describing their 3D structures through computational methods. Molecular dynamics
(MD) is a computational method that describes the variation of the molecular behavior as
a function of the time, which approximates MD to experimental methods, such as nuclear
magnetic resonance.®” While MD configures an example of methodology that is usually
unbiased, metadynamics involves the use of a biased potential that can force the system to
leave a local minima and sample states that represent lower probabilities.® In this work, we
applied GROMOS 53A6qyc parameters for sialic acids and performed molecular mechanics
simultations to describe the pseudo-rotational equilibrium of sialic acids and to evaluate
the conformational behavior of these carbohydrates in solution, what can be one key to

understand the plethora of activities performed by this biomolecules.

Results and discussion

Outline

In the present work, the study of sialic acids of different levels of structural complexity was
performed and, with the aim to parametrize the pseudo-rotational equilibrium of this family
of molecules, molecular mechanics methodologies were applied. Topologies were constructed
for 12 monosaccharides, 4 disaccharides and a polysaccharide. The conformational ensemble
was obtained by applying the parameters available at the force field GROMOS 53A6¢ryc.”

All molecules were submited to molecular dynamics calculations of 1 us, carried out
with GROMACS 5.1.4. To obtain free energy landscapes of the conformational space over
simulation time, 100 ns well-tempered metadynamics calculations of the disaccharides were
performed with PLUMED 2.5.1.1° To test and validate the GROMOS 53A6¢1yc parameters
for sialic acids, J vicinal coupling constants of the torsional angles of the pyranose rings
were calculated with the Karplus equation.!' The dihedral distribution and the relevant

conformations observed in the glycosidic linkages of the polysialic acid were obtained by



the analysis of the molecular dynamics trajectory with ConfID,!? and the conformational

distribution was analyzed by networks plotted with Cytoscape 3.9.0.13

Monosaccharides analysis

The Sias are present in nature, mainly, in their monomeric form. Thus, the conformational
study of the rings of these pyranoses was made because, from the understanding of the
conformations of monosaccharides in solution, it is possible to have relevant information
about the stereochemistry of chemical reactions and properties. Also, the plethora of bio-
logical functions and activities performed by these macromolecules can be understand, since
it is these conformations, as well as the variety of exocyclic groups associated with these
structures, the main reason why this molecular family plays so many different roles.41?

In order to implement and validate the GROMOS 53A6¢ryc force field parameters for
sialic acids, topologies were constructed for 12 monosaccharides of this family of molecules,
using as base the parameters described for monosaccharides by Pol-Fachin et al.? and for
a-Neu5Ac by Ligabue-Braun et al.'6 The charges and torsional parameters for exocyclic
groups containing sulfates and phosphates were applied as the parameters proposed for
oligosaccharides containing those groups, by Arantes et al.!” Due to the fact that 1 us is a
well established simulation time®!® for the observation of the molecular behavior and the
conformational states of carbohydrates with the GROMOS 53A6¢1,yc parameters set, that
simulation time was applied to each molecular dynamics calculation.

The molecules to be studied were choosen according to their structural diversity and
biological relevance, described in the work of Angata and Varki.! The diversity of exocyclic
groups that sialic acids can carry in one monosaccharide was explored to study the effect of
the variation of those chemical groups in the conformation of the ring pucker.

The rigidity and stability of pyranose rings, when in solution, are characteristics com-
monly observed in that type of chemical compounds.' As observed by Ligabue-Braun

et al.,'® the a-NeubAc pyranose ring has a preferential ring pucker conformation at 6 =



180°. In this work, this behavior was replicated, not only in a-Neu5Ac pyranose ring, but
also in most of the other monosaccharide rings analyzed (Supplementary Figure 1).
a-Neub,9Acy was the only monosaccharide that showed a transition in the conformational
state, being in the °Cy puckering conformation at the begining of the simulation, but quickly
returning to the 2Cy conformational state, which was shown to be the preferential conforma-
tion for the other sialic acids. Acetyltions in glycans increase the molecular hydrofobicity. 2
Due to the acetylations at the carbons C5 and C9, the presence of one more acetyl group
could lead to more hydrophobic interactions between these acetyl groups and the solvent,
which can contribute to a conformational instability of the ring, resulting in the observation
of a transitional state. The Figure 1 shows a representation of 3 ring pucker analyzed, be-
tween the 12 monosaccharides parametryzed, showing the analysis of XTC trajectory files

obtained by 1 ps molecular dynamics calculations.

3J g vicinal coupling calculations

To validate the results obtained by molecular dynamics, *Jy 5 calculations were made based

I equation, proposed by?' (1), which estab-

on the empirical generalization of the Karplus?
lishes a correlation between the vicinal coupling constants obtained from NMR experiments
and the torsionals of the coupled hydrogen protons. Where j,”! = 1 Hz, ¢, = 1 °, ¢ the
dihedral angle between the coupled hydrogens, I corresponds to the number of substituents
of the molecular fragment H-C-C-H, Ax; = x; - xu, where x; is the Huggins electronega-

tivity constant?? for the atom i and &; is the opposite sign atom of the torsional fragment

HI—C—C—SZ‘ZQS
Jo V3T = 13.86c08%¢ - 0.81cosp + S Axi[0.56 - 2.32c0s2 (€100, 'b + 17.9]Axu])] (1)

The Table 1 shows ®Jy g values from experimental NMR data?* and the calculated ones,
specifically the J vicinal coupling values related to the ring dihedrals, which are the main

interest of this work.
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Figure 1: Analysis of the ring pucker parameter  for different sialic acids pyranose rings.

Table 1: Experimental and calculated 3Jy g values for NeuSAc a and 3 anomers.

Res 3J3.4 3345 356 36,7
exp calc exp calc exp calc exp calc
a-D-Neub5Ac 11.5/4.5 8.36/5.23 + 4.55/4.56 - 10 £0.35 105 10+ 0.13 1.5 2.5 4+ 3.2
pB-D-NeubAc  11.8/5 10.4/5 + 2.3/3 104 10+ 0.16 10.7 10£0.31 1.2 1.7+0.79



The values with the lowest standard deviation and more close to the experimental values
were 3J4 5 and 3J5 ¢ in the a-D-NeubAc, and 3], 5, 3J5 ¢ and 3Jg 7 in the S-D-Neub5Ac. The
analyzed torsional which was the closest to the carboxyl group ring were 3J4 5 and related
to the higher standard deviation values observed. The results suggest that the molecular
dynamics was able to describe most of the conformations of the pyranose dihedrals, but also
that the proximity to the exocyclic carboxyl acid, could interphere in the flexibility of the

torsional angles, reinforcing this characteristic.

Free-energy landscapes of disaccharides

Metadynamics simulations were applied in order to reproduce the conformations and to
describe the behaviour of the unusual glycosidic linkages observed in the glycans of the sialic
acids family, including the linkgaes between two sialic acids or a sialic acid and a galactose.

In the glycosidic linkage NeubAca(2—3)Gal (Figure 3A), it was observed a higher energy
barrier when in comparison with the other energy maps, what can be directly associated to
the proximity of the carboxyl acid group of the C1 and to the glycosidic linkage atoms. The
linkage NeubAca(2—4)Gal (Figure 3B), as expected for a dihedral angle more distant do
the carboxyl exocyclic group, showed more free energy minima, when compared to a(2—3).

The glycosidic linkage Neub5Aca(2—6)Gal showed only two main energy minima in the
analysis of the ¢-1 linkage, and the double of energy minima in the analysis of its ¢-w
linkage. That change in the energetic behavior observed in the same glycosidic linkage leads
not only to the fact that this type of torsional angle is generally flexible, but it also reflects
a tendency of the hydroxyl group linked to the C6 of the galactose, which is usually one of
the most reactive hydroxyls of pyranoses.2’

In the NeubAca(2—8)NeubAc linkage, we obtained the maps with the lower energy bar-
riers, as a reflection of the more distal position of this glycosidic linkage in relation of the

pyranose ring and, consequently, of the carboxyl group. Due to its location at the lateral car-

bon exocyclic chain, the torsional angles are characterized by a more flexible conformational
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Figure 2: Energy landscapes obtained by well-tempered metadynamics simulations.



behavior, in comparison with the other dihedral angles analyzed in the unusual glycosidic
linkages parametrized in this work. The calculated errors of the collective variables of each

system remained in only 2% of the value of the barriers.

Polysialic acid analysis

Aiming to observe the main conformations adopted by the polysialic acid, analysis of its
glycosidic linkages ¢, v, wy; and wg were performed with ConfID.!'? For analysis purposes,
due to its high flexibility, the molecule was divided in 6 different disaccharides, and the
analysis was made for each glycosidic linkage between these fragments, resulting in the
study of 24 torsional angles.

The first two disaccharides analyzed by ConfID (Figure 3), showed preferential conforma-
tions at the torsional angle NeuSAca(2—8)NeubAc wy, representing 50% at the first network
(Figure 3A) and 66% at the second network (Figure 3B). The second, of the four prefer-
ential conformations adopted by these fragments of the heptasialic acid, is related to the
NeubAca(2—8)NeubAc glycosidic ¢ angle, being 38% and 27% of the preferential conforma-
tions of the first and second fragments analyzed, repectively.

The networks of the two fragments farthest from the most external portions of the
polysaccharide showed a higher number of possible conformations. Even with a more flexible
conformational behavior, these two glycosidic linkages showed as preferential conformations
the same angles as the two fragments analyzed at first, with Neu5Aca(2—8)Neu5Ac w; and
NeubAca(2—8)NeubAc ¢ representing, respectively, 69% and 60% in the network (Figure
3C) and 17% and 15% at the network (Figure 3D).

In the last two fragments analyzed, a more rigid behavior was observed. This is in agree-
ment with the low number of conformational states demonstrated in the first two analyzed
disaccharides, which are also found in the outermost portions of the molecule. These linkages
repeated the preferential torsional angles of the another analysis, where w7 corresponds to

74% (Figure 3E) and 58% (Figure 3F), and ¢ to 22% (Figure 3E) and 38% (Figure 3F). The



distribution of the average angles of each dihedral analyzed is represented in the Figure 4.

Experimental

Obtaining the tree-dimensional structures of glycans

The construction of the 3D structures was made using as a model structure, a a-D-NeubAc
complexed with a Sia binding protein from Pasturella Multocida.?® The heptasialic acid
strucure was obtained from a PDB file,?” complexed with an anti-polysialic acid antibody.
a-D-NeubAc and heptasialic acids structures were removed from its protein-ligand complexes
with PyMOL 2.5.1 (Schrodinger Release 2020-4, 2020). The structural modifications that are
incumbent to the other Sias analyzed in this work, were carried out with Avogadro 1.93.0%®
and PyMOL 2.5.1 tools. At first, the exocyclic groups were added by using Avogadro, and

then, the non-polar hydrogens were removed with PyMOL.

Topologies buildying

The topologies were built with the GROMOS53A6 ryc? force field parameters set for carbo-
hydrates, combined to the topology constructed by Ligabue-Braun et al. *® for the a-NeubAc.

Parameters for sulfates and fosfates were used as the topologies proposed by Arantes et al.!”.

Molecular dynamics protocol

In order to obtain the trajectory of the molecular behavior as a function of time, the sialic
acids systems were submitted to MD simulations with the GROMACS 5.1.42% suite for 1 us
each. In this study, the ensemble of physicochemical parameters applied to the description
of the molecules was given by the GROMOS53A6 gryc??° force field, that was previously

developed by our group.
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The solvation of the systems was performed in cubic boxes using periodic boundary
conditions and the water model used was SPC/E. Covalent bond lenghts were constrained
with the PME electrostatic treatment through LINCS algorithm, and the initial energy
minimization was done until the difference between two steps was negligible, using Steepest
Descent algorithm with an integration step of 2 fs.

The systems temperature and pressure were kept constant, with 1 bar of pressure using
Parrinello-Rahman barostat®' and the temperature of 298 K, using V-rescale thermostat.3?
Due to the low molecular mass and volume of structures such as monosaccharides and disac-
charides, it was not necessary to apply equilibration steps to adjust the temperature, density
and pressure of these systems. For the heptasialic acid equilibration, at first, a 1 ns simu-
lation with a canonical ensemble (NVT) was performed to adjust the system temperature
and 4 steps with an isobaric-isothermal ensemble (NPT), each step also at 1 ns, to promote
the adjustment of density and pressure of the system, whose restraining forces were applied
ranging from 5x10% to 0 kJ/mol.

The validation of the method was performed through the calculation of the vicinal cou-
pling constant ®Jy z, by the application of the Haasnoot et al.?! equation, of the two main
components of the Sias, which were the only two residues we found NMR experimental data
available in the literature. The accuracy of the calculations was measured by the standard

deviation between calculated and experimental J vicinal values.

Metadynamics settings

Well-tempered metadynamics simulations were performed using the GROMACS 5.1.4 suite
and the force field GROMOS53A6 ¢ryc with the PLUMED 2.5.133 library. Cubic simulation

boxes were solvated using the SPC/E water model®*

in the presence of periodic boundary
conditions. The energy minimization was performed by the Steepest Descent algorithm
and the covalent bond lengths were constrained by the LINCS method,?® allowing a 2 fs

integration step.
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The collective variables (CVs) applied as the metadynamics bias for the disaccharides
calculations were the dihedral angles ¢ and v for a(2—3), a(2—4). In the linkages a(2—6)
and «(2—8), the CVs were the angles ¢, ¥, w and ¢, 1, w7 and w8, respectively (Table 1).
The definition of the torsional atoms of a(2—3), a(2—4) and a(2—6) was made according
to the postulated by TUPAC.3¢ For the glycosidic linkage «(2—8), the torsional parameters
1.37.

were applied as the proposed by Turupcu et a For each system, the parameters of

Gaussian height of 0.5 kJ/mol and width of 0.1 rad were applied.

Table 2: Atoms used in the definition of each dihedral angle analyzed.

Glicosydic linkages ¢ P w

a-2—3 06-C2-02-C2’ (C2-02-C2’-C1’

a-2—4 06-C2-02-C4 C2-02-C4-C3* -

a-2—6 06-C2-02-C6> (C2-02-C6-C5  06-C6-C5-C4

a-2—8 06-C2-08-C8" (C2-08-C8-C7 w7 = O7-C7-C6-06; w8 = 0O8-C8-C7-0O7

The errors related to the CVs of each system were calculated by the block-averaging
analysis. The temperature coupling of 298 K and pressure of 1 bar were kept constant by

1

employing the V-rescale algorithm and ParrinelloRamhan algorithm,?! respectively. The

ratio between the temperature of the CVs and the systems temperature was established as

the bias factor 10.

Polysialic acid analysis

Preferential conformations of the heptasialic acid were analyzed by submitting the XTC
trajectory files related to each dihedral angle to ConfID.!? Obtained networks were plotted

with Cytoscape 3.9.0.13

Conclusions

The results obtained by molecular dynamics calculations confirmed the ring pucker confor-

mation of 2Cj for the monomers analyzed. The simulations were able also to reproduce the

14



characteristic rigidity of pyranose rings, showing that the diversity of exocyclic groups could
not affect the puckering conformation. Metadynamics results could describe the glycosidic
linkages, demonstrating in the obtained energy maps, the effect of higher energy barriers in
reflexion of a proximity to the ring carboxyl acid. We could also observe the preferential
conformations of the glycosidic linkages of a heptasialic acid, which was at the torsional
angles w; and ¢ in all of the glycosidic linkages analyzed.

In the present work, molecular mechanics simulations were able to, combined to the
GROMOS 53A6¢ryc parameters set, decribe the unusual conformational behavior of sialic

acids at different levels of structural complexity.
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Figure S1: Puckering analysis of monosaccharides of the sialic acids family of molecules.
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5 Discussao geral

A determinac3do e parametrizacdo de estruturas de carboidratos pode ser desafiadora
no que tange a elevada flexibilidade apresentada por essas estruturas, resultando em uma
gama de possibilidades no que diz respeito as possiveis conformacdes adotadas em solucao,
assim como as diversas ligacdes glicosidicas que unem os monémeros de aclicares na formacao
de moléculas ainda mais complexas [Rao 1998]. Em funcdo dessas caracteristicas, as quais
constituem em fatores que limitam a obtencdo de dados de RMN que identifiquem e descrevam
essas estruturas, ha atualmente menos dados experimentais disponiveis elucidando esse grupo
molecular, quando em comparacdo a outras macromoléculas biolégicas. Por estarem dentre os
monossacarideos mais encontrados na natureza e pela disponibilidade de dados de J vicinal
provenientes de experimentos de RMN, fez-se a escolha dos anémeros a e 3 de D-Glicose e
D-Talose como os principais objetos de estudo na validacdo da ferramenta de célculo de J de

acoplamento vicinal, JCalc.

Os anémeros de D-Glicose apresentam elevada flexibilidade e, além disso, os anémeros
de glicose sdo diasteromeros, dessa forma apresentando diferentes rotacGes especificas e,
portanto, diferentes propriedades fisico-quimicas [Ouellette e Rawn 2018]. Apesar das diferentes
caracteristicas observadas entre esses dois isomeros, pode-se através dos calculos de J vicinal
realizados a partir da implementacdo da equacdo de Karplus, reproduzir dados com valores
proximos aos experimentais. Nos anomeros de D-Talose foram observados, no geral, valores que
apresentaram maiores desvios-padrdo, quando em comparacao as glicoses. Muito se deve ao
fato de que a D-Talose é a (inica hexose que apresenta a capacidade de perturbar a estrutura da
agua de solvatacdo [Abraham, Cooper e Reid 2021], o que pode conferir maior instabilidade e
flexibilidade aos torcionais que compdem esse monomero. A ferramenta desenvolvida mostrou-se
capaz de descrever valores proximos aos obtidos por experimentos de RMN, no entanto, pode-se
considerar que um aumento no tempo das simulacdes de dinamica molecular, as quais foram
desenvolvidas em 1 us constitua em uma mudanca que resulte na obtencao de uma acuréacia

ainda maior nos resultados.

Os Sias estdo presentes na natureza, principalmente, em sua forma monomérica. Dessa
forma, fez-se o estudo acerca da conformacdo dos anéis dessas piranoses pois, a partir do
entendimento das conformacdes de monossacarideos em solucao, se pode ter informacdes
relevantes sobre a estereoquimica de reacoes e propriedades quimicas e, principalmente, acerca
da pletora de processos biolégicos desempenhados por essas macromoléculas, visto que sao
essas conformacdes, assim como a variedade de grupos exociclicos associados a essas estruturas,

a principal razdo pela qual essa familia molecular desempenha tantos papéis e diferentes
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funcbes [Marszalek et al. 1998, Sattelle et al. 2012, Panczyk e Plazinski 2018]. Os resultados
obtidos a partir da aplicacdo de parametros do campo de forca GROMOS 53A6¢,vc a célculos
de dinamica molecular reproduziram com fidelidade a rigidez caracteristica de anéis de piranose,
os quais adotaram, em maioria, a conformac3o preferencial 2Cs. Observou-se uma excecdo na
molécula de Neu5,9Ac,, sendo a Unica, dentre as analisadas no presente estudo, a demonstrar
uma transic3o entre as conformacdes 2Cs e °C,. Acetilacdes em carboidratos s3o conhecidas
por aumentar a hidrofobicidade molecular [Marathe et al. 2010]. Devido as acetila¢es nos
carbonos C5 e C9, a presenca de mais um grupo acetil pode levar a um aumento das interacoes
hidrofébicas entre esses grupos e o solvente, o que pode contribuir para uma instabilidade
conformacional do anel de hexose, resultando na transicao entre dois estados conformacionais
observada. Outra possibilidade a ser considerada consiste na necessidade de reparametrizacdo
das cargas e torcionais relacionados ao acetil ligado ao C9 da Neu5,9Ac,, sendo necessaria
também a parametrizacao de mais Sias que contenham mais de uma acetilacdo, a fim de se

estabelecer um maior entendimento da transicao conformacional observada no Neu5,9Ac;.

A validacdo dos célculos de dinamica molecular, assim como dos parametros utilizados
na modelagem molecular dos monossacarideos pode ser realizada através dos calculos de J
vicinal dos dois principais mondmeros que constituem a base estrutural de formac3do dos acidos
sidlicos. Observou-se que os resultados obtidos para os célculos do 5-NeubAc, em comparacao
ao a-NeubAc demonstraram valores mais préximos aos experimentais, o que sugere que essa
estrutura se torna mais estavel em solucdo quando o carboxilato exociclico se encontra em

posicao equatorial.

Ao passo em que a parametrizacao de monossacarideos deve ser direcionada a analise da
conformacao do anel, no estudo de dissacarideos, ou polissacarideos, deve ser feita a observacao
do comportamento das ligacdes glicosidicas que unem os mondmeros de glicanos. Sendo a
metadindmica uma técnica que, através da introducdo de um viés, permite a amostragem do
espaco conformacional de modo a permitir que o sistema deixe minimos locais e explore diferentes
estados amostrais [Barducci, Bonomi e Parrinello 2011], pdde-se obter um delineamento do

comportamento de diferentes torcionais de ligacdes glicosidicas.

Os resultados obtidos por metadinamica dos dissacarideos, na qual o viés introduzido
foram os angulos dos torcionais das glicosidicas, descreveram a relacdo proporcional entre
proximidade da glicosidica ao acido carboxilico do a-NeubAc e presenca de maiores barreiras
energéticas. Na ligacdo glicosidica NeubAca(2—3)Gal foi observada uma barreira energética
maior quando comparada aos demais mapas de superficie de energia livre, o que pode estar
diretamente associado a proximidade do acido carboxilico grupo de C1, conferindo maior
rigidez aos torcionais da ligacdo glicosidica, constituindo ao sistema uma barreira impeditiva a

exploracdo de diferentes estados conformacionais. A ligacdo NeubAca(2—4)Gal, constituida de
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torcionais mais distantes do carboxilato exociclico, apresentou mais minimos de energia livre,

quando comparada a «(2—3).

Observaram-se nos resultados da metadindmica da ligac3o glicosidica Neu5Aca(2—6)Gal
apenas dois minimos de energia principais na analise dos angulos ¢-, e o dobro de minimos
energéticos na andlise dos torcionais ¢-w. Essa mudanca no comportamento energético ob-
servada em uma mesma ligacdo glicosidica leva ndo sé ao fato de que esse tipo de angulo de
torcdo é geralmente flexivel, mas também reflete uma tendéncia do grupo hidroxila ligado ao C6
da galactose, que geralmente é uma das hidroxilas mais reativas em piranoses [Marchiori 2018].
Dentre as glicosidicas analisadas, a a-2,8 foi a que demonstrou menores barreiras energéticas,
em reflexo da maior flexibilidade caracteristica da cadeia lateral exociclica que contém os

carbonos C7, C8 e C9 dos acidos sialicos.

Em contraste com o proposto na literatura para ligacoes glicosidicas como a-1,3, a-1,4
ou a-1,6, as quais populam majoritariamente geometrias positivas [Pol-Fachin et al. 2012], ndo
se observou esse efeito exo-anomérico em relacdo as glicosidicas a-2,3, a-2,4, a-2,6 € a-2,8,
estando todos os angulos torcionais analisados distribuidos em geometrias cujos angulos variam

entre geometrias positivas e negativas.

Para a andlise do 4cido polissialico, devido a sua elevada flexibilidade [Nagae et al.
2013], fez-se a divisdo da molécula em 6 dissacarideos, e foi realizada a anélise de cada
ligacdo glicosidica entre esses fragmentos, resultando no estudo de 24 angulos torcionais. Os
dois primeiros dissacarideos analisados no ConflD, mostraram em suas redes conformacdes
preferenciais no angulo de torcdo w-, representando 50% na primeira rede e 66% na segunda rede
obtida. A segunda, das quatro conformacdes preferenciais adotadas por esses dois fragmentos
do acido heptasidlico, esta relacionada ao angulo ¢, sendo 38% e 27% das conformacdes

preferenciais do primeiro e segundo fragmentos analisados, respectivamente.

As redes dos dois fragmentos mais distantes das porcoes mais externas do polissacarideo
apresentaram um maior nimero de conformacdes adotadas. Mesmo com um comportamento
conformacional mais flexivel, essas duas ligacoes glicosidicas mostraram como conformacdes
preferenciais os mesmos angulos que os dois fragmentos analisados inicialmente, com w7
representando 69% e 60% e ¢ representando 17% e 15%. Nos dois dltimos fragmentos
analisados observou-se um comportamento mais rigido. Estando de acordo com o niimero mais
baixo de estados conformacionais demonstrados nos dois primeiros dissacarideos analisados,
que também s3o encontrados nas porcoes mais externas da molécula. Essas ligacoes repetiram

os angulos de torcdo preferenciais das outras andlises, onde w7 corresponde a 74% e 58%, e ¢
a 22% e 38%.
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6 Conclusoes

A partir dos objetivos preestabelecidos, o presente trabalho permitiu:

» A parametrizacao do equilibrio pseudo-rotacional de acidos sidlicos através da aplicacdo

de metodologias de mecanica molecular;

» A validacdo dos parametros aplicados aos monossacarideos através dos calculos de J de
acoplamento vicinal para os monomeros que constituem a base estrutural dos acidos
sidlicos, os quais demonstraram valores similares aos J de acoplamento vicinal obtidos

por experimentos de RMN;

» O delineamento da variacdo conformacional das ligacoes glicosidicas entre dissacarideos,

a partir de simulacdes de metadinamica;

» A caracterizacdo das conformacdes preferenciais adotadas pelos torcionais que compdem
as glicosidicas de um acido polissiadlico pode ser realizada através da analise de trajetérias

de dinamica molecular.

Dessa forma, a partir dos resultados obtidos, pdde-se estabelecer parametros que
possibilitem o estudo e a modelagem de carboidratos de diferentes niveis de complexidade
estrutural da familia dos acidos sialicos através do GROMOS, juntamente aos parametros do
campo de forca GROMOS 53A6 g yc.
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Perspectivas

Através do trabalho realizado, as seguintes perspectivas podem ser tracadas:

Ampliacao do ensemble conformacional, obtendo-se parametros para novos acidos sidlicos;

Simulacdes de metadinamica aplicando-se como viés as coordenadas cartesianas que

caracterizam as conformacdes de piranoses;

Estudo das conformacdes preferenciais adotadas pelos torcionais das ligacoes glicosidicas

de diferentes acidos polissialicos através de calculos de metadinamica;

Parametrizacdo e estudo de acidos sidlicos complexados a selectinas.
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ANEXO A - Topologias

A seguir encontram-se os arquivos contendo os parametros de ligacdes, angulos entre
ligacdes, diedros proprios e impréprios aplicados a parametrizacao das estruturas moleculares dos
monossacarideos, dissacarideos e do polissacarideo em estudo. Os arquivos descritos apresentam
originalmente extensdo RTP e consistem em parametros do campo de forca GROMOS 53A6¢,yc,
cuja utilizacdo combinada ao pacote GROMACS, possibilitaram a construcao das topologias
que descreveram o comportamento conformacional do conjunto molecular parametrizado no

presente trabalho.
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al gromos type

NS gd_16
NS gd_16
N5 gd_17
N5 gd_18
C5A gd_39
c5B gd_14
04 gd_43
04 gd_44
c3 gd_34
c7 gd_34
06 gd_43
06 gd_44
HO4 gd_30
c2 gd_34
c2 gd_43
c2 gd_44
06 gd_43
06 gd_44
02 gd_43
02 gd_44
HO7 gd_30
06 gd 5
06 gd_37
o8 gd_43
o8 gd_44
08 gd_18
HO8 gd_30
09 gd 43
09 gd_44
09 gd_18
c1o0 gd 29
c11 gd_29
c12 gd_40
0l1 gd_5
011 gd_37
HO11 gd_30
c3 gd_40
c2 gd_29
c3 gd 29
HO2 gd 2
HO2 gd 32



o-Neu5Gc

{ I:Egris]] HO7 07 c7 ga_12
C5 CH1  0.00000 0 o7 Cc7  C6 9a_d
NS N -0.28000 0 o7 c7  C8 ga_9
HNS H  0.28000 0 cé c7 c8 ga_8
csa o 0.38000 0 HO8 08 c8 ga_12
05A 0 -0.38000 0 08 c8 c7 ga_9
CSB  CH1 0.23200 0 08 c8 c9 ga_9
0SB OA -0.53800 0 c7 c8 c9 ga 8
HO5 H 0.41000 0 09 c9 c8 ga 9
c4 CH1 0.23200 1 HO9 09 c9 ga 12
04 OA -0.64200 1 cé 06 c2 ga_lo
HO4 H 0.41000 1 o3 co 06 ga 9
c7  cH1 0.23200 2 -
07  OA -0.64200 2 c3 ¢z 02 ga_9
HO7 H  0.41000 2 06 cz2 02 ga_9
c8 CHL  0.23200 3 o6 c2 c 9a_9
08 OA -0.64200 3 02 c2 cl ga_9
HO8 H 0.41000 3 c2 02  HO2 ga_12
Cc9  CH1 0.23200 4 ola Cl 01B ga_38
09 OA  -0.64200 4 01a c1 c2 ga_22
HO9 H 0.41000 4 01B c1 c2 ga 22
C6 CH1 0.37600 5 c3 c2 c1 ga 8
06 OA -0.48000 5 [ j_mpropers ] -
cz cHl  0.23200 5 ;oai aj ak  al gromos type
0z Or -0.53800 2 N5 CSA C5B  HNS gi_1
Hgg CH;* ggéggg 2 C5a C5B N5 OSA gi 1
c1 C  0.36000 6 A L gi 2
01a 0 -0.68000 6 cs o4 C3 4 gi_2
0B  OA -0.68000 6 cs N5 C4  C6 gi 2
[ bonds ] Cc2 06 02 Cc3 g1_2
c5 N5  gb 21 c3 06 c1 c2 gi 2
N5 HNS gb 2 Ccl 0la 01B c2 gi 1
N5 C5A gb_10 [ dihedrals ]
C5A  05A gb_5 ; oai aj ak al gromos type
C5A  C5B  gb 16 c3 c4 C5 NS gd_16
C58 058  gb_20 c7 c6 C5 N5 gd 16
o HY o o4 c4 C5 N5 gd 17
gb_26 -
G5 6 gb 26 06 C6 C5 N5 gd 18
c4 04 gb_20 c4 C5 NS C5A gd 39
c4 c3 gb_26 c5 N5 C5A CSB gd 14
04  HO4 gb 1 054 C5A C5B  OSB gd 18
c3 c2 gb_26 C542 C5B 05B  HOS gd_30
c7 cé gb_26 (ol ok} c4 04 gd 43
c7 07  gb 20 c6 Cc5 c4 04 gd_44
8; “g; gg—ie c6 c5 c4 c3 gd 34
o 08 b 20 c4 cs cé c7 gd 34
08 HOB  gb 1 c4 cs cé 06 gd 43
c9 cs gb:26 c4 C5 Ccé 06 gd_44
c9 09  gb 20 c3 c4 04  HO4 gd_30
09 HO9  gb_1 cs c4 c3 c2 gd_34
cé 06  gb 20 04 c4 c3 c2 gd_43
06 c2 gb_20 04 c4 c3 c2 gd_44
c2 02 gb_20 c4 c3 c2 06 gd_43
02 HO2 gb_1 c4 c3 c2 06 gd 44
ClL ola  gb 6 c4 c3 c2 02 gd_43
CL 018 gb6 c4 c3 c2 02 gd_44
¢l ¢z gb 26 c6 Cc1 07 HOT gd_30
[ angles ] 07 c7 cé 06 gd_5
ai aj ak  gromos type 07 c7 cé 06 gd 37
ce eI ga_13 c6 c7 cg8 o8 gd 43
N5 Cc5 c4 ga 15 —
c5 N5  HNS ga 18 c6 c7 c8 08 gd_44
cs N5  C5A ga 31 o7 c7 c8 08 gd 18
HNS NS C5A ga_32 Cc7 c8 08 HO8 gd_30
N5 C5A O5A ga_33 c7 c8 c9 09 gd_43
NS C5A CSB ga_19 c7 cs c9 09 gd_44
O5a C5A CSB ga_30 08 c8 c9 09 gd 18
0SB C5B CS5A ga 9 c8 c9 09  HO9 gd 30
HOS 05B CSB ga_12 01a c1 c2 c3 gd_40
c4 cs  cé6 ga_8 cs cé 06 c2 gd 29
cs c4 04 ga 9 c6 06 c2 c3 gd_29
c5 c4 c3 ga_8 06 c2 02  HO2 gd_2
04 c4  C3 9a_9 06 c2 02  HO2 gd 32
c4 04 HO4 ga_12 [ exclusions ] -
c4 Cc3 c2 ga_8 HO2 06
C5 cé c7 ga 8
C5 cé 06 ga_9
c7 cé 06 ga_9




o-Neu5GcILt

[ NEGL ]
[ atoms ] 08 c8 c7 ga_9
cs  cHl 0.00000 0 08 cs co ga 9
NS N -0.28000 0 c7 c8 c9 ga 8
ENS H 0.28000 0 -
csa c 0.38000 0 09 9 c8 ga_?d
osa 0 -0.38000 0 09 Cl0 010 ga_38
c5B  CH1 0.23200 0 09 clo c11 ga_9
05B oA -0.53800 0 010 ci0 cl11 ga_9
HOS H 0.41000 0 HO11 011 cC11 ga 12
c4 CH1 0.23200 1 011 cl1l cl2 ga 9
SO
c7  CcH1 0.23200 2 &6 08 2 ga_10
07  0A  -0.64200 2 c3 c2 06 ga_9
HO7 H 0.41000 2 c3 c2 02 ga_9
c8  cHl 0.23200 3 06 c2 02 ga 9
08 on  -0.64200 3 06 c2 c1 ga_9
HO8 H 0.41000 3 02 c2 c1 ga 9
c9  CH2 0.37600 4 c2 02  HO2 ga 12
clo caz  o0.37600 5 O1A Cl OB  ga38
010  OA -0.48000 5 ola Cl c2 ga_22
c11  CH1 0.23200 6 olB cl c2 ga_22
011 OB  -0.64200 6 c3 c2 c1 ga_8
HO11 H 0.41000 6 [ impropers ]
c12  CcH3 0.23200 7 ;  ai aj ak al gromos type
c6  CcH1 0.37600 8 N5  CS5A  C5B  HNS gi 1
o6 oA -0.48000 8 c5a CS5B NS5  O5A gi 1
c2  cHl 0.23200 8 -
02  0a -0.53800 8 ) 06 c7 cé gi_2
HO2 H 0.41000 8 C5 04 c3 c4 gi_2
c3  CH2 0.00000 8 cs N5 c4 [of3 gi 2
c1 c 0.36000 9 c2 06 02 c3 gi 2
o1a 0 -0.68000 9 c3 06 c1 c2 gi 2
01B oA -0.68000 9 c1  ola OlB co gi 1
[ bgfs‘ds 1N5 . ci0 cll1 cil2 o1l gi 2
N5 HNS b2 [ dihedrals ]
NS CS5A gb:lO ; ai aj ak al gromos type
C5A  O5A gb_5 c3 c4 c5 N5 gd_16
CS5A  CSB gb 16 c7 cé c5 N5 gd 16
CSB O5B gb_20 04 c4 C5 NS gd 17
O5B  HOS  gb 1 06 cé cS NS gd_18
< gg—gg c4 Cc5 N5 CS5A gd 39
Ca o4 gb 20 c5 N5 C5A CSB gd_14
ca c3 gb:26 O5A C5A C5B O5B gd_18
04  HOA4 gb_1 CSa C5B  0O5B  HOS gd_30
c3 c2 gb_26 cé Cc5 c4 04 gd_43
c7 cé gb_26 cé (o} c4 04 gd_44
c7 07 gb_20 c6 c5 c4 c3 gd 34
o7 HO7T  gb 1 c4 cs cé c7 gd 34
c7 c8 gb 26 —
cs 08 gb:20 c4 C5 cé 06 gd_43
08  HO8 gb_1 c4 C5 cé 06 gd_44
Cg Cg gg_gg Cc3 c4 04 HO4 gd 30
c o _
S S o cs c4 C3 C2 gd 34
010 Cl0  gb 20 04 c4 Cc3  cC2 gd_43
c10 c11 gb:26 04 c4 Cc3 c2 gd_44
ci1 o011 gb_20 ot} Cc3 c2 06 gd 43
811 Hgi; 92_36 c4 Cc3 Cc2 06 gd_44
cs e gb‘zo c4 c3 c2 02 gd 43
06 c2  gb 20 c4 c3 c2 02 gd_44
c2 02 gb:20 cé c7 07 HO7 gd 30
02  HO2 gb_1 o7 c7 Cé 06 gd 5
oo gg_g 07 C1 C6 06 gd 37
G s anoe c6 c7 c8 08 gd_43
[ angles ] - Cé c7 c8 08 gd_44
ai aj ak  gromos type 07 c7 c8 08 gd 18
cé C5 N5 ga_15 c7 c8 08 HO8 gd 30
Nsooocso c4 ga_15 c7 of: co 09 gd_43
Cc5 N5 HNS ga 18 —
s c1  c8 c9 09 gd_44
HNS N5 CSa ga:32 08 c8 Cc9 09 gd_18
N5 C5A  OS5A ga_33 c8 c9 09 C10 gd 29
Ogi gg: ggg gz_ég c9 09 cl10 cCl1 gd 29
058 5B C5a ga o 09 C10 Cc1l1 Ccl2 gd 40
P ga 9 09 Ccl0 Cl1 o1l gd s
HOS5 0SB CS5B ga_12 09 Cc10 cl1 011 gd 37
c4 c5 cé ga_8 cl0 Cl1 011 HO1l1l gd 30
C5 c4 04 ga_9 01la Cc1l c2 Cc3 gd_40
cs c4  C3 ga_8 cs cé 06 c2 gd_29
o4 c4  C3 ga_9 c6 06 c2 C3 gd 29
c4 04 HO4 ga 12 —
G4 c3 2  ga8 06 C2 02 HO2 gd_2
cs cé c7 ga:g 06 Cc2 02 HO2 gd_32
cs cé 06 ga_9 [ exclusions ]
c7 cé 06 ga_9 HO2 06
HO7 07 c7 ga_12
07 c7 Ccé ga_9
07 c7 c8 ga_9
Ccé c7 Cc8 ga_8

HO8 08 c8 ga_12



o-Neu5Gc8Me

[ NEGM ]
[ atoms ] o7 Cc7 Ccé ga 9
Cc5 CH1 0.00000 0 07 c7 c8 ga_9
N5 N -0.28000 0 C6 c7 c8 ga_8
HNS H 0.28000 0 C8A 08 c8 ga_10
C5A C 0.38000 0 08 cs c7 ga_9
05A 0 -0.38000 0 08 c8 co ga_9
C5B  CH1 0.23200 0 c7 cs8 co ga_8
05B OA  -0.53800 0 09 c9 cs ga_9
HOS H 0.41000 0 HO9 09 c9 ga_12
C4 CHI  0.23200 1 c6 06 c2 ga_10
04 OA -0.64200 1 Cc3 Cc2 06 ga_9
HO4 H 0.41000 1 C3 Cc2 02 ga_9
c7 CH1 0.23200 2 06 c2 02 ga 9
o7 OA -0.64200 2 06 c2 c1l ga 9
HO? H  0.41000 2 02 P c1 ga 9
c8 CH1 0.23200 3 c2 02 HO2 ga_12
08 OA -0.36000 3 01 c1 01B ga_38
C8A CH3  0.23200 3 -
co  cHl  0.23200 4 oA c1 c2 ga_22
09 OA -0.64200 4 01B C1 cz ga_22
HO9 H  0.41000 4 c3 c2 c1 ga_8
Cc6 CH1 0.37600 5 [ impropers ]
06 oA -0.48000 5 ; ai aj ak al gromos type
€2 CH1 0.23200 5 N5 C5A C5B  HN5 gi 1
w0 e ; C5A C5B N5  OSA gi 1
€3 CH2  0.00000 5 s 06 c7 co gi_2
c1 C  0.36000 6 C5 04 Cc3 c4 gi 2
o1a 0 -0.68000 6 C5 N5 o C6 gi_2
O1B OA  -0.68000 6 c2 06 02 c3 gi_2
[ bonds ] c3 06 c1 c2 gi 2
cs N5  gb 21 cl1  0la 01B c2 gi 1
N5 HNS gb_2 [ dihedrals ]
N5 CS5A gb_10 ; ai aj ak al gromos type
Coa - 05A  gb 5 c3 ¢4 Cc5 N5 gd 16
C5Aa  C5B  gb 16 =
CsB 058 gb 20 c7 c6 cs N5 gd 16
058 HO5 b 1 04 c4 c5 N5 gd_17
cs ca gb 26 06 Cc6 c5 N5 gd_18
cs  c6  gb 26 c4 cs N5  C5A gd 39
c4 04  gb 20 cs N5 C5A  C5B gd_14
ca  C3 gb 26 O5A C5A C5B 0SB gd_18
o HE e C5A C5B O5B  HO5 gd_30
&7 G auze c6 Cc5 c4 o4 gd_43
c7 07 gb 20 cé6 C5 c4 04 gd_44
07  HO7 gb_1 C6 C5 c4 C3 gd_34
c7  c8  gb_26 c4 cs cé c7 gd_34
c8 08  gb 20 c4 cs cé 06 gd_43
08  c8A  gb 20 ca c5 c6 06 gd_44
€ C8  gb 26 C3 c4 04 HO4 gd 30
¢ 09 gb 20 cs  c4 3 2 gd 34
09 HO9  gb 1 -
6 06 gb 20 04 c4 c3 c2 gd_43
06 c2 gb 20 04 c4 c3 c2 gd_44
c2 02 gb 20 c4 C3 c2 06 gd_43
02 HO2 gb 1 c4 Cc3 Cc2 06 gd 44
cl OlA gb 6 c4 c3 c2 02 gd_43
Cl OlB  gb_6 c4 c3 c2 02 gd_44
c1  c2 gb_26 cé c7 07  HO7 gd_30
[ angles ] 07 c7 cé 06 gd_5
;oal aj ak  gromos type 07 c7 cé 06 gd 37
c6 C5 NS ga_15 cé c7 cs 08 gd 43
N5 C5 o cd ga_15 c6 c7 c8 08 gd_44
¢5 N5 HNS ga_18 07 c7 cs 08 gd 18
5 N5 C5A ga 31 c? cs 08 csa gd 29
HN5 N5 C5A ga_32 c7 cs co9 09 gd_43
N5 C5A  05A ga_33 c7 cs co 09 gd_44
N5 C5A C5B ga_19 08 cs co9 09 gd_18
O5A C5A C5B ga_30 cs co9 09 HOO gd 30
058  C5B  C5A ga_9 ola c1 c2 c3 gd_40
HO5 058  CS5B ga_12 c5 P 06 o2 gd 29
c4 c5  cé ga_8 cé 06 c2 c3 gd 29
c5 ¢4 o4 ga_? 06 C2 02 HO2 gd 2
c5 c4  C3 ga_8 06 c2 02 HO2 gd 32
o4 c4 c3 ga_9 [ exclusions ] N
c4 04 HO4 ga 12 HO2 06
c4 Cc3 c2 ga_8
C5 613 c7 ga_8
C5 Cé 06 ga_9
c7 Cé 06 ga_9
HO7 07 c1 ga_12




[ KDN ]

[ atoms ]
Cc5 CH1
05 OA

HOS5 H
c4 CH1
04 OA

HO4 H
c7 CH1
07 OA

HO7 H
c8 CH1
08 (02:%

HO8 H
c9 CH2
09 (02:%

HO9 H
cé CH1
06 (0):%
c2 CH1
02 OA

HO2 H
Cc3 CH2
Ccl C

0la o}
01lB OA

[ bonds ]
c5 05
05 HOS
C5 c4
Cc5 Cé
c4 04
(o2 c3
04 HO4
c3 c2
c7 Ccé
c7 07
o7 HO7
c7 cs8
c8 08
08 HO8
c9 cs8
Cc9 09
09 HO9
Ccé 06
06 c2
c2 02
02 HO2
Ccl ola
Ccl 0O1B
Ccl c2

[ angles ]

; oai aj
c4 Cc5
c5 Ccé
HOS5 05
c4 Cc5
c5 c4
Cc5 c4
04 c4
c4 04
c4 c3
Cc5 Cé
c5 Ccé
c7 Ccé
HO7 07
o7 c7
o7 c7
cé c7
HO8 08
08 c8
08 c8
c7 c8
09 co9

HO9 09
Ccé 06
c3 c2
c3 c2
06 Cc2

0.23200
-0.64200
0.41000
0.23200
-0.64200
0.41000
0.23200
-0.64200
0.41000
0.23200
-0.64200
0.41000
0.23200
-0.64200
0.41000
0.37600
-0.48000
0.23200
-0.53800
0.41000
0.00000
0.36000
-0.68000
-0.68000

gb_20
gb 1
gb 26
gb_26
gb_20
gb_26
gb 1
gb 26
gb_26
gb 20
gb 1
gb_26
gb_20
gb 1
gb_26
gb_20
gb 1
gb_20
gb_20

ak gromos type

ga_9
ga_9
ga_12
ga 8
ga 9
ga_8
ga 9
ga_12
ga_8
ga 8
ga 9
ga_9
ga 12
ga 9
ga_9
ga 8
ga_12
ga_9
ga_9
ga_8
ga_9
ga_12
ga_10
ga_9
ga_9
ga_9
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06 c2
02 c2
c2 02
Ola Ccl
Ola Ccl
O1B Ccl
c3 c2
[ impropers
;ai aj
c5 06
c5 04
c2 06
c3 06
Ccl Ola
[ dihedrals
; ai aj
Ccé Cc5
cé Cc5
Cc3 c4
c3 c4
cé Cc5
cé Cc5
Ccé Cc5
cé Cc5
c4 Cc5
c4 Cc5
cé Cc5
c3 c4
Cc5 c4
04 c4
04 c4
c4 Cc3
cé c3
cé c3
c4 c3
cé c7
07 c7
o7 c7
cé c7
cé c7
o7 c7
c7 c8
c7 c8
c7 c8
08 c8
c8 c9
01lAa Ccl
c5 Ccé
cé 06
06 c2
06 c2
[ exclusions
HO2 06

—

—

]

Cl
Cl
HO2
01B
c2
c2

ak
c7
c3
02
Ccl
01B

ak
C4
c4
C5
C5
05
c4

Cc4
Ccé
Ccé
Ccé
04
c3
c3
c3
c2
c2
c2
c2
07
Ccé
Ccé

c8
c8
08
Cc9
Cc9
C9
09
c2
06
c2
02
02

ga 9

ga 9

ga:12

ga_38

ga_22

ga_22

ga_8

al gromos type
Ccé gi 2
c4 gi 2
Cc3 gi 2
c2 gi 2
c2 gi 1
al gromos type
05 gd 43
05 gd 44
05 gd_43
05 gd_44
HOS gd 30
04 gd_43
04 gd_44
c3 gd 34
c7 gd_34
06 gd_43
06 gd_44
HO4 gd_30
c2 gd_34
c2 gd 43
c2 gd 44
06 gd_43
06 gd_44
02 gd 43
02 gd_44
HO7 gd_30
06 gd 5
06 gd_37
08 gd_43
08 gd_44
08 gd 18
HO8 gd_30
09 gd_43
09 gd 44
09 gd_18
HO9 gd_30
c3 gd_40
c2 gd 29
Cc3 gd_29
HO2 gd 2
HO2 gd 32



o-KDN5Me

[ KDNM ]

[ atoms ] HO8 08 Cc8 ga 12
C5 CH1  0.23200 0 o8 c8 C7T ga 9
05 OB  -0.36000 0 08 c8 o) ga 9

C54  CH3 0.23200 0 c7 c8 Cc9 ga 8
c4  CcH1 0.23200 1 09 c9 c8 ga 9
04 OB  -0.64200 1 -

HO4 H 0.41000 1 ng 82 gg ga—ig
c7  CcH1 0.23200 2 ga_

07 OA -0.64200 2 c3 c2 06 ga_9

HO7 H  0.41000 2 c3 c2 02 ga_9
c8  CH1 0.23200 3 06 c2 02 ga_9
08 OB  -0.64200 3 06 c2 c1 ga_9

HO8 H 0.41000 3 02 c2 c1 ga 9
C9  CH2 0.23200 4 c2 02  HO2 ga_12
09 OB  -0.64200 4 01A cl1 O0lB ga 38

HO9 H 0.41000 4 o1 c1 c2 ga 22
c6  CH1 0.37600 5 -

06 OB  -0.48000 5 Oég g; Si g:_gz
c2  CcH1 0.23200 5 ) -
02 OA  -0.53800 5 [ impropers ]

HO2 H 0.41000 5 ; ai aj ak al gromos type
C3 CH2  0.00000 5 cs o6 Cc7T  Cé gi 2
c1 c 0.36000 6 C5 04 c3 c4 gi 2

O1A 0O -0.68000 6 c2 06 02 Cc3 gi 2

01B OB  -0.68000 6 c3 06 c1 c2 gi 2

[ bonds ] cl 0la O1B c2 gi 1l
c5 05 gb_20 [ dihedrals ]
05  C5A gb_20 ;ai aj ak al gromos type
C5 c4 gb_26 cé (o} c4 05 gd 43
c5 Cé gb_26 cé c5 c4 05 gd 44
c4 04 gb_20 c3 c4 cs 05 gd_43
c4 c3 gb_26 c3 c4 cs 05 gd_44
gg Hgg 92_36 c4 cs 05 C52 gd 29
9o_ c6 C5 c4 04 gd 43
c7 cé gb 26 _
— cé6 cs c4 04 gd 44
c7 07 gb 20 -
o1 o7 gb71 cé cs c4 c3 gd_34
o7 cs gb_26 c4 Cc5 Cé c7 gd 34
— c4 cs (ol 06 gd 43
c8 08 gb 20 —
o8  BOS gb71 c4 cs cé 06 gd_44
oo s gb 26 c3 c4 04  HO4 gd_30
c9 09 gb_20 cs5 c4 c3 c2 gd 34
09  HO9 gb 1 04 c4 c3 c2 gd 43
c6 06 gb 20 04 c4 c3 c2 gd_44
06 c2 gb_20 c4 c3 c2 06 gd 43
c2 02 gb_20 c4 Cc3 Cc2 06 gd_44
02  HO2 gb 1 c4 c3 c2 02 gd 43
cl  Ola gb 6 c4 c3 c2 02 gd_44
cl OlB gb 6 cé c7 07  HO7 gd_30
c1 c2 gb_26 07 c7 (ol 06 gd 5
[ angles ] 07 c7 cé 06 gd_37
;oai aj ak  gromos type cé c7 c8 08 gd 43
c4 C5 05 ga_9 (ol c7 c8 08 gd 44
cs c6 05 ga 9 07 c7 8 08 gd_18

C5A 05 C5 ga_10 c7 c8 08  HO8 gd_30
c4 €5 ceé ga_8 c7 (of c9 09 gd_43
cs ¢4 04 ga_9 c7  c8 ¢y 09 gd_44
cs c4 c3 ga_8 08 c8 c9 09 gd 18
04 c4 C3 ga_9 c8 c9 09  HOY gd 30
C4 04 HO4 ga 12 ola ¢l c2 c3 gd_40
Cc4 Cc3 c2 ga_8 C5 cé 06 Cc2 gd 29
C5 Ccé c7 ga_8 cé 06 c2 c3 gd 29
C5 Cé 06 ga_9 06 c2 02 HO2 gd 2
c7 cé 06 ga 9 06 c2 02  HO2 gd_32

HO7 07 c7 ga_12 [ exclusions ]

07 c7 Cé ga_9 HO2 06
07 c7 c8 ga_9
Cé c7 Cc8 ga_8




[ NEUP ]

[ atoms ]
C5 CH1
N5 N

HNS H
C5A C
O5A [¢]
CSB CH3
c4 CH1
04 oA
HO4 H
c7 CH1
o7 oA
HO7 H
c8 CH1
o8 (02:%
HO8 H
c9 CH2
09 oA
P9 P

OP9A oA

OP9B oM

OP9C OM
cé CH1
06 oA
c2 CH1
02 oA

HO2 H
c3 CH2
Cl C

ola o}

O1lB OA

[ bonds ]
Cc5 N5
N5 HNS
N5 C5A

C5A O5A
C5A CS5B
Cc5 c4
Cc5 cé
c4 04
c4 Cc3
04 HO4
c3 c2
c7 cé
c7 o7
o7 HO7
c7 c8
c8 08
08 HO8
c9 c8
co9 09
09 P9
P9 OPY9A
P9 OP9B
P9 OP9C
cé 06
06 c2
c2 02
02 HO2
Cl ola
Cl OlB
Cl c2

[ angles ]

; ai aj
Ccé Cc5
N5 C5
c5 N5
c5 N5

HN5 N5
N5 Cc5a
NS C5A

O5A C5A
c4 C5
c5 c4
c5 c4
04 c4
c4 04
c4 Cc3
c5 Cé
c5 Cé
c7 cé
HO7 o7
o7 c7
o7 c7
Cc6 c7

.00000
.28000
.28000
.38000
.38000
.00000
.23200
.64200
.41000
.23200
.64200
.41000
.23200
. 64200
.41000
.17600
.36000
. 70000
.36000
.63600
.63600
.37600
.48000
.23200
.53800
. 41000
.00000
.36000
.68000
. 68000

AU U UOU B BB BB BWWWNNNREFERPOOODO OO

gb 21

gb

2

gb_10

gb

gb

gb

gb

gb

5

gb_16

26

26

24

gb_20

20

gb_20
gb_1

gb

6

gb_6
gb_26

ak
N5
c4
HNS
C5A
CSA
OSA
C5B
C5B

gromos type
ga_15
ga_15
ga 18
ga 31
ga_32
ga 33
ga_19
ga_30
ga_8
ga 9
ga 8
ga_ 9
ga 12
ga:8
ga_8
ga_9
ga 9
ga:12
ga 9
ga_9
ga:8

o-Neu5Ac9P

HO8 08
08 c8
08 c8
c7 c8
09 [o3°]
c9 09
09 P9
09 P9
09 P9

OP9A P9
OP9A P9
OP9B P9
cé 06
Cc3 c2
c3 c2
06 c2
06 c2
02 c2
c2 02

OlAa Ccl

ola Ccl

01B Ccl
c3 c2

[ impropers
; ai aj
N5 C5Aa

C5Aa C5B
Cc5 06
c5 04
C5 N5
c2 06
c3 06
Ccl ola

[ dihedrals
; oail aj

Cc3 c4
c7 Ccé
04 c4
06 cé
c4 Cc5
C5 N5
cé Cc5
Ccé C5
cé Cc5
c4 Cc5
cé Cc5
c4 C5
Cc3 c4
Cc5 c4
04 c4
04 c4
cé Cc3
cé Cc3
c4 Cc3
c4 Cc3
Ccé c7
07 c7
07 c7
Ccé c7
Ccé c7
o7 c7
c7 c8
c7 c8
c7 c8
08 c8
c8 c9
Cc9 09
c9 09

0la cl

C5 cé
Ccé 06
06 c2
06 c2

c8
c7
co
c9
c8
P9
OP9A
OP9B
OPSC
OP9B
OP9C
OP9C
c2
06
02
02
Cl
Ccl
HO2
O1lB
c2
c2
Cl

ak
C5B
N5
c7
c3
c4
02
Cl
O1lB

ak
c5
c5
c5
c5
NS
C5a
c4
c4
cé
Ccé
Ccé
cé
04
c3
c3
c3
c2
c2
c2
c2
07
Ccé
Ccé
c8
c8
c8
08
c9
c9
c9
09
P9
P9
c2
06
c2
02
02

[ exclusions ]

HO2

06

ga_12
ga_9
ga_9
ga_8
ga_9
ga_26
ga_5
ga_l4
ga_14
ga_l4
ga_14
ga_29
ga_10
ga_ 9
ga_9
ga_9
ga 9
ga_9
ga_12
ga_38
ga_22
ga_22
ga_8

al gromos type

HNS5
O5A
Ccé
c4
Ccé
Cc3
c2
c2

al gromos type

N5
N5
N5
NS
C5Aa
C5B
04
04
Cc3
c7
06
06
HO4
c2
c2
c2
06
06
02
02
HO7
06
06
08
08
08
HO8
09
09
09
P9
OP9A
OP9A
Cc3
c2
Cc3
HO2
HO2

gi 1
gi 1
gi 2
gi 2
gi 2
gi 2
gi 2
gi 1

gd 16
gd_16
gd_17
gd 18
gd 39
gd_14
gd 43
gd 44
gd_34
gd_34
gd 43
gd_44
gd_30
gd_34
gd 43
gd 44
gd_43
gd 44
gd_43
gd_44
gd 30
gd 5

gd 37
gd_43
gd_44
gd 18
gd_30
gd_43
gd_44
gd_18
gd_29
gd 19
gd 22
gd_40
gd 29
gd_29
gd 2
gd_32



[ NEUS ]

[ atoms ]
Cc5 CH1
N5 N

HNS H
C5a C
O5a o]
C5B CH3
c4 CH1
04 OA
HO4 H
c7 CH1
o7 OA
HO7 H
c8 CH1
08 OA
S8 S

0S8A oM

0S8B oM
0s8cC OM
c9 CH1
09 oA
HO9 H
(o] CH1
06 OA
c2 CH1
02 OA
HO2 H
Cc3 CH2
Ccl C
ola (o]
0O1B OA

[ bonds ]
Cc5 N5
N5 HNS
N5 C5a

C5A 57
C5A C5B
Cc5 c4
Cc5 Ccé
c4 04
c4 c3
04 HO4
Cc3 c2
c7 cé
c7 o7
o7 HO7
c7 c8
c8 08
08 S8
S8 0S8A
S8 0S8B
S8 0S8C
c9 c8
c9 09
09 HO9
cé 06
06 c2
c2 02
02 HO2
Ccl ola
Cl 0OlB
cl c2

[ angles ]

; ai aj
Ccé C5
N5 C5
C5 N5
C5 N5

HNS5 N5
N5 C5A
N5 C5A

O5A C5A
c4 C5
C5 c4
C5 c4
04 c4
c4 04
c4 Cc3
C5 Cé

-0.

.00000
.28000
.28000
.38000
.38000
.00000
.23200
.64200
.41000
.23200
.64200
.41000
.23200
.36000
.03300
.63500
.63500
.63500
.23200
.64200
.41000
.37600

.23200
.53800
.41000
.00000
.36000
. 68000
. 68000

48000

OO U OB B BRBWWWWWWNNNRERE,RFRFOOOOOO

gb_21
gb 2

gb_10
gb_5

gb_16
gb_26
gb_26
gb_20
gb_26
gb_1

gb_26
gb_26
gb_20
gb_1

gb 26
gb_20
gb_28
gb_25
gb_25
gb_25
gb 26
gb_20
gb_1

gb_20
gb_20
gb_20
gb_1

gb_6

gb_6

gb_26

ak
N5
c4
HNS
CSA
CSA
O5A
C5SB
CS5SB
cé
04
c3
c3
HO4
c2
c7

gromos type
ga_15
ga_15
ga_18
ga_31
ga 32
ga:33
ga_19
ga_30
ga 8
ga:9
ga_8
ga 9
ga:12
ga_8
ga_8

o-Neu5Ac8S

c5 cé 06
c7 Ccé 06
HO7 07 c7
o7 Cc7 Ccé
o7 c7 c8
cé c7 c8
c8 08 s8
08 S8 0S8Aa
08 S8 0S8B
08 S8 0S8C
0S8a S8 0S8B
0s8a S8 0S8C
0S8B S8 0S8C
08 c8 c7
08 c8 c9
c7 c8 c9
09 c9 c8
HO9 09 Cc9
cé 06 c2
c3 c2 06
c3 c2 02
06 c2 02
06 c2 Cl
02 c2 cl
Cc2 02 HO2
ola Ccl 01B
ola cl c2
01B cl c2
c3 c2 cl

[ impropers ]
; ai aj ak
N5 C5A C5B
C5Aa C5B N5
Cc5 06 c7
Cc5 04 c3
(o) N5 c4
c2 06 02
Cc3 06 cl
Ccl ola 01B

[ dihedrals ]
;oai aj ak
c3 c4 c5
c7 Cé c5
04 c4 c5
06 Ccé c5
c4 Cc5 N5
c5 N5 C5a
(o) Cc5 c4
Ccé Cc5 c4
Ccé Cc5 c4

c4 Cc5S cé
c4 CcS cé
c4 Cc5 cé
c3 c4 04
c5 c4 c3
04 cé Cc3
04 cé Cc3
c4 c3 c2
c4 c3 c2
c4 c3 c2
c4 c3 c2
Ccé c7 o7
07 c7 Ccé
07 c7 cé
cé c7 c8
(o) c7 c8
07 c7 c8
c8 08 S8
c8 08 S8
c7 c8 08
c7 c8 c9
c7 c8 c9
08 c8 c9
c8 c9 09
ola Ccl c2
c5 cé 06
cé 06 c2
06 c2 02
06 c2 02
[ exclusions ]
HO2 06

ga_9
ga 9
ga_12
ga_9
ga_9
ga_8
ga 21
ga_14
ga 14
ga_14
ga_29
ga_29
ga_29
ga_9
ga_9
ga_8
ga_9
ga_12
ga_10
ga_9
ga_9
ga_9
ga_ 9
ga_9
ga_12
ga_38
ga_22
ga_22
ga 8
al gromos type
HNS gi 1
O5A gi 1
Ccé gi 2
c4 gi 2
o3 gi 2
c3 gi_ 2
c2 gi 2
c2 ai 1
al gromos type
N5 gd 16
NS gd_16
N5 gd 17
N5 gd 18
C5a gd_39
C5SB gd_14
04 gd_43
04 gd_44
c3 gd_34
c? gd_34
06 gd_43
06 gd_44
HO4 gd_30
c2 gd_34
c2 gd 43
c2 gd_44
06 gd_43
06 gd_44
02 gd_43
02 gd_44
HO7 gd_ 30
06 gd_5
06 gd_37
08 gd_43
08 gd_44
08 gd 18
0S8A gd_19
0S8A gd 22
S8 gd_24
09 gd_43
09 gd_44
09 gd_18
HO9 gd_30
c3 gd_40
c2 gd_29
c3 gd_29
HO2 gd 2
HO2 gd 32



Neu5Aco(2— 3)Gal

[ NEUN ]
: e ]cm 0.00000 0 08 cs 7 ga_9d
N5 N -0.28000 0 08 c8 Cc9 ga_9
HNS H 0.28000 0 c7 c8 c9 ga_8
c5a  C 0.38000 0 09 c9 c8 ga_9
052 O -0.38000 0 HO9 09 c9 ga_ 12
C5B CH3  0.00000 0 cé6 06 c2 ga_10
c4 CH1  0.23200 1 c3 c2 06 ga 9
04 OA -0.64200 1 c3 c2 +03 ga_lo
Ho4 A 0.41000 1 C2  +03  +C3 ga 10
c7 CH1  0.23200 2 —
07 oA  -0.64200 2 06 cz  +03 ga_10
HO7 H 0.41000 2 06 c2 cl ga_9
cs CH1  0.23200 3 HO1 ~ OlA Cl ga_1l12
08 OA  -0.64200 3 01Aa cl 01B ga_38
HO8  H 0.41000 3 01A c1 c2 ga 22
c9 CH2 0.23200 4 01B Cc1l c2 ga 22
09 OA  -0.64200 4 c3 c2 c1 ga 8
HO9 H 0.41000 4 [ impropers ] —
cé6 CH1  0.37600 5 - >
06 oA ~0.48000 5 ; ai aj ak al gromos type
c2 CH1  0.23200 5 N5 C5A C5B  HNS gi 1
c3 CH2  0.00000 5 C5A  C5B N5  O5A gi 1
c1 c 0.33000 6 cs 06 c7 cé6 gi 2
0l1A © -0.45000 6 cs 04 c3 ca gi 2
0O1lB OA -0.28800 6 c5 N5 c4 cé6 gi_z
: bHOcll ]H 0.40800 6 c3 06 c1 c2 gi 2
onas «
c5 N5 gb 21 <;1 OlA 01B c2 gi 1
N5 HNS gb 2 [ dihedrals ]
N5 C5A gb_10 ; ai aj ak al gromos type
C5A  0O5A gb_5 c3 c4 c5 N5 gd 16
C5a C5B gb_16 Cc7 [o]3) Cc5 N5 gd_16
¢ c4 gb 26 o4 c4 C5 N5 gd_17
c>  Ccé  gb 26 06 C6 C5 N5 gd 18
c4 04 gb 20 —
ca c3 gb 26 c4 Cc5 N5 C5A gd_39
04 HO4 gb 1 C5 N5 C5A C5B gd_14
c3 c2 gb_26 Cé6 cs c4 04 gd 43
c7  C6  gb 26 cé cs c4 04 gd 44
c7 07  gb 20 cé c5 c4 c3 gd 34
83 Hg; gg—; ; c3 c4 04 HO4 gd_30
— Cc3 Cc2 +03 +C3 gd 29
cs 08 gb 20 -
o8  HOS gb 1 c5 ca c3 c2 gd 34
co 09 gb 20 04 c4 C3 Cc2 gd_44
09  HO9 gb 1 c4 c3 C2 06 gd_43
cé 06 gb_20 c4 c3 c2 06 gd_44
06 c2 gb 20 cé c7 07  HO7 gd_30
0l1A  HO1 gb 1 07 c7 Cé6 06 gd 5
Cl ola  gb 6 07 c7 cé 06 gd_37
ClL 0lB  gb 5 Ccé c7 cs 08 gd 43
cL cz  gb 26 cé6 c7 c8 08 gd_44
: agéles“]” gb_20 07 c7 s 08 gd 18
. al 23 ak  gromos type c7 c8 08  HO8 gd_30
N5 cs c4 ga 15 c7 Cc8 Cc9 09 gd_44
c5 N5 HNS ga_18 08 cs c9 09 gd_18
c5 N5 C5A ga 31 c2 Cl OlA HO1 gd_30
HN5 N5  C5A ga_32 Cc1l c2 +03 +C3 gd 29
N5 C5A  O5A ga_33 012 c1 c2 c3 gd_40
N5 C5A  C3B ga_19 c8 co 09  HO9 gd 30
O5A C5A  C5B ga_30 o5 ce 06 o2 gd 29
c4 C5 (619 ga 8 —
cs ca 04 ga_9 Ccée 06 Cc2 C3 gd_29
c5 c4 c3 ga 8
04 ca c3 ga_9
c4 04 HO4 ga 12
c4 c3 c2 ga_8
Cc5 C6 c7 ga 8
c5 cé 06 ga 9
c7 cé 06 ga_9
HO7 07 c7 ga 12
07 c7 cé ga_9
07 c7 C8 ga 9
cé c7 c8 ga 8
HO8 08 cs ga 12




[

HBLD ]
[ atoms
c4
04
HO4
C3
03
c2
02
HO2
Ccé6
06
HO6
C5
05
Cl
0ol
HO1l
[ bonds
c4
04
c4
c4
C3
C3
03
c2
c2
02
cé6
cé6
06
Cc5
05
Cc1
01l
[ angle
ai
HO4
04
04
C3
c4
c4
03
C3
Cc3
Cc3
02
c2
06
cé6
c4
c4
cé6
Cc5
c2
c2
05
Cc1

]
CH1
OA
H
CH1
OA
CH1
OA
H
CH2
OA
H
CH1
OA
CH1
OA
H
]
04
HO4
c3
c5
03
c2
HO3
02
c1
HO2
06
c5
HO6
05
c1
01
HO1
s ]
aj
04
c4
c4
c4
c3
c3
c3
(o
c2
03
(o
02
(of3
06
c5
c5
c5
05
c1
c1
c1
01

0.23200 0
-0.64200 0
0.41000 0
0.23200 1
-0.36000 1
0.23200 2
-0.64200 2
0.41000 2
0.23200 3
-0.64200 3
0.41000 3
0.37600 4
-0.48000 4
0.23200 4
-0.53800 4
0.41000 4
gb_20
gb 1
gb_26
gb_26
gb_20
gb 26
gb 1
gb_20
gb_ 26
gb 1
gb 20
gb_26
gb 1
gb_20
gb 20
gb 20
gb 1
ak gromos type
c4 ga_ 12
C3 ga_ 9
C5 ga_9
C5 ga_8
03 ga_ 9
c2 ga_ 8
c2 ga_ 9
02 ga_9
Cl ga_ 8
c2 ga_ 10
Cl ga_9
HO2 ga_12
C5 ga_ 9
HO6 ga_12
Cé6 ga_ 8
05 ga_9
05 ga_9
Cl ga_ 10
05 ga_9
0ol ga_9
o1 ga_ 9
HOl ga_ 12

Neu5Aco(2— 3)Gal

[ impropers ]
; ai aj
c4 Cé6
c3 03
c4 04
Cc1 C3
c2 05
[ dihedrals
ai aj
HO4 04
04 c4
04 c4
04 c4
C5 c4
C5 c4
C5 c4
04 c4
04 c4
c3 c4
c3 c4
c3 c4
c4 C3
c4 C3
c4 Cc3
03 Cc3
03 C3
03 C3
Ccl Cc2
c3 Cc2
Cc3 Cc2
c3 Cc2
c3 Cc2
02 Cc2
c2 C3
02 Cc2
C5 Cé
06 Cé6
06 Cé6
06 Ccé6
c4 C5
C5 05
05 cl
05 Cc1l
[ exclusions
HO1l 05

]

ak
05
Cc2
C3
02
o1

ak
Cc4
Cc3
c3
c3
c3
c3
c3
c5
Cc5
c5
c5
c5
c2
Cc2
Cc2
c2
Cc2
Cc2
02
C1
Cl
Ccl
Cc1l
Cl
03
c3
06
c5
Cc5
Cc5
05
Ccl
01
01l

al

c4
C5
c2
C1

al
c3
03
c2
c2
03
03
C2
Ccé6
Cc6
Cc6
05
05
02
02
Cl
02
Cl
Cl
HO2
05
05
01l
01
0l
C2
03
HO6
c4
05
05
Cl
c2
HO1
HO1

gromos type
gi 2
gi 2
gi 2
gi 2
gi 2

gromos type

gd_30
gd_18
gd_ 47
gd_48
gd_ 47
gd_48
gd_34
gd_47
gd_48
gd_34
gd_47
gd_48
gd_47
gd_48
gd_34
gd_18
gd_47
gd_48
gd_30
gd_47
gd_48
gd_ 47
gd_48
gd_18
gd 29
gd_35
gd_30
gd 1

gd 46
gd_35
gd 29
gd_ 29
gd 2

gd_32



[ NEUN ]
[ atoms
c5
N5
HNS
C5A
05A
C5B
o/
04
HO4
c7
o7
HO7
c8
08
HO8
c9
09
HO9
cé

o
o
=3
Q.
[7)

]
CH1
N
H
o
¢}
CH3
CH1

CH1

CH1

CH2

CH1

CH1

.40800
.28000
.28000
.38000
.38000
.00000
.23200
.64200
.41000
.23200
.64200
.41000
.23200
.64200
.41000
.23200
.64200
.41000
.37600
.48000
.23200
.53800
.00000
.33000
.45000
.28800

WO IO UE S DWWWNNNHRR,ROOOOOO

gb_21
gb_2

gb 10
gb_5

gb_16
gb_26
gb 26
gb_20
gb 26
gb 1

gb_26
gb_26
gb_20
gb_1

gb 26
gb_20
gb_1

gb_26
gb_20
gb_1

gb_20
gb_20
gb_20
gb_20
gb 6

gb 6

gb_26

ak
N5
c4
HNS
C5A
C5A
052
C5B

gromos type
ga_15
ga_15
ga_18
ga_31
ga_32
ga_33
ga_19
ga_30
ga_8
ga_9
ga_8
ga_9
ga_12
ga_8
ga_8
ga_9
ga_9
ga_12

NeuS5Aco(2—4)Gal

o7 c7
07 c7
cé c7
HO8 08
08 c8
08 C8
c7 c8
09 Cc9
HO9 09
Cé 06
c3 c2
06 Cc2
06 Cc2
02 Cc2
02 Cc2
c2 02
02 +C4
02 +C4
0lA Cl
OlA Cl
01B Cl
Cc3 Cc2
[ impropers
; oai aj
N5 C5A
C5A C5B
C5 06
c5 04
C5 N5
c2 06
c3 06
Cl OlA
[ dihedrals
; ai aj
C3 c4
c7 c6
04 c4
06 cé6
c4 C5
C5 N5
Cé C5
Cé C5
C6 C5
c3 c4
c5 c4
04 c4
04 c4
c4 C3
c4 C3
c4 C3
c4 C3
13 c7
o7 Cc7
07 c7
[o13 c7
C6 c7
o7 c7
c7 Cc8
c7 C8
Cc7 C8
08 c8
Cl Cc2
c2 02
c2 02
OlA C1
C8 C9
c5 cé6
c6 06

Cé6
C8
C8
Cc8
c7
c9
c9
C8
Cc9
c2
06
Cl
02
Cl
Cc3
+C4
+C5
+C3
01B
c2
c2
cl

ak
C5B
N5
c7
c3
c4
02
C1
0O1B

ga 9
ga 9
ga_8
ga_12
ga 9
ga_9
ga_ 8
ga_9
ga_12
ga_ 10
ga_9
ga_ 9
ga_ 38
ga_ 9
ga 9
ga 9
ga_9
ga 9
ga_38
ga_22
ga 22
ga_ 8

al gromos type

HN5
O5A
Co6
c4
Cé
Cc3
c2
c2

al gromos type

gi 1
gi 1l
gi 2
gi 2
gi 2
gi 2
gi 2
gi 1

gd_16
gd 16
gd_17
gd_18
gd_39
gd_14
gd 43
gd_44

gd 34

gd_30

gd 34

gd_43
gd_44
gd_43
gd_44
gd_43
gd_44
gd_30
gd 5

gd 37
gd_43
gd_44
gd_18
gd_30
gd_43
gd_44
gd_18
gd_29
gd 29
gd_29
gd_40
gd_30
gd_29
gd_29



[ HBLD ]

[ atoms ]
c4 CH1
C3 CH1
03 OA

HO3 H
c2 CH1
02 OA

HO2 H
Ccé CH2
06 OA

HO6 H
Cc5 CH1
05 OA
Cl CH1
01 OA

HO1l H

[ bonds ]
c4 C3
c4 Cc5
c3 03
Cc3 c2
03 HO3
Cc2 02
c2 C1
02 HO2
Cc6 06
Ccé C5
c4d +02
06 HO6
c5 05
05 C1
cl 01l
01 HO1
angles ]
ai aj
Cc3 Cc4
Cc4 C3
C5 c4
Cc3 c4
o C3
03 C3
c3 03
C3 C2
c3 c2
02 C2
c2 02
06 cé
cé6 06
c4 Cc5
c4 Cc5
cé6 C5
c5 05
c2 Cc1
c2 C1l
05 C1l
Ccl 01

0.23200
0.23200

-0.36
0.41

0.23200
-0.64200

0.41

0.23200
-0.64200

0.41
0.37
-0.48

0.23200

-0.53
0.41

gb 26
gb 26
gb 20
gb_26
gb 1
gb 20
gb_26
gb 1

gb 20
gb_26
gb_ 20
gb 1

gb 20
gb 20
gb 20
gb 1

ak
C5
03
+02
+02
Cc2
Cc2
HO3
02
Cl
Cl
HO2
c5
HO6
Ccé6
05
05
Ccl
05
01
01
HO1

000
000

000

000
600
000

800
000

OO s s WWWNNNRFRE-O

gromos type
ga 8
ga 9
ga 9
ga 9
ga_ 8
ga 9
ga_12
ga_9
ga_8
ga_9
ga_12
ga_ 9
ga_12
ga_8
ga_9
ga_ 9
ga_10
ga_9
ga 9
ga 9
ga:12

Neu5Aco(2—4)Gal

[ impropers ]

ai aj
c4 Cc6
Cc3 03
Cl C3
C2 05
[ dihedrals ]
;ai aj
Cc5 c4
C5 c4a
c5 c4
Cc3 c4
C3 ca
C3 ca
C2 C3
c4 C3
c4 Cc3
c4 C3
03 C3
03 Cc3
03 C3
Ccl c2
Cc3 C2
Cc3 C2
C3 c2
Cc3 c2
02 c2
C2 C3
02 c2
c5 c4
Cc3 c4
05 Cc5
C5 Cc6
06 Cc6
06 Cc6
06 Cc6
c4 C5
C5 05
05 Cl
05 C1l

ak
05
Cc2
02
01

ak
C3
C3
C3
C5
Cc5
Cc5
03
Cc2
c2
Cc2
Cc2
Cc2
Cc2
02
Cl
Cl
Cl
Cl
Cl
03
C3
+02
+02
c4
06
C5
C5
Cc5
05
Cl
01
0l

[ exclusions ]

HO1

05

al
c5
c4
c2
Cc1l

al
03
03
c2
Cé
05
05
HO3
02
02
Cl
02
Ccl
Cl
HO2
05
05
01
01
01
Cc2
03
+C2
+C2
+02
HO6
c4
05
05
C1l
c2
HO1l
HO1

gromos type
gi 2
gi 2
gi 2
gi 2

gromos type

gd_47
gd_48
gd 34
gd 34
gd_47
gd_48
gd_30
gd_47
gd_48
gd_34
gd 18
gd 47
gd_48
gd_30
gd_47
gd_48
gd_47
gd_48
gd 18
gd_29
gd_35
gd_48
gd_48
gd_48
gd_30
gd 1

gd 46
gd_35
gd_29
gd_29
gd_2

gd 32



Neu5Aco(2—6)Gal

[ NEUN ]
[ atoms ] 08 Cc8 c7 ga 9
c5 CH1 0.00000 0 o8 c8 c9 ga_9
NS N -0.28000 0 c7 c8 co ga 8
HN5 H 0.28000 0 09 c9 cs ga 9
Csa o 0.38000 0 HO9 09 co ga 12
05A 0 -0.38000 0 cé 06 c2 ga_10
CS5B  CH3 0.00000 0 c3 c2 06 ga_9
c4  CH1 0.23200 1 06 c2 c1 ga_9
04 OA  -0.64200 1 ce cz2 02 ga_38
HO4 H  0.41000 1 oz ¢z 3 ga_9
c7 cH1 0.23200 2 02 cz cCl ga_9
07  O0n  -0.64200 2 €6 02 C2 9a_9
HOT H  0.41000 2 6 02 C2 9a_22
c8 CHL  0.23200 3 02 +C6  +C5 9a_?
08  OA -0.64200 3 Ol  Cl  01B ga_38
HOB H  0.41000 3 ola €1 ¢ ga_22
C9  CH2  0.23200 4 ol clc2 ga_22
09  OA -0.64200 4 ezl ga_8
HO9 H 0.41000 4 F lzgropezi ] ak al gromos type
co R )iend i N5 C5A CS5B HNS  gi_l
C5A  C5B N5 052 gi 1
c2  CH1 0.46800 6 =
cs 06 c7 c6 gi 2
02 OA  -0.53800 6 s 04 o3 ca o
c3 CH2 0.68000 7 91
CS N5 c4 Ccé gi_ 2
c1 o 0.68000 8 o2 06 02 c3 gi 2
01la (0] -0.68000 8 c3 06 c1 c2 gi_2
: gi‘:ds ]OA 0.68000 8 cl ola O0lB C2 gi_1
cs N5 gb 21 [ dihedrals ]
. s gb_2 ;o oai aj ak al gromos type
R 210 c3 c4 cs N5 gd_16
o o s c7 c6 cs N5 gd_16
e, o 04 c4 cs N5 gd_17
o 5 e 06 cé cs N5 gd 18
_ ca cs N5  C5a gd_39
5 cé gb_26 C5 N5 CS5A CS5B gd_14
c4 04 gb_20 cé cs c4 04 gd_43
c4 c3 gb_26 cé (o c4 04 gd 44
04  HO4 gb_1 cé cs c4 c3 gd_34
c3 c2 gb_26 c3 c4 04  HO4 gd 30
c7 cé gb_26 c5 c4 c3 c2 gd 34
c7 07 gb_20 04 c4 c3 c2 gd 43
07  HO7 gb_1 04 c4 c3 c2 gd 44
c7 c8 gb_26 c4 c3 c2 06 gd 43
c8 08 gb_20 c4 c3 c2 06 gd 44
08  HO8 gb_1 c4 c3 c2 02 gd 43
c9 c8 gb 26 ca c3  c2 02 gd_44
c9 03 gb_20 c6  C7 07  HOT gd 30
09 HO9  gb 1 07 C7 C6 06 gd 5
cé 06 gb 20 07 C7 c6 06 gd_37
06 c2 gb 20 cé c7 c8 08 gd 43
c2 02 gb 20 c6 c7 c8 08 gd 44
02  +C6 gd_20 07 c7 of: 08 gd_18
Cl ola gb_6 c7 c8 08  HO8 gd 30
cl  01B gb_6 c7 c8 c9 09 gd 43
c1 c2 gb_26 c7 c8 c9 09 gd_44
[ angles ] 08 Cc8 C9 09 gd_18
;ooai aj ak  gromos type c1 c2 02  +C6 gd_29
;g gg gi 32‘12 06  C2 02  +C6 gd_44
s N e e c2 02 4C6  +C5 gd_29
e Ne cen o ola  c1 c2 c3 gd_40
HNS N5 C5a ga 32 c8 c9 09  HO9 gd_30
NS CS5A OSA ga_ 33 ©ce o 2 9d_29
N5 CS5A CSB ga 19 cé 06 G2 3 9d_29
O5A C5A CSB ga 30
ca CS Cé ga_8
C5 c4 04 ga_9
C5 c4 c3 ga 8
04 c4 c3 ga 9
c4 04 HO4 ga_12
c4 Cc3 c2 ga 8
cs cé c7 ga_8
C5 Ccé 06 ga_9
c7 cé 06 ga 9
HO7 07 c7 ga 12
07 c7 cé ga_ 9
07 c7 c8 ga 9
(ol c7 c8 ga_8

HO8 08 c8 ga_12



[ HBLD ]

[ atoms
c4 CH1
04 OA

HO4 H
Cc3 CH1
03 OA

HO3 H
c2 CH1
02 OA

HO2 H
Ccé CH2
C5 CH1
05 OA
Cl CH1
ol OA

HO1 H

[ bonds ]
c4 04
04 HO4

1 Cc3

4 C5
Cc3 03
Cc3 Cc2
3 HO3
c2 02
c2 Ccl
02 HO2
(of3) C5
Ccé +02
Cc5 05
05 Ccl
Cc1l 01
0l HO1

[ angles ]
; ai aj

HO4 04
04 c4
04 c4
C3 c4
c4 Cc3
C5 cé
Cé +02
c4 Cc3
03 Cc3
C3 03
C3 c2
Cc3 c2
02 c2
c2 02

0.23200 0
-0.64200 0
0.41000 0
0.23200 1
-0.36000 1
0.41000 1
0.23200 2
-0.64200 2
0.41000 2
0.23200 3
0.37600 4
-0.48000 <
0.23200 4
-0.53800 4
0.41000 <
gb_20

gb_1

gb 26

gb_26

gb_20

gb_26

gb 1

gb_20

gb_26

gb 1

gb 26

gb_20

gb_20

gb_20

gb_20

gb 1

ak gromos type
C4 ga_12
Cc3 ga_ 9

C5 ga 9

C5 ga 8

03 ga 9

+02 ga_ 9

+C2 ga_10
c2 ga_8

c2 ga 9

HO3 ga_12
02 ga 9

Cl ga_8

Cl ga 9

HO2 ga_ 12

Neu5Aco(2—6)Gal

c4 Cc5 Ccé
cé C5 05
Ccé Cc5 05
C5 05 Ccl
c2 cl 05
c2 Ccl 0ol
05 cl o1l
Ccl 01 HO1
[ impropers ]
ai aj ak
cé cé 05
c3 03 c2
c4 04 Cc3
Cc1 c3 02
c2 05 (o2

[ dihedrals ]

ai aj ak
HO4 04 c4
04 c4 Cc3
04 c4 Cc3
04 c4 Cc3
Cc5 c4 Cc3
C5 cé Cc3
Cc5 c4 Cc3
04 c4 C5
04 c4 Cc5
Cc3 c4 C5
Cc3 c4 C5
Cc3 c4 Cc5
c2 c3 03
c4 c3 c2
c4 c3 c2
c4 c3 c2
03 c3 c2
03 c3 c2
03 c3 c2
Cl c2 02
Cc3 c2 cl
C3 c2 Ccl
Cc3 c2 cl
Cc3 c2 cl
02 c2 cl
Cc2 Cc3 03
02 c2 Cc3
C5 Ccé +02
05 Cc5 Ccé
c4 C5 Ccé
+06 +C2 +02
c4 Cc5 05
Cc5 05 cl
05 cl 01
05 Cc1 0l
[ exclusions ]
HO1 05

ga_8
ga 9
ga 9
ga_1
ga_ 9
ga_9
ga 9
ga_1

al
Cc5
c4
C5
c2
c1l

al
c3
03
c2
c2
03
03
c2
cée
cée
Cé
05
05
HO3
02
02
c1l
02
Ccl
c1
HO2
05
05
01
01
01
c2
03
+C2
+02
+02
(o1
cl
Cc2
HO1
HO1

0

2

gromos type
gi 2
gi 2
gi 2
gi 2
gi 2

gromos type
gd_30
gd 18
gd_47
gd_48
gd_47
gd_48
gd_34
gd_47
gd_48
gd_34
gd 47
gd_48
gd_30
gd_47
gd_48
gd_34
gd_18
gd 47
gd_48
gd_30
gd_47
gd_48
gd_47
gd_48
gd_18
gd_29
gd_35
gd_48
gd_48
gd_48
gd_18
gd_29
gd_29
gd 2
gd_32



Neu5Aco(2—8)Neu5Ac

[ NEUN ] HO9 09 co9 ga 12
[ atoms ] cé6 06 c2 ga_ 10
c5  CH1 0.61400 0 c3 c2 06 ga_9
N5 N -0.28000 0 06 c2 c1 ga_9
HN5 H 0.28000 0 06 c2  +08 ga_38
c5a c 0.38000 0 +08 c2 c1 ga_9
05A 0 -0.38000 0 c2  +08  +C8 ga_10
C5B  CH3 0.00000 0 ola cl 01B ga_38
c4  CH1 0.23200 1 ola c1 c2 ga 22
04 OA  -0.64200 1 01B c1 c2 ga_22
HO4 H 0.41000 1 c3 c2 c1 ga_8
c7  CH1 0.23200 2 c3 c2  +08 ga_22
07 OA -0.64200 2 [ impropers ]
HO7 H 0.41000 2 ; ail aj ak al gromos type
c8  CH1 0.23200 3 N5 C5A C5B  HNS gi_1
08 OA  -0.64200 3 C5Aa  C5B N5  O05A gi 1
HO8 H 0.41000 3 c5 06 c7 cé gi 2
Cc9  CH2 0.23200 4 c5 04 c3 ca gi 2
09 OA  -0.64200 4 ol N5 c4 cé gi 2
HO9 H 0.41000 4 c3 06 c1 c2 gi 2
cé6  CH1 0.30200 5 cl1  o0la 01B c2 gi 1
06 OA  -0.68000 5 [ dihedrals ]
c2 CH1 0.23200 6 ;5 oai aj ak al gromos type
C3  CH2 0.00000 7 c3 c4 c5 N5 gd 16
c1 c 0.60000 8 c7 cé o N5 gd_16
0la 0 -0.53000 8 04 c4 c5 N5 gd_17
01B OA -0.53800 8 06 c6 C5 N5 gd_18
[ bonds ] c4 C5 N5 C5A gd_39
c5 N5 gb 21 c5 N5 C5A  CS5B gd 14
N5  HN5 gb 2 cé c5 c4 04 gd_43
N5  C5A gb_10 c6 c5 c4 04 gd_44
C5A  05A gb 5 cé6 c5 ca c3 gd_34
C5A  C5B gb_16 c3 c4 04  HO4 gd_30
cs c4 gb 26 c3 c2 408  +C8 gd 29
C5  C6  gb_ 26 Cl  c2 +08  +C8 gd 29
c4 04 gb_20 c2  +08 +C8  +C9 gd_43
c4 c3 gb 26 c2  +08  +C8  +C7 gd_43
04  HO4 gb 1 cs c4 c3 c2 gd_34
c3 c2 gb_26 04 c4 c3 c2 gd_43
CT  Cé  gb 26 o4 c4 C3 c2 gd_44
¢ o7 gb 20 ca c3 c2 06 gd_43
o7 HO7  gb 1 ca c3 c2 06 gd_44
cr c8  gb 26 c4 c3 c2  +08 gd_43
gg Hgg gg—io c4 c3 c2 +08 gd_44
— cé c7 07  HO7 gd_30
oo gg—gg 07 c1  c6 06 gd 5
09 HOO gb 1 07 c7 cé 06 gd_37
P 06 gb 20 cé c7 c8 08 gd_43
06 c2 gb 20 c6 c7 c8 08 gd_44
2 02 gb 20 07 c7 c8 08 gd_18
c2 408 gb 20 c7 cs 08  HO8 gd_30
c1 O1A gb_G c7 Cc8 c9 09 gd_43
c1  olB gb 6 c7 c8 c9 09 gd_44
c1 c2 gb 26 08 cs c9 09 gd_18
[ angles ] N ola ¢l  c2 c3 gd_40
ai aj ak  gromos type c8 (of) 09  HO9 gd_30
C6 C5 N5 ga_15 c5 cé 06 c2 gd 29
NS C5 c4 ga_15 cé 06 c2 c3 gd_29
C5 N5 HN5 ga 18
c5 N5 C5A ga 31
HN5 N5 CS5A ga_32
N5 C5A O5A ga 33
N5 C5A  CS5B ga_19
OS5A C5A  C5B ga_30
c4 C5 613 ga_8
C5 c4 04 ga_9
C5 c4 C3 ga_8
04 c4 C3 ga_9
c4 04 HO4 ga_12
c4 C3 c2 ga 8
cs cé c7 ga_8
C5 Cé 06 ga_9
c7 Cc6 06 ga 9
HO7 07 c7 ga_12
07 c7 Cé6 ga 9
07 c7 cs8 ga_ 9
Ccé Cc7 c8 ga 8
HO8 08 c8 ga_ 12
08 cs c7 ga_9
08 c8 co9 ga_9
c7 cs co ga_8
09 Cc9 c8 ga_9




NeuS5Aco(2—8)Neu5Ac

[ NEU1 ] 09 co c8 ga_9
[ atoms ] HO9 09 c9 ga_12
c5  CH1 0.31000 0 c6 06 c2 ga_10
N5 N -0.28000 0 c3 c2 06 ga 9
HNS H 0.28000 0 06 c2 c1 ga_ 9
C5A o 0.38000 0 06 c2 02 ga_ 38
05A 0 -0.38000 0 02 c2 c1 ga_ 9
C5B  CH3 0.00000 0 02 c2 c1 ga_22
c4 CcH1 0.23200 1 02 c2 c3 ga 22
04 OA  -0.64200 1 c2 02  HO2 ga_12
HO4 H 0.41000 1 01a c1  01B ga 38
c7  cHl 0.23200 2 01a c1 c2 ga_22
07 OA  -0.64200 2 01B cl c2 ga_22
HO7 H  0.41000 2 e c2 a ga_8
c8  CH1 0.23200 3 [ impropers ]
08 OA  -0.31000 3 ;ooal aj ak al  gromos type
Cc9  CH2 0.23200 4 N5 C5A C5B  HNS gi 1
09 OR  -0.64200 4 C5A  C5B N5 O5A gi 1
HO9 H 0.41000 4 C5 06 c7 Cé6 gi 2
c6  CH1 0.37600 5 C5 04 c3 c4 gi_2
06 OAR  -0.48000 5 C5 N5 c4 Cé gi 2
c2  CcH1 0.23200 6 o 06 02 c3 gi 2
02 OA  -0.53800 6 c3 06 Cl c2 gi 2
HO2 H 0.41000 6 cl 0la 01B c2 gi 1
C3  CH2 0.00000 7 [ dihedrals ]
Cl C 0.52800 8 ; ai aj ak al gromos type
01A 0 -0.45000 8 c3 cd c5 N5 gd_16
01B  OA  -0.31000 8 ¢c7 C6 C5 NS gd_16
[ bonds ] 04 c4 C5 N5 gd_17
c5 N5 gb 21 06 cé c5 N5 gd_18
N5  HNS gb 2 c4 cs N5  CS5A gd_39
N5 C5A  gb 10 C5 N5 C5B C5B gd_14
C5A 052  gb 5 cé cs c4 04 gd_43
C5A C5B  gb 16 cé c5 c4 04 gd_44
c5 ca gb 26 cé cs c4 c3 gd_34
c5  C6 gb 26 c3 c4 04  HO4 gd_30
c4 04  gb 20 cs c4 3 c2 gd_34
c4 c3 gb 26 04 c4 c3 c2 gd_43
04  HO4 gb 1 04 c4 c3 c2 gd_44
c3 c2 gb 26 c4 C3 c2 06 gd_43
c7 cé gb_26 ca c3 c2 06 gd_44
c7 07 gb_20 c4 c3 c2 02 gd_43
o7 HO7 gb_1 Cc4 C3 c2 02 gd_44
¢7 Cc8  gb 26 c6 C7 07 HOT gd 30
c8 08 gb 20 8 c7 07 HO7 gd_30
€ c8  gb 26 07 ¢c1  c6 06 qd 5
[of) 09 gb 20 —
05 HOO gb 1 07 c7 cé 06 gd_37
+C2 08 gb 20 Cé6 c7 C8 08 gd_43
c6 06  gb 20 c6  cC7 c8 08 gd_44
06 c2 gb_20 07 c7 c8 08 gd_18
c2 02 gb_20 c7 c8 08  +C2 gd_18
02  HO2 gb_1 co cs 08  +C2 gd_18
cl1  0l1a gb_6 c7 cs8 c9 09 gd 43
€L ols gb 6 c7 cs co 09 gd_44
ges o 0lA Ccl  c2 €3  gd 40
ai 2 ak  gromos type cs c9 09  HO9 gd_30
c6 c5 N5 ga 15 c5 cé 06 c2 gd_29
N5 cs ca ga 15 Cé6 06 c2 Cc3 gd_29
c5 N5  HN5 ga_18 06 c2 02  HO2 gd_2
cs N5  C5A ga 31 06 c2 02  HO2 gd_32
HN5 N5 C5A ga 32 [ exclusions ]
N5 C5A  O5A ga_33 HO2 06
N5 C5A C5B ga 19
O5A C5A CSB ga_30
c4 C5 Ccé6 ga 8
c5 c4 04 ga 9
c5 ca c3 ga_8
04 Cc4 Cc3 ga 9
c4 04  HO4 ga_12
c4 Cc3 c2 ga_8
Cc5 cé Cc7 ga 8
c5 cé 06 ga 9
Cc7 Ccé 06 ga 9
HO7 07 c7 ga_12
o7 c7 Ccé ga 9
07 c7 c8 ga_9
Cé6 c7 c8 ga 8
c7 cs 08 ga 9
co cs 08 ga_9
c8 08 +C2 ga 9
08 +C2  +Cl ga 9
08  +C2  +C3 ga_9
08 +C2 +06 ga 38
c7 cs c9 ga_8




Neu5Aca(2—8)Neu5Aco(2—8)Neu5Aco(2—8)Neu5Aco(2—8)Neu5Aca(2—8)Neu5Aco(2—=8)Neu5Ac

[ NEUL ]
[ atoms ] c71 c81  col ga 8
c51  CH1 0.00000 0 091 Ccol  c8l ga_9
N51 N -0.28000 0 HO91 091 co1 ga_l2
HN51 H  0.28000 0 c6L o061 €21 ga_10
c51A C  0.38000 0 €31 czl o6l ga_9
€31 c21 o021 ga 9
051A 0 -0.38000 0 061 ool ool -5
C51B  CH3 0.00000 0 ga_
cal  CH1  0.23200 1 o6l czl - cll ga_9
041  OA  -0.64200 1 021 czl - cll ga_9
HO41 H  0.41000 1 c21 021 HO2L ga_l12
C71  CH1  0.23200 2 Olia  Cll ollB ga_38
071  OA  -0.64200 2 oLla - cii o ca2l ga_22
HoT1 u 0 41000 5 011B €11 c21 ga_22
c81  CcH1 0.37600 3 €31 oczl cll 9a_8
o081 i ~0.48000 3 [ 1r;1;;rope;§ : ak al gromos type
O s : N51 C51A C51B HNS1 gi 1
C51A C51B N51 OS51A gi 1
HO91 H 0.41000 4 T~
c51 061 C71  C61 gi 2
c61  CH1 0.37600 5 -
c51 041 €31 c4l gi 2
061 OA  -0.48000 5 T~
€21 CHL  0.23200 5 €51 meLocdlcel 9i_2
c21 061 021 C31 gi 2
021 OA -0.53800 5 -~
€31 o061 Ccl1 c21 gi 2
HOZ1 q 0.41000 > Ccl1 011A 011B cC21 gi 1
Cc31  CH2 0.00000 5 { dihedrals ] -
ci1 c 0.36000 6 Lo X
0112 o ~0.68000 6 ; ai aj ak al gromos type
o118 on -0 68000 p €31 4l C51  N51 gd 16
 bonds c71  c61 €51  N51 gd 16
041 c41 €51  N51 gd_17
c51  N51 gb 21 —
Ne1 HNed b2 061 C61 C51  N51 gd_18
- c4a1 c51 N51 C51A  gd 39
N51 - c51a - gb 10 c51 N51 C51A C51B  gd 14
C51A O51Aa gb_5 c61 C51 c4l 041  gd 43
c51a C51B gb_16 c61 €51 c41 o4l gd 44
cs1  cdl gb_26 c61 C51 C41 €31  gd 34
c51  cél gb_26 ca1  c51 ce6l  C71  gd 34
c41 o4l gb_20 cal c51 C61 061 gd_43
c41  c31 gb_26 c41  c51 C61 061 gd 44
041 HO41 gb_1 €31 c41 041 HO4l gd_30
€31 cz1 gb_26 c51 c4l €31 c21 gd 34
c71  cél gb_26 041 c41 c31  c21 gd_43
c71 071 gb_20 041 c41 C31 c21 gd 44
071 HO71 gb_1 c41 €31 C21 061 gd 43
c71  csl gb_26 c41  c31  c21 061 gd 44
cel o8l gb_20 c41  c31 c21 o021 gd_43
081 +C22 gb_20 c41  c31  c21 o021 gd_44
co1 csl gb_26 c61 C71 071 HO71 gd_30
€91 091 gb_20 071 €71 C61 061 gd_5
091 HO91 gb 1 071 €71 C61 061 gd 37
cel 061 gb_20 c61 Cc71 c8l o081 gd_43
061  c21 gb 20 c61 Cc71 C81 081 gd_44
c21 o021 gb_20 071 c71 c8l 08l  gd 18
021 HO21 gb 1 c71 c81 c91 091 gd_43
cll O1l1A gb 6 c71 c81 c91 091 gd_44
cll O011B gb_6 Cc71 c8l 081 +C22 gd_29
11 c21 gb 26 081 €81 C91 091 gd 18
- C81 €91 +C22 +062 gd 43
f ag?les ;j ak  gromos type c81 081 +C22 +062  gd 28
c8l €91 091 HO91 gd_30
c6l  c51  N51 ga_ 15 —
- 0112 €11 c21 c31 gd_40
N51  c51  c4l ga_15 c51 C61 061 C21  gd 29
€51 N51 HNS1 ga_18 c61 061 Cc21 31  gd 29
€51  N51 C51a ga_31 061 €21 021 HO21 gd 2
HN51 ~ N51  CS51A ga_32 061 €21 021 HO21 gd 32
N51 C51A O51A ga 33 -
N51 C51A C51B ga 19
051A C51A C51B ga_30
c41  c51  c6l ga_8
c51  c41 041 ga_ 9
cs51  c41  c31 ga 8
041 c41  c31 ga_ 9
c41 041 HO41 ga_12
c41 C31 c21 ga_8
c51  ce61  C71 ga 8
C51 cé6l 061 ga_9
c71  c61 061 ga 9
HO71 071 c71 ga_12
071 Cc71 cél ga_9
071 C71 c81 ga_9
c61 Cc71 c81 ga 8
+C22 081 cs81 ga_ 12
081 c81 C71 ga 9
081 c81 co1 ga 9
081 +C22 +062 ga_ 9
081 +C22 +C32 ga 9

081 +C22 +C12 ga_9



Neu5Aca(2—8)Neu5Aca(2—8)Neu5Aco(2—8)Neu5Aco(2—8)Neu5Aca(2—8)Neu5Aco(2—8)Neu5Ac

[ NEU2 ] Cc72 c82 Cc92 ga_8
[ atoms ] 092 C92 82 ga 9
€52  CH1 0.00000 0 HO92 092 C92 ga_l12
N52 N -0.28000 0 c62 062  C22 ga 10
HN52 H 0.28000 0 Cc32 C22 062 ga 9
C52A c 0.38000 0 062 C22 Cl12 ga 9
0522 0  -0.38000 0 0122 C12 012B ga_ 38
C52B CH3 0.00000 0 0122 c12 c22 93_22
c4a2 cH1 0.23200 1 0128 012 22 ga 22
042 OA  -0.64200 1 c32 20 c1o g8
HO42 H 0.41000 1 - -
C72  CHL  0.23200 2 [ impropers
072 oA ~0.64200 2 ;oai aj ak al gromos type
HO72 H 0.41000 2 N52 C52A C52B HN52 gil
cg2 cHl 0.37600 3 C52A C52B  N52 052A gi 1
082 OA  -0.48000 3 c52 062 C72  C62 gi 2
c92  CH2 0.23200 4 Cc52 042 C32 c42 gi 2
092 oA -0.64200 4 Cc52 N52 C42  C62 gi 2
HO92 H  0.41000 4 €32 062 Cl2 €22 gi 2
822 Cgi 8-2;288 g Cl2 0l12a OI2B (22 gi 1
gig Ei; g'ggggg 2 } d;?edraii ] ak al gromos type
c12 c 036000 ‘ C32 C42 C52  N52 gd_16
o12A o  —-0.68000 p Cc72  C62 C52  N52 gd_16
0128 OA  -0.68000 6 042 C42 C52  N52 gd_17
[ bonds ] 062 C62 C52  N52 gd_18
c52 N52 gb 21 c4?2 C52 N52 C52Aa gd_39
N52  HN52 gb 2 C52 N52 C52A C52B gd_14
N52 C52A gb 10 C62 C52 C42 042 gd 43
C52A 052A gb 5 C62 C52 C42 042 gd_44
C52A C52B gb 16 Cc62 €52 C42  C32 gd_34
c52  c42 gb 26 c42 C52 C62 C72 gd_34
c52  C62 gb_26 C42 €52 C62 062 gd_43
c42 042 gb 20 c42 C52 C62 062 gd_44
c4z  c3z gb_26 C32 C42 042 HO42 gd_30
042 HO4Z2 gb_1 Cc52 C42 C32 C22 gd_34
€32 czz gb_26 042 C42 C32 C22 gd_43
C72  Cé2  gb_26 042 c42 c32 Cc22  gd 44
c72 072 gb_20 Cc42 €32 C22 062 gd_43
072 HO72  gb 1 c42 C32 c22 062  gd 44
c72. C82  gb 26 C32 Cc42 042 HO42  gd 30

c82 08z gb 20 c52  C42 32 22  gd 34
082 +C23  gb_20 042 c42 32 C22 4743
c92 82 gb 26 g

Co2 092  gb 20 042 c42 32 C22  gd 44

092 HO92 gb 1 ca2 C32 C22 062 gd_43

C62 062 gb 20 c42 €32 C22 062 gd_44

062 €22 gb 20 C62 C72 072 HOT2 gd_30

Ccl2 012A gb 6 072 C72 C62 062 gd 5

c12 0128 gb_6 072 C72 C62 062 gd 37

cl2  c22 gb 26 c62 C72 C82 082 gd_43
[ angles | c62 C72 C82 082 gd 44
; ai aj ak gromos type 072 c72 Cc82 082 gd_18

C62 C52  N52 ga_15 c72  C82 082 +C23 gd 29

N52 C52 C42 ga_15 c72 €82 C92 092 gd_43

C52  N52 HN52 ga_18 c72 €82 C92 092 gd_44

C52 N52 C52A ga_31 082 €82 C92 092 gd_18
HN52  N52 C52A ga 32 c82 €92 092 HO92 gd_30

N52 C52A 0522 ga 33 C82 082 +C23 +063 gd_28

N52 C52A C52B ga_19 012a Cl2 C22 C32 gd_40
052A C52A C52B ga_30 Cc52 C62 062  C22 gd_29

c42 C52  C62 ga 8 C62 062 C22 (32 gd 29

€52 C42 042 ga_9

c52 C42 C32 ga_8

042 c42 C32 ga_9

Cc42 042 HO42 ga_12

c42 C32 C22 ga_8

c52  C62  CI2 ga_8

Cc52 C62 062 ga_9

C72 C62 062 ga_9

HO72 072 C72 ga_12

072 c72 C62 ga_9

072 C72 C82 ga_9

c62 C72 C82 ga_8

+C23 082 (82 ga_10

082 C82 CI2 ga 9

082 €82 C92 ga_9

082 +C23 +063 ga_ 9

082 +C23 +C33 ga_9

082 +C23 +C13 ga_9



Neu5Aca(2—8)Neu5Aco(2—8)Neu5Aco(2—8)Neu5Aco(2—8)Neu5Aco(2—8)Neu5Aco(2—=8)Neu5Ac

[ NEU3
[ atoms
C53
N53
HN53
C53A
053A
C53B
Cc43
043
HO43
Cc73
073
HO73
c83
083
Cc93
093
HO93
Ce63
063
C23
C33
C13
013Aa
013B
[ bonds
C53
N53
N53
C53A
C53A
C53
C53
c43
c43
043
C33
c73
c73

073
c73
Cc83
083
Cc93
Cc93
093
C63
063
C13
C13
C13
[ angle
; ai
C63
N53
C53
C53
HN53
N53
N53
053A
c43
C53
C53
043
c43
c43
C53
C53
Cc73
HO73
073
073
C63
+C24
083
083
083
083
083

]

]
CH1
N
H
o
0
CH3
CH1
OA

CH1
OA

CH1
OA
CH2
OA

CH1
ORA
CH1
CH2
C
0]
OA

]
N53
HN53
C53A
053A
C53B
Cc43
C63
043
C33
HO43
c23
C63
073
HO73
c83
083
+C24
C83
093
HO93
063
Cc23
013A
013B
c23

s ]
aj
C53
C53
N53
N53
N53
C53A
C53A
C53A
C53
Cc43
c43
Cc43
043
C33
C63
C63
Cé3
073
C73
Cc73
Cc73
083
c83
c83
+C24
+C24
+C24

-0.
-0.

gb
gb
gb
gb
gb
gb
gb
gb
gb
gb
gb

.00000
.28000
.28000
.38000
.38000
.00000
.23200
.64200
.41000
.23200
.64200
.41000
.37600
.48000
.23200
.64200
.41000
.37600
.48000
.23200
.00000
.36000

68000
68000

oo S BDWWNNNREERPRHFOOOOOO

21
2

10
5

16
26
26
20
26
"1

26

gb 26
gb 20
gb 1

gb 26
gb_ 20
gb_20
gb_26
gb_20
gb_1

gb_20
gb_20
gb_6

gb_6

gb_26

ak
N53
Cc43
HN53
C53A
C53A
0O53A
C53B
C53B
C63
043
C33
C33
HO43
c23
Cc73
063
063
Cc73
c63
c83
Cc83
Cc83
Cc73
Cc93
+064
+C34
+C14

gromos type
ga_ 15
ga_15
ga_18
ga_31
ga_32
ga_ 33
ga_19
ga_30
ga_8
ga_9
ga_8
ga_9
ga_12
ga_8
ga_8
ga_9
ga_9
ga 12
ga_ 9
ga_9
ga_8
ga 10
ga_9
ga_9
ga_9
ga_9
ga_ 9

’

Cc73  C83
093  C93
HO93 093
C63 063
C33 cC23
063  C23
013A C13
013A C13
013B C13
C33 C23
[ impropers
ai aj
N53 C53A
C53A C53B
C53 063
C53 043
C53  N53
C33 063
Cl3 013A
dihedrals
ai aj
€33 cC43
C73 C63
043  C43
063 C63
Cc43  C53
C53  N53
C63  C53
C63  C53
Cc63 C53
c43  C53
C43  C53
Cc43  C53
C33 C43
C53  C43
043  C43
043  C43
Cc43  C33
Cc43  C33
c63 C73
073  C73
073 C73
C63 C73
C63 C73
073 C73
C73  C83
C73  C83
C73  C83
083 (83
c83  C93
c83 083
013A C13
C53 C63
C63 063

Cc93
C83
Cc93
Cc23
063
C13
013B
Cc23
c23
C13

ak
C53B
N53
Cc73
C33
c43
Cc13
013B
]

ak
C53
C53
C53
C53
N53
C53Aa
Cc43
Cc43
c43
C63
C63
Cc63
043
Cc33
Cc33
C33
c23
c23
073
Ce63
Ce63
c83
c83
Cc83
083
Cc93
Cc93
Cc93
093
+C24
c23
063
c23

ga_8
ga_9
ga_12
ga_10
ga_9
ga_9
ga_38
ga_22
ga_22
ga_8

al gromos type

HN53
053A
C63
C43
C63
Cc23
Cc23

gil
gi l
gi 2
gi 2
gi 2
gi 2
gi 1

al gromos

N53
N53
N53
N53
C53a
C53B
043
043
C33
c73
063
063
HO43
Cc23
Cc23
Cc23
063
063
HO73
063
063
083
083
083
+C24
093
093
093
HO93
+064
Cc33
Cc23
Cc33

gd 16
gd_16
gd 17
gd 18
gd 39
gd 14
gd 43
gd_44
gd_34
gd 34
gd 43
gd 44
gd 30
gd 34
gd 43
gd 44
gd 43
gd_44
gd 30
gd 5
gd_37
gd 43
gd 44
gd 18
gd 29
gd 43
gd_44
gd 18
gd 30
gd 28
gd 40
gd 29
gd 29

type



Neu5Aca(2—8)Neu5Aca(2—8)Neu5Aco(2—8)Neu5Aco(2—8)Neu5Aco(2—8)Neu5Aco(2—8)Neu5Ac

[ NEU4 ]

[ atoms ]
Cc54 CH1
N54 N

HN54 H

C54A C

054A (6]

C54B CH3
c44 CH1
044 OA

HO44 H
c74 CH1
074 OA

HO74 H
c84 CH1
084 (0):N
co4 CH2
094 (0):N

HO94 H
Cco64 CH1
064 (0):N
c24 CH1
C34 CH2
C1l4 C

0l4A (0]

014B OA

[ bonds ]
C54 N54
N54 HN54
N54 C54A

C54A 054A

C54A Cb54B
C54 c44
C54 ce4
c44 044
ca4 C34
044 HO44
C34 Cc24
Cc74 ce4
C74 074
074 HO74
c74 c84
c84 084
084 +C25
co94 c84
Cco94 094
094 HO94
c64 064
064 Cc24
C24 024
024 HO24
Cl4 014aA
Cl4 O0O14B
Cl4 Cc24

[ angles ]

; ai aj
ce4 Cc54
N54 C54
Cc54 N54
C54 N54

HN54 N54
N54 C54A
N54 C54A

054A C54A
c44 Cc54
C54 c44
C54 c44
044 c44
c44 044
c44 C34
Cc54 ce64
Cc54 Cc64
c74 c64
HO74 074
074 c74
074 c74
Cco4 c74
+C25 084

0.00000
-0.28000
0.28000
0.38000
-0.38000
0.00000
0.23200
-0.64200
0.41000
0.23200
-0.64200
0.41000
0.37600
-0.48000
0.23200
-0.64200
0.41000
0.37600
-0.48000
0.23200
0.00000
0.36000
-0.68000
-0.68000

gb 21
gb 2
gb 10
gb 5

gb 16

gb_ 26
gb_26
gb 20
gb 26
gb 1

gb_ 26
gb_ 26
gb_ 20
gb 1

gb 26
gb_ 20
gb_ 20
gb 26
gb 20
gb 1

gb_ 20
gb_20
gb_ 20
gb 1

gb 6

gb_6

gb 26

ak gromos type

N54
Cc44
HN54
C54A
C54A
054A
C54B
C54B
Cc64
044
C34
C34
HO44
Cc24
Cc74
064
064
C74
c64
c84
c84
c84

oo LU ds B WWNhNNNMNNRFRE R OODOOOO

ga_15
ga_15
ga_18
ga_31
ga_32
ga_33
ga_19
ga_30
ga_8
ga_ 9
ga_8
ga_9
ga_12
ga 8
ga:B
ga_9
ga 9
ga:12
ga 9
ga:9
ga 8
ga:lo

’

084 c84
084 Cc84
084 +C25
084 +C25
084 +C25
c74 c84
094 C94
HO94 094
Coé4 064
C34 c24
064 c24
014A Cl4
01l4A Cl4
014B Cl4
C34 c24
[ impropers
ai aj
N54 C54A
C54A C54B
C54 064
Cc54 044
C54 N54
C34 064
Cl4 014A
dihedrals
ai aj
C34 c44
c74 C64
044 Cc44
064 Cc64
c44 C54
C54 N54
Coé4 Cc54
c64 C54
Cc64 C54
Cc44 Cc54
c44 C54
c44 C54
Cc34 c44
C54 ca4
044 ca4
044 c44
c44 C34
c44 C34
Co64 Cc74
074 c74
074 Cc74
Cco64 C74
C64 Cc74
074 Cc74
c74 c84
c74 Cc84
c74 c84
084 c84
c84 C94
C84 084
014A Cl4
C54 Cé64
Cco64 064

c74
Cco4
+065
+C35
+C15
Cc94
c84
Cc94
c24
064
Cc1l4
014B
Cc24
c24
Cc1l4

ak
C54B
N54
Cc74
Cc34
ca4
cl4
014B

ak
C54
C54
C54
C54
N54
C54A
c44
c44
ca4
Co4
co64
Ccoe4
044
Cc34
Cc34
Cc34
c24
cz24
074
Cc64
Cc64
Cc84
c84
c84
084
Cc94
Cc94
Cc94
094
+C25
c24
064
c24

ga 9
ga_9
ga 9
ga 9
ga 9
ga_8
ga 9
ga_ 12
ga_10
ga 9
ga_9
ga 38
ga_22
ga_22
ga_8

al gromos
HN54 gi 1
054A gi 1l
Coé4 gi 2
c44 gi 2
C64 gi 2
Cc24 gi 2
c24 gi 1l

al gromos
N54 gd_16
N54 gd 16
N54 gd 17
N54 gd 18
C54A gd 39
C54B gd 14
044 gd 43

044 gd 44
c34 gd_34
c74 gd_34
064 gd_43
064 gd_44
HO44 gd_30
c24 gd_34
c24 gd_43
c24 gd_44
064 gd_43

064 gd_44
HO74 gd 30

064  gd 5
064  gd 37
084  gd 43
084  gd 44
084  gd 18
+C25  gd 29
094  gd 43
094  gd 44
094  gd 18

HO094 gd_30
+065 gd 28

C34  gd 40
c24  gd 29
€34 gd 29

type

type



Neu5Aca(2—8)Neu5Aco(2—8)Neu5Aco(2—8)Neu5Aco(2—8)Neu5Aco(2—8)Neu5Aco(2—8)Neu5Ac

[ NEUS ]

[ atoms ]
C55 CH1
N55 N

HN55 H

C55A Cc

055A 0

C55B CH3
c45 CH1
045 OA

HO45 H
C75 CH1
075 OA

HO75 H
Cc85 CH1
085 OA
Cc95 CH2
095 OA

HO95 H
C65 CH1
065 OA
C25 CH1
C35 CH2
C15 C

015A ]

015B OA

[ bonds ]
C55 N55
N55 HN55
N55 C55A

C55A 055A

C55A C55B
C55 c45
C55 C65
c45 045
c45 Cc35
045 HO45
Cc35 c25
c75 Cc65
c75 075
075 HO75
Cc75 c85
c85 085
085 +C26
Cc95 c85
Cc95 095
095 HO95
c65 065
065 c25
Cl5 O015A
Cl5 O015B
C15 c25
angles ]

ai aj
c65 Cc55
N55 Cc55
C55 N55
C55 N55

HN55 N55
N55 C55A
N55 C55A

O55A C55A
c45 C55
C55 c45
Cc55 c45
045 c45
c45 045
c45 Cc35
C55 Cc65
C55 Cc65
c75 Cc65

HO75 075
075 c75
075 c75
c65 c75
+C26 085

0.00000
-0.28000
0.28000
0.38000
-0.38000
0.00000
0.23200
-0.64200
0.41000
0.23200
-0.64200
0.41000
0.37600
-0.48000
0.23200
-0.64200
0.41000
0.37600
-0.48000
0.23200
0.00000
0.36000
-0.68000
-0.68000

gb_21
gb_2

gb_10
gb_5

gb_16
gb_26
gb_26
gb_20
gb_26
gb_1

gb_26
gb_26
gb_20
gb_1

gb_26
gb_20
gb_ 20
gb_26
gb_20
gb_1

gb_20
gb_20
gb_6

gb_6

gb_26

ak gromos type

N55
C45
HN55
C55A
C55A
O55A
C55B
C55B
C65
045
C35
C35
HO45
C25
C75
065
065
C75
C65
C85
C85
C85

ga_15
ga_15
ga_18
ga_31
ga_32
ga_33
ga_19
ga_30
ga_8
ga_9
ga_8
ga 9
ga_12
ga_8
ga_8
ga 9
ga 9
ga_12
ga_9
ga_9
ga_8
ga_10

oo oL UUbesE s WWNNMNNHEEEFOOOO OO

085 c85
085 Cc85
085 +C26
085 +C26
085 +C26
C75 c85
095 C95
HO95 095
Cc65 065
C35 c25
065 Cc25
015A C15
015A C15
0O15B C15
C35 c25
[ impropers
; ai aj
N55 C55A
C55A C55B
C55 065
C55 045
C55 N55
C35 065
Cl5 015A
[ dihedrals
;oai aj
C35 Cc45
C75 C65
045 Cc45
065 C65
Cc45 C55
C55 N55
C65 C55
C65 C55
C65 C55
Cc45 C55
C45 C55
c45 C55
C35 c45
C55 Cc45
045 Cc45
045 c45
Cc45 C35
C45 C35
C65 C75
075 C75
075 C75
C65 C75
C65 C75
075 Cc75
C75 Cc85
C75 Cc85
C75 Cc85
085 Cc85
Cc85 Cc95
Cc85 085
015A C15
C55 C65
C65 065

c75
C95
+066
+C36
+Cl6
Cc95
Cc85
C95
Cc25
065
C15
015B
Cc25
Cc25
C15

ak
C55B
N55
c75
Cc35
c45
C15
015B

ak
C55
C55
C55
C55
N55
C55A
Cc45
c45
Cc45
C65
C65
C65
045
C35
C35
C35
Cc25
C25
075
C65
C65
Cc85
Cc85
Cc85
085
C95
C95
Cc95
095
+C26
Cc25
065
Cc25

ga_9
ga_9
ga_9
ga_ 9
ga 9
ga_8
ga_9

ga_12
ga_10

ga_9
ga_9

ga_38
ga_22
ga_22

ga_8

al gromos type

HN55
055A
C65
C45
C65
C25
C25

gi 1l
gil
gi 2
gi 2
gi 2
gi 2
gil

al gromos

N55
N55
N55
N55
C55A
C55B
045
045
C35
Cc75
065
065
HO45
Cc25
C25
C25
065
065
HO75
065
065
085
085
085
+C26
095
095
095
HO95
+066
C35
Cc25
C35

gd_16
gd_16
gd_17
gd_18
gd_39
gd_14
gd 43
gd_44
gd_34
gd_34
gd_43
gd_44
gd_30
gd 34
gd_43
gd_44
gd_43
gd_44
gd_30
gd_5

gd_37
gd_43
gd_44
gd_18
gd_29
gd_43
gd_44
gd_18
gd_30
gd_28
gd_40
gd_29
gd_29

type



Neu5Aca(2—8)Neu5Aco(2—8)Neu5Aco(2—8)Neu5Aco(2—8)Neu5Aco(2—8)Neu5Aco(2—8)Neu5Ac

[ NEU6 ]

[ atoms ]
C56 CH1
N56 N

HN56 H

C56A C

056A ]

C56B CH3
Cc46 CH1
046 OA

HO46 H
Cc76 CH1
076 OA

HO76 H
c86 CH1
086 OA
c96 CH2
096 OA

HO96 H
Cc66 CH1
066 OA
C26 CH1
C36 CH2
cle C

Ol6A (¢]

0l6B OA

[ bonds ]
C56 N56
N56 HN56
N56 C56A

C56A O056A

C56A C56B
Cc56 c46
C56 C66
c46 046
c46 C36
046 HO46
C36 Cc26
c76 Cc66
c76 076
076 HO76
c76 Cc86
c86 086
086 +C27
Cc96 Cc86
c96 096
096 HO96
C66 066
066 C26
Cl6 Ole6A
Cl6 O0l6B
Cl6 C26

[ angles ]

; oai aj
C66 C56
N56 C56
c56 N56
c56 N56

HN56 N56
N56 C56A
N56 C56A

056A C56A

c46 Cc56
c56 c46

C56 Cc46

046 c4e

Cc46 046

c46 C36

Cc56 C66

Cc56 C66

c76 C66

HO76 076

076 c76

076 C76

C66 Cc76

+C27 086

086 c86

086 C86

086 +C27

086 +C27

086 +C27

0.00000
-0.28000
0.28000
0.38000
-0.38000
0.00000
0.23200
-0.64200
0.41000
0.23200
-0.64200
0.41000
0.37600
-0.48000
0.23200
-0.64200
0.41000
0.37600
-0.48000
0.23200
0.00000
0.36000
-0.68000
-0.68000

gb_21
gb_2

gb_10
gb_5

gb 16
gb_26
gb_26
gb_20
gb_26
gb_1

gb 26
gb 26
gb 20
gb 1

gb 26
gb 20
gb 20
gb 26
gb 20
gb_1

gb_20
gb_20
gb_6

gb_6

gb_26

ak gromos type

N56
Cc46
HN56
C56A
C56A
056A
C56B
C56B
C66
046
C36
C36
HO46
C26
c76
066
066
Cc76
Cc66
Cc86
Cc86
Cc86
Cc76
c96
+067
+C37
+C17

ga 15
ga:15
ga 18
ga_3l
ga_32
ga 33
ga:l9
ga_30
ga_8
ga_9
ga_8
ga_ 9
ga_12
ga_8
ga_8
ga_9
ga_9
ga_12
ga_ 9
ga_9
ga_8
ga_10
ga_9
ga_9
ga_9
ga_ 9
ga_9

oo BEBDWWNNNHREREROOOOOO

’

C76 Cc86
096 C96
HO96 096
C66 066
C36 Cc26
066 C26
016A Ccle
0l16A Ccle
016B Cclé6
C36 C26
[ impropers
ai aj
N56 C56A
C56A C56B
C56 066
Cc56 046
Cc56 N56
C36 066
Cl6 Ol6A
dihedrals
ai aj
C36 Cc46
c76 c66
046 c46
066 C66
C46 C56
Cc56 N56
C66 C56
C66 C56
C66 C56
Cc46 C56
C46 C56
Cc46 C56
C36 Cc46
c56 c4e
046 c46
046 Cc46
C46 C36
C46 C36
C66 c76
076 c76
076 Cc76
C66 Cc76
C66 Cc76
076 c76
C76 Cc86
C76 Cc86
C76 C86
086 C86
Cc86 C96
C86 086
0l6A Cclé6
C56 C66
C66 066

C96
C86
C96
C26
066
Clé6
016B
C26
C26
Cl6

ak
C56B
N56
Cc76
C36
Cc46
Cl6
016B

ak
C56
C56
C56
C56
N56
C56A
c46
c46
c46
C66
C66
C66
046
C36
Cc36
Cc36
c26
c26
076
Cc66
C66
c86
C86
C86
086
Cc96
Cc96
C96
096
+C27
c26
066
C26

ga_8
ga_9
ga_12
ga_10
ga_9
ga_9
ga_ 38
ga_22
ga_22
ga_8

al gromos type

HN56
056A
C66
Cd6
C66
C26
C26

gi 1l
gi 1l
gi 2
gi 2
gi 2
gi 2
gi 1l

al gromos

N56
N56
N56
N56
C56A
C56B
046
046
C36
c76
066
066
HO46
Cc26
Cc26
Cc26
066
066
HO76
066
066
086
086
086
+C27
096
096
096
HO96
+067
Cc36
Cc26
C36

gd_16
gd 16
gd_17
gd_18
gd 39
gd 14
gd 43
gd_44
gd_34
gd 34
gd 43
gd_44
gd_30
gd 34
gd_43
gd_44
gd 43
gd_44
gd_30
gd_5
gd_37
gd 43
gd 44
gd 18
gd 29
gd 43
gd_44
gd_18
gd 30

gd 28
gd_40
gd 29
gd_29

type



Neu5Aco(2—8)Neu5Aco(2—8)Neu5Aco(2—8)Neu5Aco(2—-8)Neu5Aca(2—~8)Neu5Aco(2—8)Neu5Ac

[ NEU7 ]
[ atoms ] 017B €17 C27 ga 22
c57  cHl 0.00000 0 €37 c27 cC17 ga 8
N57 N -0.28000 0 [ impropers ]
HN57 H 0.28000 0 ; ai aj ak al gromos type
c57a c 0.38000 0 N57 C57A C57B HN57 gi 1l
057A 0 -0.38000 0 C57A C57B  N57 O057A gi 1
C57B CH3 0.00000 0 c57 067 Cc77 ce67 gi 2
c47 CH1 0.23200 1 c57 047 c37 c47 gi 2
047 Or  -0.64200 1 c57 N57 C47  C67 gi 2
HO47 H 0.41000 1 €37 067 Cc17 c27 gi 2
C77  CH1 0.23200 2 C17 0172 O17B  C27 gi 1
077 0A  -0.64200 2 [ dihedrals ] -
HO77 H 0.41000 2 e
€87  CH1 0.23200 3 poar Al ak  al  gromos type
087 oh -0 €1200 3 €37 c47 €57 N57 gd_16
1087 u 0 41000 3 Cc77 C67 C57 N57 gd_16
P 023200 p 047 C47 €57 N57 gd_17
097 O -0.64200 4 067 C67 C57 N57 gd 18
HOO97 H 0.41000 4 ca17 c57 N57 C57A gd_39
c67 CH1 0.37600 5 C57 N57 C57A C57B gd_14
067 OA -0.48000 5 c67 C57 ca7 047 gd_43
c27  CH1 0.23200 5 Ce7 C57 C47 047 gd_44
€37 CH2 0.00000 5 Cc67 C57 C47 €37 gd_34
c17 c 0.36000 6 c47 €57 C67 CT7 gd_34
0172 0 -0.68000 6 c47 C57 C67 067 gd_43
017B O  -0.68000 6 c47 57 C67 067 gd_44
[ bonds ] €37 C47 047 HO4T gd_30
c57  N57 gb_21 c57 c47 37 Cc27 gd 34
N57 HN57 gb_2 047 C47 €37 C27 gd 43
N57  C57A gb_10 047 c47 €37 C27 gd 44
C57A  O57A gb_5 c47 €37 €27 067 gd 43
C57a C57B  gb_ 16 c47 C37 C27 067  gd 44
c57  c47 gb_26 c67 €77 077 HOT7 gd 30
c57 - Cce7 gb_26 077 €77 C67 067 gd 5
c4a7 047 gb_20 077 €77 C67 067 gd 37
c47  C37  gb_26 c67 C77 C87 087  gd 43

047 HO47 gb 1
€37 c27 gb_26
c77  C67 gb_26
c77 077 gb_20
077 HOT7 gb_1

c77  c87 gb_26

c67 C77 C87 087 gd_44
077 C77 C87 087  gd_18
c77 87 087 HO87  gd_30
c77  C87 C97 097  gd_43
c77  C87 C97 097  gd_44

c87 087  gb_20 087 C87 C97 097  gd_18
087 HO87  gb_1 c87 €97 097 HO97  gd_30
c97 C87  gb_26 O17a €17 €27 €37  gd_40
C97 097  gb_20 C57 €67 067 €27  gd_29
097 HO97 gb_1 c67 067 €27 37 gd_29

c67 067 gb_20
067 C27 gb_20
C17 0172  gb 6
C17 0178  gb 6
c17  c27 gb 26

[ angles ]

; ai aj ak gromos type
c67 C57  N57 ga_15
N57 C57  C47 ga 15
Cc57 N57 HNS57 ga 18
Cc57 N57 C57A ga 31

HN57 N57 C57A ga_32
N57 C57A 0572 ga 33
N57 C57A C57B ga_19

057A C57A C57B ga_30
c47  C57 Cce67 ga_8
c57 c47 047 ga 9
c57 c47 €37 ga_ 8
047 C47 €37 ga 9
c47 047 HO4T ga_12
c47 37 c27 ga_8
c57 C67  C77 ga_ 8
c57 C67 067 ga 9
c77 C67 067 ga_9

HO77 077 C77 ga 12
077 €77  C67 ga_9
077 Cc77 c87 ga_9
ce7 C77 €87 ga_8

HO87 087 c87 ga_12
087 €87  C77 ga_9
087 €87 €97 ga 9
c77 c87 €97 ga_8
097 €97  C87 ga 9

HO97 097  C97 ga_ 12
c67 067  C27 ga 10
c37 €27 067 ga 9
067 C27 C17 ga_9

017A C17 O017B ga_38

017A c17 c27 ga_22
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