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Investigacion Quimica

Nuevas aportaciones al estudio estructural de glicopéptidos
Alberto Avenoza, Jesis Héctor Busto, Francisco Corzana,* y Jesis Manuel Peregrina

Resumen: En los Ultimos afios las glicoproteinas han sido objeto de cuantiosos estudios de tipo estructural debido al importante papel
gue juegan estas moléculas en distintos procesos biol dgicos. Actualmente, se desconocen cuales son los factores que permiten a car-
bohidrato modificar las preferencias conformacionales de la parte peptidicay viceversa, lo cua es esencial para llegar a un mayor
entendimiento de |os procesos biol 6gicos en los que estas mol éculas intervienen. En este sentido, nuestro grupo lleva varios afios rea-
lizando la sintesis y el andlisis conformacional de pequefios péptidosy glicopéptidos en disolucion acuosa. Dicho andlisis se realiza
combinando experimentos de Resonancia Magnética Nuclear, con cél culos computacionales de Dinamica Molecular y DFT.

Palabras clave: Glicopéptidos, andlisis conformacional, mucinas, RMN, dinamica molecular.

Abstract: Glycoproteins have attracted much attention in recent years because they are involved in fundamental biologica pro-
cesses. At the present moment, the mechanisms that allow the carbohydrate to modify the conformational equilibrium of the peptide
backbone and viceversaremain to be elucidated, which is essential to discern how glycoproteins interact with their biological targets.
On this basis, our group is working in the synthesis and the conformational analysis in agueous solution of different model peptides
and glycopeptides. The conformational analysis combines Nuclear Magnetic Resonance data with Molecular Dynamics simulations

and DFT calculations.

Keywords: Glycopeptides, conformational analysis, mucins, NMR, molecular dynamics.

Introduccion

L as bases de la biologia molecular moderna se asientan sobre
€l modelo de transmision de lainformacion biol égica desde el
ADN hastael ARN y de ahi hasta la proteina. A pesar de que
durante afios se ha creido que las proteinas son las respon-
sables de dichatransmision hastala célula, en laactualidad se
sabe que este mecanismo es mucho méas complgjo, jugando un
papel fundamental los glicoconjugados (compuestos forma-
dos por uniones covalentes de distintos carbohidratos a lipi-
dos o proteinas).

Dada la complejidad estructural de los carbohidratos, junto
con el hecho de que su biosintesis no pueda predecirse direc-
tamente del ADN, como es el caso delas proteinas, su estudio
en diferentes procesos biolégicos ha sufrido un retraso con
respecto a otras biomoléculas, como los lipidos y las protei-
nas. Sin embargo, gracias al desarrollo de nuevas tecnologias,
en los Ultimos afios, se ha abierto una nueva éarea de investi-
gacion en el campo de la biologia molecular denominada gli-
cobiologia.[-71 En su sentido méas amplio, la glicobiologia
abarca €l estudio de la estructura, biosintesis y biologia de
carbohidratos que estan extensamente distribuidos en la
Naturaleza, siendo uno de los campos que mas rapidamente
ha crecido en las ciencias biomédicas, con relevancia en la
biomedicinay la biotecnologia.

Las glicoproteinas se caracterizan por llevar uno o més
oligosacéridos covalentemente unidos mediante enlaces gli-
cosidicos de tipo . 6 B ala cadena peptidica. En funcion de
la naturaleza de estos enlaces, las glicoproteinas se pueden
clasificar en dos grandes grupos:
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o N-glicoproteinas. habitualmente el oligosacarido esta uni-
do mediante un enlace N-glicosidico a un residuo de aspa-
rragina (Asn) de una cadena peptidica.

e O-glicoproteinas: normalmente el carbohidrato esta enla-

zado mediante un enlace O-glicosidico a grupo hidroxilo

delaserina (Ser) o delatreonina (Thr) de una cadena pep-
tidica.

Presumiblemente, la glicosilacion de proteinas es uno de
los procesos post-traduccional es de mayor complejidad y, asu
vez, puede ser la clave para entender las funciones bioldgicas
que desempefian. Por otro lado, laimportancia de estudiar las
glicoproteinas queda patente en el hecho de que se estima que
mas del 50% de las proteinas de las células eucariotas estan
glicosiladas.

Uno de los tipos de O-glicoproteinas mas importantes 1o
constituyen las mucinas, las cuéles se encuentran en la mem-
brana de muchas células epitelides y se caracterizan por
poseer varias serinas y treoninas consecutivas glicosiladas.
Este alto grado de glicosilacion parece ser el responsable de
algunas de sus propiedades més importantes, como €l aumen-
to de estabilidad, reduciendo su vulnerabilidad a la
degradacion proteolitica. Ademaés, las mucinas estan involu-
cradas en la proteccion celular frente a patdgenos (bacterias y
virus), proporcionando lubricacion en una variedad de tejidos
debido a su capacidad de hidratacion. Participan en los proce-
sos de inflamaci6n interaccionando con las selectinasy en los
procesos de respuesta inmunol 6gica. De hecho, algunas muci-
nas se emplean como marcadores en el diagnéstico de ciertos
canceres. En las mucinas, e primer residuo de carbohidrato
unido a la cadena peptidica es la N-acetilgalactosamina
(GaNAC), y siempre se une a través de un enlace o-O-gli-
cosidico a serina o treonina. Este glicoaminoécido es conoci-
do como antigeno Ty (Figura 1a).

Actualmente, se sabe que en las células tumorales las muci-
nas estan sobreexpresadas, incluyendo cambios en la glicosi-
lacion. Como consecuencia del mal funcionamiento de algu-
nas glicosiltransferasas, las células cancerosas presentan gli-
coproteinas parciamente glicosiladas y con glicanos més cor-
tos y menos complgjos de lo normal. Esto determina que
algunos tipos de carbohidrato, que en las células normales se
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Figura 1. a) Estructura de las mucinas. b) Estructura general de las proteinas anticongel antes.

encuentran enmascarados por la presencia de otros mas exter-
nos, queden expuestos en la superficie celular, resultando la
formacion de nuevos antigenos asociados a céncer. Este
hecho convierte a las mucinas en prometedoras candidatas
para la terapia contra el cancer (vacunas basadas en carbo-
hidratos).[8-13]

Otro tipo importante de O-glicoproteinas son las denomi-
nadas proteinas anticongelanted'4 (Figura 1b), las cuales
permiten sobrevivir atemperaturas muy bajas a animales que
habitan en aguas polares, ya que dichas proteinas inhiben el
crecimiento de cristales de hielo en su interior, evitando asf la
congelacion de los fluidos de estos organismos vivos.
Actualmente se conoce muy poco sobre el mecanismo de su
actividad anticongelante, aunque se sabe que esta relacionado
con la existencia de tres elementos claves: €l grupo acetami-
do en la posicién 2 del carbohidrato, la configuracion o del
enlace O-glicosidico y la presencia del grupo metilo en posi-
cion B de latreoninalldl

Hasta la década de los 80, se creia que solo existian glico-
proteinas en la membrana celular, en la superficie de los
organulos intracelulares 0 como moléculas secretadas. Sin
embargo, en la actualidad se conoce que ciertos tipos de gli-
coproteinas se sintetizan y residen dentro del citoplasmay el
nlcleo, como las glicoproteinas 3-O-glicosiladas con la N-
acetilglucosamina (GIcNAC). En este sentido, hay varios estu-
dios que indican que la glicosilacion con GIcNAc juega un
papel relevante en la diabetes y en la degeneracion neu-
ronal .[16] El hecho de que esta forma de glicosilacién se des-
cubriera tan tarde ha acentuado el estado relativamente inex-
plorado de O-glicoproteinas con enlace glicosidico f.

Existen otros tipos de O-glicosilacion menos frecuente,[17]
como por gjemplo con c-manosa (M an), o-fucosa (olFuc) o
con B-glucosa (BGIc). Asi, se han encontrado glicoproteinas
relacionadas con el factor de crecimiento epidérmico
(EGF)[18l y con el receptor Notchl1® donde la fGlc esta unida
aun residuo de serina. Desgraciadamente, €l papel de la glu-
cosa en estos sistemas es desconocido y no exento de debate.

L 6gicamente, la glicosilacién no solo afecta ala estabilidad
de la proteina, sino que, ademas, los distintos carbohidratos
unidos a ella pueden inducir importantes cambios conforma-
cionales. Asi, se sabe que en las mucinas la a-O-glicosilacion
con GaNAc fuerza a la cadena peptidica a adquirir confor-
maciones extendidas, como la lamina 3, poliprolina 11
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(PPII),... Estas variaciones en la estructura del compuesto se
deben a interacciones entre los restos carbohidrato y peptidi-
co de lamolécula. Algunos estudios sugieren laformacion de
un enlace de hidrégeno intramolecular entre el proton de la
amida del GalNAc y e oxigeno carbonilico del mismo
aminoécido al que esta unidol20 (Figura 2). Los estudios con-
cluyen también que estos enlaces de hidrogeno son mas
débiles de lo normal, con una distancia promedio NH-O en
torno a 2.7 A. Ademés, alguno de estos estudios indican que
los derivados 3 con GalNAc no inducen ningln cambio con-
formacional en el péptido, debido ala no existencia de estos
enlaces de hidrégeno.

GalNAc

cenlace ™
de hidrogeno?

™ cadena peptidica

Figura 2. Interaccion, a través de un hipotético enlace de hidrégeno,
entre el GaANAcy el aminoécido a que se encuentra unido.

Por otro lado, otros autores achacan estos cambios en la
estructura del péptido aimpedimentos estéricos, yaquelagli-
cosilacion se da, generalmente, en varios puntos contiguos de
la cadena peptidical2l

Obviamente, y teniendo en cuenta estos antecedentes, con
objeto de llegar a un mayor entendimiento de los procesos
bioldgicos en los que intervienen las glicoproteinas es esen-
cial profundizar en el conocimiento de los mecanismos que
permiten a la parte carbohidrato modificar los equilibrios
conformacionales de la cadena peptidica a la que esta unida.
Esdecir, esfundamental dar respuesta a preguntas tales como:
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e ;como influyen la - y la B-O-glicosilacion en la confor-
macion del péptido o de la proteina?

e ¢;son realmente |os enlaces de hidrégeno entre el carbohi-
drato y la cadena peptidica los que modifican la conforma-
cion de ésta?

e ;por qué es esencial lapresenciade treoninaen las protei-
nas anticongel antes?

Con €l fin de esclarecer alguna de estas preguntas nuestro
grupo de investigacion lleva varios afios sintetizando y rea-
lizando el andlisis conformacional de distintos péptidosy gli-
copéptidos modelo,[22-25] como los que se muestran en la
Figura 3. Estas moléculas son los glicopéptidos modelo més
sencillos que se pueden sintetizar. En ellas, los aminoacidos
estan funcionalizados en forma de diamida para emular una
cadena peptidica

péptidos modelo glicopéptidos modelo
OH OH
Poak Mo H0< 0 "O< o
{ —— Me Wi Ma
o A M HO \_,00”"‘o o\_,\HN mkﬂ
L] NH N
s § oH >‘1€st 0, 5O % 0 0
Me” N Mo 3 i o 5 0
0 °={ R NH NH
0 = o
1: R = H (serina) Me =<“e 15y =<ue
2 R=Me (treoni
=) 1p:R=H
2 R=Me
faR=H
2a:R=Me 1o

Derivados de fi-0-D-Glc Derivados de a-0-D-GalNAc

Figura 3. Distintos péptidos y glicopéptidos model o estudiados en di-
solucion acuosa.
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Sintesis de los péptidos y glicopéptidos modelo

Los péptidos modelo 1 y 2 se sintetizaron a partir de los
aminoécidos naturales serina y treonina, respectivamente. A
su vez, la formacion del enlace 3-O-glicosidico en los gli-
copéptidos modelo 18 y 2B se llevé a cabo por reacciéon de
Koenigs-Knorrl2é entre los péptidos 1 6 2 y el bromuro de
2,3,4,6-tetra-O-benzoil-o-D-glucopiranosilo.  Finalmente,
para la formacion del enlace a-O-glicosidico en los gli-
copéptidos 1o, 1o y 20 se empled una adicion de tipo
Michael de los péptidos modelo 1, 1" y 2 a nitrogalactal,
siguiendo el procedimiento descrito por Schmidt y colabo-
radores.[27.28] En el Esquema 1 se muestra, a modo de gjem-
plo, lasintesis del compuesto marcado 1o

En el andlisis conformacional de estas moléculas son fun-
damentales los siguientes pardmetros (Figura 4):

e Los angulos diedros ¢, Y v, que determinan la geometria
de la cadena peptidica. Aunque existe un gran nimero de
combinaciones para los val ores que pueden tomar estos an-
gulos, sin embargo, solo algunas de ellas van a dar lugar a
conformaciones energéticamente favorablesy suelen apare-
cer representadas en diagramas de tipo Ramachandran. Den-
tro de éstas, destacan lahélice o y lalamina 3, estructuras
secundarias particularmente estables que forman parte de
un gran nimero de proteinas.

e El &ngulo diedro 1, que daunaideade ladisposicion de
la cadena lateral.

e Los éngulos diedros ¢ Y W, que estén relacionados con
la geometria del enlace glicosidico. En general ¢ es bas-

Sintesis del nitrogalactal marcado con PN

Sintesis del glicopéptido modelo 1a" (procedimiento de Schmidt)
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0=
T [ Me
d)
+ — +
.
OBn.OBn Me
o HN
BnO 0\_?=0
2
NH
o=
Me
5p°

5a’/58" = 9/1

BnO OBn
BnO OBn c)
O — BnO —
BiO_—= u§o, ;
producio "
comercial 4
. = J.Zc
®=5N

Esquema 1. Sintesis del glicopéptido modelo 1at*. Condiciones de reaccion y rendimientos: (a) i. Boc,O, NaOH 1N, dioxano, 25 °C, 24 h, ii.
MeNH,-HCI, TBTU, DIEA, MeCN, 25 °C, 10 h, 64%; (b) i. TFA, CH,Cl,, 25°C, 3,5 h. ii. Ac,0, Py, 25°C, 3 h. iii. MeONa, MeOH, 25 °C,
3h, 73%; (c) H15NO; conc., Ac,0, -50 °C, 0,5 h. ii. EtzN, CH,Cl,, 25 °C, 0,5 h, 81%; (d) 'BUOK, THF, 25 °C, 12 h, 60%; (€) i. Ni-Raney
T4 (Pt), Hp, EtOH, 1 atm, 25°C, 3 h. ii. Ac,0, Py, 25°C, 3 h. iii. Separacion por columna cromatogréfica, 83%; (f) H,, Pd/C, MeOH-EtOAc,

1am, 25 °C, 12 h, ~100%.
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tante rigido y su valor viene determinado por el [lamado
efecto exo-anomérico.[29] Asi, en los enlaces a-O-glicosidi-
cos ¢ toma un valor proximo a +60°, mientras que para
enlaces B-O-glicosidicos el valor esta en torno a-60°.

OH
OH| OH

PDO

Figura 4. Principales angulos diedros del derivado o-O-D-GaNAc-
Ac-L-Ser-NHMe (1ar).

El andlisis conformacional de estas moléculas se lleva a
cabo combinando la Resonancia Magnética Nuclear (RMN)
con célculos de Dindmica Molecular (DM).[30 Es importante
sefidlar que e andlisis de moléculas pequefias basado en el
efecto NOEI[31] y en constantes de acoplamiento escalar (J)[32
es frecuentemente insuficiente para determinar las preferen-
cias conformacionales de estas moléculas. En particular, en
aquellos casos donde la molécula explora diferentes regiones
del espacio conformacional, |os datos de RMN representan un
promedio de todas las conformaciones presentes en disolu-
cion. De esta forma, no existe un procedimiento sencillo para
determinar sus geometrias y sus poblaciones relativas. De
hecho, la interpretacion directa de NOEs en moléculas flexi-
bles puede conducir a la determinacion de conformaciones
virtuales de alta energia.l33 Por otro lado, mientras que los
célculos de DM identifican bastante bien las conformaciones
de baja energia para una molécula dada, éstos generamente
fallan ala hora de predecir sus poblaciones relativas.[34 En
nuestro caso, combinamos datos de RMN con DM con
restricciones promediadas en el tiempo, con el objetivo de
obtener una distribucion de conférmeros de baja energia
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péptido modelo 1 180

Ha HA Me2 129
. B ] {
~ 604

oH 084 OUE BI8 BEW OTH O¥E
s
-n
-3
z
z
£
<
&
8 o

62%
conformaciones
extendidas

capaces de reproducir de forma cuantitativa los datos de
RMN.[3536] Asi, este procedimiento elimina las limitaciones
inherentes a ambas técnicas y proporciona un camino para
estudiar la flexibilidad de pequefias moléculas mediante la
interpretacion de los datos de RMN. Ademés, si los célculos
de DM son llevados a cabo en agua, simulando asi las condi-
ciones fisioldgicas, este procedimiento permite estudiar a
nivel molecular cdmo influye el agua en las conformaciones
de estos glicopéptidos modelo y viceversa, es decir, cOmo
estructura el glicopéptido las moléculas de agua presentes en
su primera esfera de solvatacion. Por otro lado, y gracias a
célculos DFT,[37.38] podemos conocer el origen fisico de las
preferencias conformacional es de nuestros derivados.

Influencia de la B-O-D-glicosilacion en la cadena peptidica

Inicialmente, y teniendo en cuenta lo mencionado anterior-
mente, para evaluar las implicaciones que la p-O-glicosi-
lacion tiene sobre la estructura de un determinado péptido, se
Ilevd a cabo lasintesisy €l correspondiente andlisis estructu-
ral de los péptidos modelo 1y 2 derivados de L-Ser y L-Thr,
respectivamente como péptidos referencia, asi como de sus
correspondientes glicopéptidos mas simples 18 y 28 (Figura
3).[238 Es importante hacer notar que hasta la fecha se han
publicado muy pocos estudios conformacionales acerca de
glicopéptidos pequefios y que la investigacion de glicopépti-
dos que contiene Glc se limitaamuy pocos gjemplosy en tan
solo dos casos los estudios se llevaron a cabo en agua como
disolvente.[39.40]

Siguiendo el protocolo anteriormente comentado, es decir
utilizando como restricciones los datos de distancia proton-
protén y de constantes de acoplamiento obtenidos por RMN
en los calculos de DM, se dedujo €l porcentgje de las distin-
tas conformaciones existentes en disolucion acuosa para estas
moléculas. En la Figura 5 se muestran las distribuciones
obtenidas parala cadena peptidica del compuesto 1, asi como
de su derivado glicosilado 1. Como puede observarse, mien-
tras que el péptido adopta de forma mayoritaria conforma-
ciones extendidas, en €l glicopéptido modelo el espacio con-

DM

PPII

conformacian
extendida

1 {
1 | péptido
........ R -120 1 modelo 1
5 LU : & 5 H |
! R R e S ———
! -180 -120 -B0 60 120 180
] '8
- ¥ 180 e e
; 1 iv"m HA Moz N ﬁ 34% |
: ! ' L ! Nz ‘A"Izg% ; glicopéptido
-] 1 { modelo 1B
» conformacién
2 Wo ﬂ\ plegada
8 b ». ] hélice a
I vad ' Nt
- conformaciones
"3 px‘e'gadm
- RN - H 4 s H 4 130 420 60 0 60 120 180
glicopéptido modelo 18 by

Figura 5. Influencia de la 3-O-D-glicosilacion en las conformaciones de la cadena peptidica.
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formacional accesible es mayor, apareciendo poblaciones sig-
nificativas de conformaciones plegadas. Un resultado muy
similar se obtuvo para los derivados de treonina 2 y 2p. Por
tanto, se puede decir que la 3-D-O-glucosidacién de los pép-
tidos modelo derivados de los aminoécidos serinay treonina
afecta significativamente a su estructura, siendo responsable
del cambio parcia de conformaciones extendidas, observadas
en los péptidos model o, a conformaciones plegadas, presentes
en los glicopéptidos.[23]

Los resultados obtenidos mediante calculos de DM y DFT
apuntan hacia la existencia de moléculas de agua que enlazan
las partes peptidica y carbohidrato del glicopéptido. Dichas
moléculas de agua podrian explicar la estabilizacion de las
conformaciones plegadas observadas en disolucion acuosa,
tal como se muestra en la Figura 6.

N

molécula de
agua puente

Figura 6. Estabilizacion de conformaciones plegadas en 1 mediante
moléculas de agua puente.

Influencia dela a-O-D-glicosilacion en la cadena peptidica

El estudio conformacional Ilevado a cabo sobre los glicopép-
tidos model o derivados de o-O-GalNAc, compuestos 1oy 2o
de laFigura 3, indica claramente que éstos presentan confor-
maciones extendidad?3l similares a las previamente encon-
tradas paralos péptidos modelo 1y 2. Ademés, puede decirse
gue su comportamiento en disolucién acuosa es esencial-
mente igual a previamente descrito para otros glicopéptidos
de mayor tamafio y derivados de glicoproteinas naturales.

Como se ha comentado anteriormente, algunos trabajos
sugieren que la estructura extendida de la cadena peptidica
estaria estabilizada por la presencia de un enlace de hidrégeno
intramolecular entre el protén NH de la amida del GaINAcy
el oxigeno carbonilico del aminoécido a que esta unido el
carbohidrato,[20 tal como se muestra en la Figura 2.

Para determinar |a fortaleza de este enlace se llevaron a
cabo distintos experimentos de RMN sobre el compuesto 1o
marcado con 15N y 13C en las posiciones que aparecen en la
Figura 7. Sin embargo, en ninguna de las condiciones experi-
mentales probadas se pudieron medir las constantes de
acoplamiento Jisy 13c Y Jy 13¢,[4142 lo que sugiere que este
enlace de hidrégeno, caso de existir, debe ser débil.

Con € fin de conocer qué otros factores pueden contribuir
a estabilizar las conformaciones extendidas en glicopéptidos
derivados de mucinas, se decidio llevar a cabo un estudio
detallado de la hidratacion en los derivados 1oy 2a. En €l
caso del compuesto la, la interpretacion de los datos
obtenidos por RMN con célculos de DM sugieren la presen-
cia de moléculas de agua puente entre e NH del grupo

An. Quim. 2008, 104(1), 23-30 www.rseq.org

Figura 7. Constantes de acoplamiento medidas en el glicopeptido 18”
para determinar la fortaleza del enlace de hidrogeno entre el grupo
NHAc del GaNAcy el grupo C=0 del aminoécido.

acetamido del GalNAc y el carbono carbonilico de la serina
(Figura 8). En esta figura se muestra ademés la estructura de
menor energia obtenida por cdlculos DFT de la conformacion
mayoritaria para € compuesto 1o incluyendo su primera
esfera de hidratacién. Es importante sefialar que la molécula
de agua puente no es siempre lamismay que el tiempo de re-
sidencia maximo calculado para dichas moléculas es de unos
5 picosegundos. Por otro lado, los calculos DFT sugieren que
no solo la molécula de agua puente es importante para man-
tener la estructura extendida en la cadena peptidica, sino tam-
bién el resto de las moléculas de agua presentes en la primera
esfera de solvatacion. Por |o tanto, el aguajuegaun papel fun-
damental en el comportamiento conformacional de este tipo
de moléculas.

agua / -

puente ¥*

Figura 8. Geometria B3LY P/6-31G* obtenida para la conformacion
mayoritaria del compuesto 10ty su primera esfera de solvatacion.

Uno de los datos més relevantes con respecto al andlisis
conformacional de los glicopéptidos 1oy 2a concierne a la
geometriadel enlace glicosidico. En este sentido, si bien estu-
dios anteriores sugieren que el derivado de treoninarigidifica
més |la cadena lateral (angulo diedro y! en laFigura 4) que su
homélogo de serina,[43-45] nada se ha dicho sobre la distinta
disposicion que la parte carbohidrato presenta en ambos
derivados. Como puede observarse en la Figura 9, mientras
que en 1o el GaNAc y la cadena peptidica estan dispuestos
de forma paralela, en el derivado de treonina, y como conse-
cuenciadel distinto valor que tomael angulo v, ambas partes
estén situadas perpendicularmente, lo que permite a grupo
acetamido del GalNAc aproximarse més a la cadena peptidi-
ca. Esta diferente orientacion del carbohidrato puede tener
importantes efectos como se muestra a continuacion.

Por un lado, y dada la mayor proximidad de ambos resi-
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duos, el enlace de hidrogeno anteriormente aludido entre €l
NH del GaNAc y el carbonilo del aminoécido estd menos
desfavorecido en el derivado 2a.. Sin embargo, y ajuzgar por
los calculos de DM, este enlace sigue siendo débil y, por
tanto, debe tener poca relevancia en la estabilizacion de la
conformacion extendida en la cadena peptidica. Por otro, la
primera esfera de solvatacion de 200 difiere significativa-
mente de la encontrada en € glicopéptido 1o . Asi, en €l
derivado de treonina, existen moléculas de agua puente entre
el NH del GaINAcy el NH del grupo acetamido del aminoa-
cido, tal como se muestra en la Figura 10. Ademés, en este
caso, el tiempo de residencia maximo para una molécula de
agua puente es de 10 picosegundos, es decir, aproximada-

Derivado de Ser 1a Derivado de Thr 2

Figura 9. Superposicion de los distintos conférmeros de 1o y 20
obtenidos a partir de los calculos de DM en agua.

Figura 10. Geometria B3LY P/6-31G* obtenida paralaconformacion
mayoritaria del compuesto 2a. y su primera esfera de solvatacion.

a)
Derivado de Ser 1a Derivado de Thr 2a
Ho OH Ho OH
o] 0,
HO% HO -
NHAC eniace NHN:‘.O enlace
2 cpo1s Mew . CH-O1s

AcHN -

NHMe

Confdrmeros

Conférmeros
alternados

eclipsados

mente el doble que para las moléculas de agua puente encon-
tradas en el derivado de serina.

Este distinto comportamiento de los glicopéptidos modelo
se ha observado también en otros glicopéptidos de mayor
tamafio y estudiados previamente por otros grupos.[1520]
Ademés, este efecto parece ser independiente del centro
anomérico —ya que se ha observado también en los glicopép-
tidos modelo con BGalNAc— y del carbohidrato unido a la
cadena peptidica, pues se ha observado también en los
derivados de BGlc, compuestos 18 y 2p.[23]

El hecho de que los derivados 1o y 2o estructuren de dis-
tinta forma el agua a su alrededor puede tener importantes
implicaciones biolégicas. Por ejemplo, aunque todavia no se
conoce a hivel molecular el mecanismo de actuacion de las
glicoproteinas anticongelantes, la hipétesis actual sugiere que
su actividad podria estar relacionada con la formacion de
enlaces de hidrégeno irreversibles entre €l agua y estas
moléculas.[24l Presumiblemente, y atendiendo al hecho de que
las moléculas de agua puente encontradas en el derivado de
treoninatienen un tiempo de residencia mayor que las encon-
tradas en el derivado de serina, lared de enlaces de hidrégeno
podria ser més eficiente en 2a, 10 que podria explicar hasta
cierto punto por qué es necesaria la presencia de treonina en
las proteinas anticongelantes. A modo de gemplo, es bien
conocido que en el pequefio glicopéptido con actividad anti-
congelante a-O-D-GalNAc-Thr-Ala-Ala, e cambio de Thr
por Ser conlleva una pérdida de dicha actividad.[19]

Por otro lado, €l derivado de treonina 2o, presenta mayori-
tariamente una conformacién eclipsada en torno al enlace Cp-
Ols en disolucion acuosa, tal como se reflgjaen laFigura 11.
Teniendo en cuenta que esta conformacién no es frecuente
encontrarla en situaciones de baja energia, y con € fin de
conocer € origen del distinto comportamiento conforma
ciona de los derivados 1a y 2a., se llevo a cabo un exhausti-
vo estudio tedrico usando calculos DFT y €l esguema de par-
ticion NBO (Natural Bond Orbital).[46] Mediante este pro-
cedimiento puede cal cularse tanto las interacciones repul sivas
como las atractivas (hiperconjugacion). Este estudio revelé
que €l origen de la distinta orientacién del carbohidrato se
debe fundamentalmente a una repulsion estérica entre el car-
bohidrato, y més concretamente entre los pares de electrones
del oxigeno endociclico, y € grupo metilo de latreonina. Esta
repulsion es la responsable de que ambas partes (el carbo-
hidrato y el metilo en 8) se dispongan lo més algjadas posible,
dando lugar a la conformacion eclipsada anteriormente
comentada (Figura 11).

b)

conformacion
cclipsada

conformacion
alternada

Figura 11. a) Proyecciones de Newman del enlace CB-O1s en los derivados 1oy 2c. b) Orbitales NBO de los enlaces 6-_ (grupo metilo
en By nly (oxigeno endociclico) para un modelo simplificado del compuesto 2¢.
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Conclusiones y per spectivas

A continuacién, intentando contestar a algunas de las cues-
tiones planteadas en la introduccion, se establecen de forma
breve las conclusiones mas importantes derivadas de estos
trabajos.

1. La B-O-glucosidacion de derivados diamida de serina y
treonina (compuestos 18 y 2f) promueve el cambio de con-
formaciones extendidas hacia plegadas en la cadena peptidi-
ca. Dichas conformaciones plegadas observadas en disolu-
Ccién acuosa estan estabilizadas mediante moléculas de agua
puente de la primera esfera de hidratacién, que conectan €l
residuo carbohidrato con el peptidico.

2. Contrariamente alo que se creia, estudios |levados acabo
en agua sobre los modelos més simples de mucina (com-
puestos 1a.y 2ac) revelaron que los enlaces de hidrégeno entre
€l proton de laamida de GaINAc y €l oxigeno carboxilico de
laserinao treonina, si existen, son muy débilesy por tanto no
deben ser los responsables de las preferencias conforma-
cionales de estos compuestos. Estas pueden explicarse satis-
factoriamente mediante la existencia de moléculas de agua
puente entre |as partes carbohidrato y peptidica. Ademaés, cél-
culos DFT demostraron que no solo estas moléculas de agua
puente son las responsables de tales conformaciones, sino
toda la primera esfera de hidratacion. Por otro lado, es muy
importante hacer notar las significativas diferencias obser-
vadas entre los derivados de serina y treonina, en lo que se
refiere a dicha esfera de hidratacion y sobre todo a agua
puente que enlaza los residuos carbohidrato y peptidico. Esta
diferencia sugiere que los derivados de serina y treonina
estructuran el agua de su arededor de formadistintay quizés
esta circunstancia sea clave en la presencia de treonina en las
glicoproteinas anticongelantes.

3. En los glicopéptidos modelo sintetizados derivados de
GalNAc se ha observado que el angulo de torsion s del
enlace glicosidico es muy diferente en derivados de serinay
treonina, adoptando el carbohidrato una orientacion radical-
mente distinta para cada caso. Es importante destacar que en
€l derivado de treoninalas conformaciones de minima energia
no son aternadas, sino que se corresponden con situaciones
de eclipsamiento. El origen de este hecho reside fundamen-
talmente en las repulsiones estéricas existentes entre el meti-
lo en posicion B de latreoninay la parte carbohidrato (princi-
palmente con los pares de electrones del oxigeno endocicli-
co). Ademas, este comportamiento es méas general, ya que
parece ser independiente del centro anomérico y del residuo
de carbohidrato.

Para concluir, en la actualidad se esta llevando a cabo la
sintesis y el andlisis conformaciona de glicopéptidos deriva-
dos de serinay treonina de mayor tamafio parala cadena pep-
tidica. Ademés, y dadala experiencia que el grupo de investi-
gacion posee en la sintesis de B-hidroxi-aminoacidos o,o.-di-
sustituidos,[47] se estédn sintetizando nuevos glicopéptidos
derivados también de aGalNAc y de BGlc con estos hidroxi-
-aminoacidos no naturales. En este sentido, |os resultados pre-
liminares son prometedores ya que se obtiene conformaciones
no observadas anteriormente con los derivados de aminoéaci-
dos naturales.
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