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1. SARRERA

1. SARRERA:

Izaki bizidunen kimika ulertzea gizakiaren erronka nagusietariko bat da. Azken urteetako
aurrerapen teknologikoei esker, ezagutzak izugarrizko garapenak jasan dituen arren, gure
baitan dagoen kimika guztiz argitaratzea eskuraezina dirudi. Izaki bizidunen kimika
aztertuz, izugarrizko konposatu eta erreakzio desberdin ematen direla ikusi da. XX.
mendearen  erdialdean,  genetika  eta  proteomikaren  garapena  izakien
funtzionamenduaren azalpena emateko gai izango zela zirudien. Funtzio biologiko
nagusiak, orokorrean, proteomika eta genetikaren kontu direla hartu diren arren,

glikobiologiaren ezagutzak, ikerkuntza munduaren ikuspuntua aldatu du.

Glikobiologia, azukreek gorputzean duten funtzio eta kimika aztertzeaz arduratzen den
zientzia da. Azukreak, oso molekula malguak eta moldagarriak dira. Bere funtzio
biologikoak oso anitzak dira, hala nola, energetikoa, estrukturala, errekonozimendu
zelularra eta zenbait konposatuen gatraioa.! Azukre mota asko dauden arren, ornodunen
azukre piranosiliko nagusiak 1. irudian adierazi dira.

OH

OH c OH OH
c o]
HO OH OH
G HO \ c C. < G
HO c\ % o b ~_ OH C - o C\ - le}
HO- Y mCa on NH HO \C"""_—.C."‘\ OH HO- Y mnC rOH
- "C c . “C
o
OH OH NH
CHy O CHy
Glukosa N-Azetilglukosamina Galaktosa N-Azetilgalakiosamina
OH
OH OH OH OH COzH
c com HoC e 1o :
o HO C o c c c

o c c
\ \ e | - o OH . 0/ OH
HO- G| i OH MO Y mmmCal | OH MO b O nOH 0 e - OH He N e
< g cr c HO N HO
OH OH HO [s}

Xylosa Manosa Azido glukoronikoa Fukosa Azido N-azetiineuramikoa
1. Irudia- Ornodunen azukre monomero nagusiak. Moldatuta.?
Monomero horien homopolimero edo heteropolimeroek izaki horien sistema

glikomikoa eratzen dute. 2

Azukreak, aldakortasun handiko molekulak dira’ eta bizitzarako ezinbestekoak diren
zenbait molekulen egituraren zati bat eratzen dute, besteak beste, N eta O loturen bidez.

Adibide garrantzitsuena DNA katean dagoen zati bat da*

Azukre monomero eta oligomeroen konformazio eta interakzioak aztertzeko zenbait
teknika desberdin erabitzen dira, nagusienak, disoluzioan RMN eta solidoan X-izpien

difrakzioa direnak.’ Bi teknika hauek oso erabilgarriak dira molekulen informazio ugari
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eskuratzeko. Hala ere, X-izpiek, egitura kristalino perfektuak behar dituzte informazioa
eskuratzeko, eta, lortutako informazioa, fase solido eta molekulen inguruko simetria eta
errepikakortasunera mugatuta dago. RMN-n berriz, molekulen bataz besteko egitura
baten hurbilketa ematen den arren, lortutako egituren erabateko konformazioaren
esleipena ezintasuna dela eta, ezin da behin betiko teknika bezala hartu, askotan
informazio asko emateko gai den arren.” Aurreko bi metodoetan, nahiz eta informazio
iturri garrantzitsua izan, lortutako egiturak ingurunearen menpe egongo dira. Bi teknika
horiek azukreek zenbait ingurunetan dituzten egiturak eta propietateak bereizteko
aproposak dira eta, beste alde batetik, gas fasean edo fase isolatuan aztertzen badira,
aukeratutako molekulak edo konplexuak berez eratzen dituen egitura eta ezaugarriak
desberdindu daitezke. Teknika esperimental zehatzenen artean, mikrouhin eta laser
espektroskopia daude.” Kalkulu mekanokuantikoen bidez informazio asko lortu daiteke:
molekulen egitura, energia mailen hurbilpenak, infragorri espektro teorikoak eta abar.

" Horiei esker,

Gaur egun gehiena erabiltzen diren kalkuluak, DFT metodoak dira.*
molekula handi, konplexuen edo zenbait molekulen (IN,>5-10) simulazioak egin

daitezke pisu konputazional txikiarekin.

Teknika desberdin bakoitzak ematen duten informazioa aztertu ondoren, propietate

fisiko, kimiko eta biologikoen zergatiaren ulerpenera hurbildu daiteke (2. Irudia).
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2. Trudia- Egituren eta interakzioen ezagutzak eman gaitzakeen informazioa.

Azukreak, molekula nahiko erreaktiboak dira, besteak beste, zetona edo aldehidoak
dituztelako. Gainera, hidroxilo talde anitzek konposatu nahiko polarrak izatea eragiten
dute. Hori dela eta, ez da erraza konposatu horiek gas fasera eramatea, izan ere,

beroketaren bidez, normalean lurrundu aurretik deskonposatu egiten dira, hau da,
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molekula termolabilak dira.'"'"> Azukreak, deskonposatu gabe gas fasera igarotzeko,
ablazio laser sistemak garatu dira.” Sistema horietan, azukrea laser argia xurgatzen duen
matrize batean jarri, eta laser baten bitartez matrizea “eztandarazten” da, bertan dauden
azukre molekulak gas fasera igarotzen direlarik. Laser bidezko ablazioan, prozesua oso

denbora laburrean ematen denez, plasma bat eratu eta molekula termolabilak isolatzea

ahalbidetzen du.'

Fase isolatuko azukre monomeroen eta oligomeroen ikerkuntza esperimentalean azken
urteetan lan handia egin den arren, laser espektroskopiak egitura aromatiko baten
beharra duenez eta MW espektroskopiaren detekzio mugak nahiko handiak direnez,
azukre sistema desberdinen interakzioak gaur egungo erronka nagusietarikoak dira,
sistema  konplexuagoen ulerpenera iristeko. Talde horren barruan, MW
espektroskopiaren bidez monomero askoren determinazioa egin da.”™"" Hala ere,
teknikaren detekzio mugaren eta termolabilitatearen arazoak direla eta, ez da lortu
zenbait konposaturen determinazio esperimentalik egitea. Laser espektroskopiaren arazo
nagusia gune aromatiko batean beharra den arren, gune aromatikoa duen azukre eta

. . . . . Q_
azukre kluster askoren determinazio teoriko eta esperimentala egin da. >~

Horretaz gain, azukreek ingurune biologikoetan duten seinale garraiatzaile
funtzioagatik,” substratu eta errezeptoreen arteko interakzioen bilakaera ezagutzeko,
fase isolatuan, azukre eta errezeptoreen hurbilketa erredukzionista moduan joka
dezaketen zenbait konposatuekin dituzten interakzioen ikerketak, oinarrizko informazio

ugari ematen dute.

N-Azetil-D-glucosamina (3. irudian egitura begiratu) (2-azetamido-2-deoxi-D-glukosa)
(GlcNAc moduan izendatuta lan honetan), lurrazalean dagoen azukre monomero
ugarienetarikoa da. Kitinaren unitate monomerikoa da, hau bigarren biopolimero natural
nagusia izanik, glukosak eratzen duen zelulosaren ondoren. Kitina, artropodoen
exoeskeletoaren osagai nagusia izateaz gain, erabilera asko dituen biopolimero natural

eta garbia da.***

GlcNAc, beste azukre aldohexosen moduan, sei katebegietako egitura *‘C; zikliko
moduan aurkitzen da, RMN eta X-izpien bidez egindako ikerkuntzetan ikusten den
moduan, C'-O>-C’ atomoek eraztuna ixten dutelarik (3. irudia begitaru).***” GIlcNAc

molekula ziklikoaren, C' zentro estereogenikoaren konfigurazio absolutuari esker, bi

anomero (diasteroisomero) desberdin ditu, o eta B. Orokorrean, C'-ean OH taldea
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duten zikloaldosetan, anomero nahaste bat aurkitzen da, aldehido-alkohol

intramolekular eta hemiazetal orekaren ondorioz (3. irudia begiratu).
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3. Trudia- GIcNAc aldehido-alkohol eta hemiazetal tautomeria. 4C; aulkiaren konformazioa eta atomoen izendapena
(atomo bakoitzean goi indize moduan). GlcNAc-ren anomero eta konformeroak eta diedroen izendapenaren
Newman proiekzioa.

GlcNAc-k, glukosaren moduan, egitura ziklikoan (karbono anomerikoaren hidroxiloa
alde batera utzita) ordezkatzaile guztiak posizio ekuatorialean ditu. Gainera, bi horiek
(Glc eta GIcNAC), ordezkatzaileak ekuatorialean dituzten piranosa egitura nagusiak dira.
Zikloaldosa moduko azukre monomeroen egitura aztertuta, oso molekula malgua dela
ikusi daiteke, betrez, hidroxilo eta hidroximetilo taldeen zein eraztunaren biraketa

askatasunagatik.”®

Orokorrean, edozein azukre konformeroren egitura zehazteko, zenbait laburdura
erabiltzen dira. Lan honetan, konformeroen izen laburbilduetan atomoen posizio
erlatiboa adierazteko, “G” gauche eta “I"” anti laburdurak erabili dira. Egituren
konformazioaren laburduretan, lehenik hidroximetiloaren kokapena C*-C’-C*-O°
diedroaren angeluaren arabera zehazteko G-, G+ eta T (letra larria) erabili dira eta,
horren ostean, letra xeheaz, C-C°-O°H diedroarenak adierazi dira (begiratu 3. irudia).
Normalean azukreek hidrogeno zubi kooperatiboak eratzen dituzte. Zubi horien
norabidearen arabera, « O'H--O’H---O*H eta o O*H---O’H:--O'H moduan
izendatzen dira. GlcNAc-ren kasuan, analogia erabiliz « O*H-*O’H---O(=C) eta o
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NH:--O’H:-*O*H zubi kooperatiboa izendatzeko erabili dira. Azkenik, O>-C'-O'H
diedroaren angeluak g-(=-60°), g+(=60°), t(=180°) letra xechez adierazi dira.
Nomenklatura hau monomeroen kasuan erabili da nagusiki. Dimeroetan, molekulen
arteko interakzioa dela eta, bitarteko egiturak lortu daitezke eta, kasu horretan,

nomenklatura horrek ez du molekulen arteko elkarrekintzen informaziorik ematen.

Normalean, ordezkatzaile guztiak hidroxiloak dituzten aldohexosetan, gas faseko
molekulen konformazioa, H zubi eta gauche aldarapen esterikoen arteko lehiaren
araberakoa da. Gauche aldarapenak, hidroxiloaren protoiaren eta karbonoaren arteko
elkarrekintzen bidez eratzen dira (4. irudia). Aipatzekoa da fase isolatuan ez dela ohikoa

konformazio eklipsaturik behatzea.

H H H
H H
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C Cn Cn P S Cn Cn Cn
s(H )2
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4. Irudia- hidroxiloen errotamero desberdinen egonkortasuna newmanen proiekzioaren bidez iruditatuta.

Hau guztia esanda, lan honetan, aurretik fase isolatuan esperimentalki ikertu gabe

dagoen GlcNAc aztertu da hiru sistema desberdinetan:

Lehenengo, monomeroak ez duenez funtsezko laser espektroskopiaren bidez neurtu
ahal izateko kromoforoa, DFT kalkulu mekanokuantikoen bidez, bere egituraren
azterketa egin da. Horretaz gain, bibliografiarekin lagunduta, fase desberdineko GIcNAc

eta Glc monomeroen egituren konparaketa orokor bat egin da.

GIcNAc molekulak zenbait entzimaren tirosinarekin duen interakzioa ikusita, -

GlcNAc eta fenolaren (PhOH), tirosinaren gune aktiboa, arteko interakzioak modu
teoriko eta esperimentalean aztertu dira. Horrekin, esperimetalki neurtutako anomero
nagusia zein den identifikatu eta, teorikoki, anomero bakoitzaren interakzioen ideia zabal
bat lortu da. Horretaz gain, fenola H lotura eratzeko joera duen molekula zurruna denez,
GlcNAc anomero desberdinetan ikusten den H zubien bilakaera nola eraldatzen den

aztertu da.
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Azkenik, GlcNAc-k glukosarekin (Glc) dituen interakzioak aztertu dira. Aurretik esan

den moduan, ionizazio laser espektroskopia erabiltzeko molekulak edo klusterraren
molekula batek gune aromatikoa eduki behar duenez, Glc-ren ordez, fenil B-D-
glukopiranosa (B-PhGlc) erabili da hurbilketa moduan. Horrekin, alde batetik sistemaren

kalibrazio egokia egin da, izan ere, B-PhGlc sistemaren erreferentzia moduan erabili
daiteke.”" Glc deribatuen dimeroen gas faseko ikerkuntza ugati daudenez, GleNAc: - Glc
aztertuz, GIcNAc molekularen propietate molekularrak ikusi dira, Glc: - B-PhGlc
sistemarekin aurretik beste ikerkuntzetan lortutako informazioarekin konparatuz.

Gainera, B-PhGlc H loturak eratzeko joera duen molekula malgua da.

Beraz, sistema konkretuen interakzioaz gain, GIcNAc-rekin B-PhGlc molekula malgu

eta PhOH molekula zurrun batekin nola interakzionatzen duen aztertu eta konparatu da.

2. METODOLOGIA ESPERIMENTALA:

Laser espektroskopia esperimentuak egiteko, EHU-ko laser espektroskopia laborategiko
5. irudiko sistema esperimentala erabili da. Sisteman, lagina karbono nano-tutuekin
(>90%, 10-30 mm diametrodun, Multi-Walled Carbon Nanotubes, Sun Nanotech Co.
Ltd) nahastuta (karbono =%20v/v) grafitozko zilindro baten gainazalean homogeneoki
depositatu da. Karbono nano-tutuak ablazioa laserraren uhina xurgatzen duen matrizea
da. Sistema itxi eta gero, hutsa egiten da, bonba birakor eta turbomolekularren bidez,
barneko presioa 107 bar inguru izatea lortu arte. Sistemak, pultsuka egiten du lan 10Hz-
ko abiadurarekin, egoera horretan sistematren presioa 10°-10* bar inguruan finkatzen
delarik. Gertaera batean (0.1s), 6. irudian kronograma labur batean antzeman daitekeen
moduan, lehenengo gas garraiatzaile (Ar) balbula ireki, eta irekita dagoen bitartean
ablazio laserrak #ro egiten du laginaren kontra. Orduan, gas garraiatzaileak ablazio
laserrak gas egoerara igarotako molekulak narraztatzen ditu ionizazio ganbarara skzmmer
baten bitartez, bere abiadura minimoa Mach 1.8 izanik (6. irudia). Skimmerrak, ionizazio
ganbarara je-aren parte hotza selektiboki bakarrik igarotea ahalbidetzen du, erresoluzio

espektroskopikoa handituz. >



2. METODOLOGIA ESPERIMENTALA

Microchannel
plate

detektorea — Turbomolekular 1 + rotatoria

TOF:

t=k (masa/karga)'/?

Ar sarrera
P=2-5 bar

L.

—» Turbomolekular 2 + rotatoria

A 4

Ablazio kamara \

lonizazio kamara

: 4
Lagina+ C
—
|3400v I:l
......... Tor 100-200K A
__________________________________ oo [OO2UOK | e T

»

[4000v I:'

5. Trudia- Lan honetan erabilitako Espektroskopia laborategiko sistema esperimentalaren eskema laburbildua.

Ionizazio ganbaran 6. irudian agertzen diren bi esperimentuak eraman dira aurrera,
REMPI eta IDIRS deritzonak. REMPI esperimentuan ultramore (UV) laserrarekin
ekorketa egiten da, laserraren uhin luzerak trantsizio batekin bat egitean seinalea ikusten
delarik. Bigarren espetimentuan, IDIRS (IR/UV espektroa), REMPI esperimentuarekin
aurretik detektatutako trantsizio batean 10Hz-tan lan egiten duen UV laserraren uhin
luzera finkatu eta 5Hz lan egiten duen IR laser baten bidez IR ekorketa egiten da.
Horrela IDIRS esperimentuan 2 seinale jasoko dira, alde batetik UV bakarrik emandako
seinalea eta beste alde batetik, aurretik IR bidez kitzikatuta izan den gertakariarena. Bi
seinaleen kenketa eginez, IR espektroa bildu da, non IR trantsizio bat lortzen denean,
IR-ak aurretik duen gertakariaren seinalea txikiagoa izango den UV-ak bakarrik
duenarekin konparatuta. Seinale jaitsiera hori, M eta M* mailen bibrazio mailen arteko

energia diferentzia desberdina delako ematen da, eta IR laserrarekin M maila
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elektronikoko molekulak bibrazionalki kitzikatzean, UV fotoaiak ez du trantsizio batekin
bat egiten. Aurreko ikerkuntza askotan ikusi den moduan, OH eta NH-en seinaleak
selektibo eta espezifikoak dira konformero bakoitzarentzat, haien egitura zehazteko
aukera ematen dutelarik.” Horrela molekula edo kluster isolatuen UV eta IR espektroak

jaso dira.

Gertaera baten kronologia
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6. Trudia: Sistema esperimentalaren gertaera baten kronologia laburbildua. Egindako REMPI eta IDIRS esperimetuen
eskema teorikoa. Molekula eta klusterren abiaduraren hurbilpena osziloskopioa erabilita kalkulatuta.

REMPI eta IDIRS esperimentuak egiteko, UV laser moduan Nd:YAG (355 nm) laser
baten bidez bonbeatutako koloratzaile laserrak erabili dira (Q-Scan eta FineAdjustment). IR
erradiazioa lortzeko, 2800-3800 cm™ bitartean OPO/OPA (Laserl ision) laserra erabili da
(10 em™) , Nd/YAG (1064 nm) laser bonbeo batekin pultsatuta (Continnum, Surelite I).

Erabilitako konposatuak, GIcNAc (Sigma Aldrich, %99) eta B-PhGle (Sigma Aldrich,
%97) izan dira. PhOH, ablazioak berez eragindako [-PhGlc-ren bidezko

desintegrazioaren bidez lortzen da.

Fase isolatuko laser espektroskopiaren berezitasun bat, lortutako jet-molekularraren

tenperatura txikia da.”»” Gas garraiatzailearen talkak ahalbidetutako molekula oso
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hotzak, errotazionalki molekulak 1-10K tenperatura inguruan egotea eta traslazionalki
ere ia OK tenperaturako molekulak lortzea ahalbidetzen du.” Aurretik ezaguna den
moduan, normalean molekulak oinarrizko egoera elektronikoan aurkituko dira, non
tenperatura elektronikoaren kontribuziorik ez den izango. Iskanbila handiagoa
tenperatura bibrazionalarekin dago, zenbait artikulutan ikusi daitekeen moduan, baina

lan honetan bibliografian topatutako tenperaturaren hurbilketa teoriko bat egin da.”

Ablazio kamara lonizazio kamara
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7. Irudia- Goian, ablazio eta ionizazio ganbaran dagoen bibrazio mailen populazioaren eskema. Behean, sistemaren
tenperaturaren hurbilketa. Fenolaren populazioa v=0 bibrazio mailan tenperatura bibrazional desberdinetan.

7. irudian, bibliografian oinarritutako tenperatura bibrazionalaren hurbilpen bat egin da.
Bertan ere fenolaren v=0 bibrazio mailaren populazioa kalkulatu da, Gawssian 09
programaren tenperatura bibrazionalaren balioak eta Boltamann-en banaketa erabilita.
Gogoratu  beharra dago bibrazioak modu teorikoan kalkulatzeko ez dela
anharmonizitatea kontuan hartu, eta, printzipioz oinarrizko maila energetikoan akats

txikia suposatzen duen arren, bibrazioaren partiketa funtzioa hurbilpena besterik ez da.

3. KALKULU TEORIKOAK:

IDIRS esperimentuarekin  eskuratutako infragorri espektroarekin bat datozen

konformero eta egiturak egokitzeko, DFT metodoan oinarritutako kalkuluak erabili

36,37

dira. Jatorrizko egituren bilaketa, mekanika molekularraren bidez egin da,

MacroModel softwarraren (MacroModel v.9.3.518, Schrédinger) barneko Monte Carlo™
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minimizazio prozedura erabiliz, bertan indar eremu desberdinak erabili direlarik
(MMFFs, AMBER, OPLS, MM3) (El. irudian indar eremu desberdinak erabiltzearen
justifikazioa dago).”™® Monte Catlo prozedurak, metodo erdiestokastikoen bidez,
atomoen arteko distantsiak eta angeluak aldatzen ditu eta ondoren mekanika
molekularraren bidez energiak eskuratzen dira. Programaren bidez, intereseko energia
lethoa dauden molekulak eskuratzen dira. Mekanika molekularrak hurbilpen moduan
erabili den arren, zenbait egitura intuizio kimikoaren bidez irudikatu behar izan dira

Monte Carlo prozedura erdiestokastikoak ausazkoak baitira.

Mekanika molekularraren  bidez eskuratutako egituren kopurua, sistemaren
konplexutasunaten arabera desberdina izan da eta M06-2X/6-311++G(d,p) mailan

optimizatu dira.*

Optimizazioak era arruntean egin dira, lortutako emaitzak eskuz
aztertu eta zero puntuko energia (ZPE) zuzenketa aplikatu zaie. Gainezarmen akatsa
zuzentzeko, M06-2X/6-311++G(d,p) mailan, Counterpoise zuzenketa metodoa erabili
da.” Molekulen konformeroen energia langen ekorketak (Sean), MO06-2X/6-
311++G(d,p) mailan egin dira, egituraren ZPE erabili gabe. Konformeroen langen
ckorketetan bi mekanismo desberdin agertzen dira. Alde batetik, mekanismo
kontzertatuan, non intereseko diedroa mugitu da eta molekularen bestelako guneak
mugimendu horretara egokitzen dira. Beste alde batetik, etapen bidezko mekanismoan,
intereseko diedroa mugitu aurretik, molekularen bestelako gune edo ordezkatzaileen

biraketaren ekorketak egin dira eta, ondoren, intereseko diedroa mugitzeko askeago

dagoenean, bere ekorketa eginte da.

DFT kalkuluak guztiak EHU-ko SGlker-en Ikerkuntzarako Aplikatutako Informatika
Zerbitzu Orokorrak duen Gaussian09 programarekin egin dira.*®

Molekulen entropia eta Gibbs-en energia askearen kalkuluak egiteko, Gaussian09-ren

output-a eta NIST-ek ahalbidetutako erremintak erabili dira.”’

Lan honetan, aﬂlg&ém‘ﬂmn
handieneko Gibbs grafikoan (aurrerago emaitzetan ikusgai), Gibb-en energia askea, lotura
energia moduan erabiliko da. Normalean, egoera makromolekularrean, molekulen arteko
interakzioen indarrak entalpiaren bidez determinatzen dira. Molekula isolatuetan berriz,
entropia estatistikoaren parametroa sartzea interesgarria da. Entropia estatistikoak,
energia mailen populazioaren distribuzioa tenperatura desberdinetan ematen du eta

beraz fase isolatuko emaitzak fase makroskopikora estrapolatzeko egokiagoa da Gibbs-

en energia erabiltzeak.
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4. EMAITZAK - 4.1. GlcNAc

4. EMAITZAK:
4.1.GIcNAc

Hasteko, a-GIcINAc aztertu da. 8. irudiko konformeroak egonkorrenak dira, energia
erlatiboa (ER) zero puntuko energia zuzenketa erabilita (energia handiagoko a-GlcNAc
konformero batzuk eta bere energia E2. irudian daude) . Bertan ikusi daiteke, kalkuluen
arabera, egitura egonkorrenak « moduko egiturak direla, non hidrogeno lotura
kooperatiboa O*H:--O’H---O(=C)NH-*-O'H den. Printzipioz, egitura egonkorrenak
1kJ/mol leihoan daude, hau da, haien energia oso antzekoa da. Hiru egitura horien
desberdintasun bakarra hidroximetiloaren posizioa da. Egitura egonkorrenen artean ez

dago H lotura kooperatiboa ¢/ moduan duen konformerorik.
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8. Trudia- MOG-2X basea cta 6-311++G(d,p) mailan Gaussian 09 -ren bidez lortutako energia minimodun
konformeroak. Amidaren posizio desberdina duten G+g+/cl egituren energia. Gibbs energia etlatiboa tenperatura
desberdinetan. Hidroximetiloaren konformazioaren arabera berdea (G-) gorria (G+) urdian (T) markatu dira

Horretaz gain, molekula bakoitzaren Gibbs energia erlatiboek tenperaturarekiko duten
aldaketa kalkulatu da (8. irudia). Bertan ikusi daiteke nola energetikoki faboratuen
dauden egiturak, Gibbs energian ere minimoenak direla tenperatura tarte osoan. O-
GlcNAc-01 egiturak, hidroximetiloa G+g+ moduan du eta Gibbs energia etlatibo
minimoa du tenperatura tarte osoan. Aldiz, GIcNAc-02 egitura, non hidroximietiloa G-
g+ konformazioa duen, tenperatura handitzean, faktore entropikoa dela eta, Gibbs

energia handitzen da.

Aurretik esan den moduan, egitura egonkorrenak aldohexosetan, hidroxiloen protoiak
txandakatuta dituztenak dira. Kasu honetan, azetamidaren ondotioz aurkitu daitekeen
C'-C*>N-C(=0) eta, hotren ondorioz, C*-C-O’H diedroaren angelua apur bat beregiak
dira, izan ere, O’H lotura C*-C’ loturarekiko eklipsatua geratzen da hidrogeno lotura
intramolekularraren ondorioz. Azetamida taldearen errotazioaren PGS sinplikatua 9.

irudian aurkezten da (E3. irudian hidroximetiloaren G+, G- eta T konformazioen

11



4. EMAITZAK - 4.1. GlcNAc

amidaren errotazioa aurkezten da). 9. irudiko PGS hidroximetiloaren hiru konformeroen
bataz besteko energiekin egin da, irudia sinplifikatzeko. Azetamidaren errotazioaren
grafikoan bi mekanismo sinplifikatu adierazi dira. Pentsa daitekeen moduan, etapen
bidez eman daitekeen mekanismo anitz dauden arren, 9. irudian, energia minimodun

mekanismo bat adierazi da, eskuineko irudian gorriz adierazita.
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9. Irudian- PGS grafikoak. Ezkerrean, hidroximetiloaren errotazioa. Eskuinean N-C2 Newmanen proiekzioaren
bidez, amidaten errotazioaren PGS mekanismo kontzertatu sinplifikatua eta etapen bidezko mekanismoa erabilita.
Newman proickzioaren posizio errotazionala, karboniloak finkatzen du. E3. irudian hidroximetiloa G+,G- eta T
moduan duten egituren amidaren errotazioaren PGS osatuagoa dago.

Hidroximetiloaren biraketaren energia behatuz grafikoan (9. irudia begiratu), bere
errotazioa mekanismo kontzertatuaren bidez gas fasean ez dagoela ahalbidetuta ikusi
daiteke, izan ere, energia langak 10k]/mol baina handiagoak baitira kasu guztietan. Hori
dela eta, normalean MW eta laser espektroskopiaren bidez, antzeko molekuletan hiru

errotamero egonkorrenak detektatzen dira.**!

PGS diagraman, energetikoki oso faboratuta ez dauden arren, aurretik esandako hiru
egitura egonkorrenez gain, badaude bestelako egitura batzuk, energia minimo lokaletan.
Beraz, lau familia egonkor/metaegonkor daude, 9. irudian berdez, gortiz, laranjaz eta
horiz adierazi direnak. PGS aztertuz, egonkorrenak diren egiturak, putzu energetiko
sakon batean daudela ikusi daiteke. Horrekin esan daiteke, egitura egonkorrenek
gurruntasun berezi bat dutela. Egitura egonkorretik erlojuen norantzako biraketan, langa
energetiko oso handi bat ikusi daiteke mekanismo kontzertatuaren amidaren biraketan.
Etapen bidezko mekanismoan langa askoz txikiagoa da. 9. irudian horiz eta laranjaz
markatuta, energia maila antzekoan eta langa energetiko txiki batez banatuta bi

konformero daude. Azken horien arteko interkonbertsioa energetikoki faboratuta dago.

12



4. EMAITZAK - 4.1. GlcNAc

Orokorrean, amidak, alboko karbonoetan dauden hidroxiloen posizioa baldintzatzen du
H lotura intramolekularraren bidez. Horretaz gain, amidak, hidroxiloaren antzera, gas
fasean, hidrogeno zubi kooperatiboak eratzea ahalbidetzen du. Konformeroei deritzola,

¢/ motako konformeroak ez daude energetikoki faboratuta.

Aztertutako bigarren azukre monomeroa B-GlcNAc izan da. a eta B azukreen arteko
desberdintasuna C' karbonoaren estereokimika da. Kasu honetan, azukrearen
ordezkatzaile guztiak ekuatorialean daude *C; aulkiko konfigurazioan. Artikulu askotan
ikusi da nola karbono anomerikoaren (C') konfigurazioak izugarrizko eragina duen

molekularen hodei elektronikoan," efektu anomeriko desberdinak direla eta.

7kJ /mol baino gutxiago duten 10 egitura aurkitu dira. Horietako egitura nagusiak, 10.

irudian daude adierazita (bestelako egiturak E4. irudian daude).
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10. Trudia- Energia minimodun konformero adierazgarrienak (bestelakoak E4. irudian). Energia eskuratzeko M06-2X
6-311++G(d,p) erabili da ZPE gehituta. Eskuineko grafikoan Gibbs energia etlatiboa tenperatura desberdinetan,
diagrama laburbildua (E5. irudian osatua). Hidroximetiloaren konformazioaren arabera berdea (G-) gorria (G+)
urdian (T) markatu dira.

10. irudiko lehenengo lerroko egiturak ¢ egitura egonkorrenak dira eta bigarren lerroan,
amidaren posizio desberdina duten ¢/ egitura egonkorrenak daude. Egiturak aztertuz,
<3kJ/mol energia tartean, « zein ¢/ egiturak daudela ikusi daiteke. Hotretaz gain, o
egituretan hidroximetiloaren posizio desberdinek energia nahiko antzekoa duten arren, ¢/

egituretan, energia diferentzia handiagoa dela ikusi daiteke.

Gibbs-en energia etlatibo grafiko sinplifikatua aztertuta (10. irudia begiratu) 10k]/mol
azpitik zenbait konformero familia agertzen dira. Familia horien barruan, gorriz,
energiatan egonkorrenak diren ¢, berdez, ¢/ eta, beltzez, twist egiturak daude (begiratu
E4. irudia konformeroen egiturak ikusteko). o anomeroan gertatzen den bezala, 3

anomeroan, hidroximetiloaren posizioa G- moduan duten konformeroetan, tenperatura

13



4. EMAITZAK - 4.1. GlcNAc

igotzean Gibbs-en energia erlatiboa handitzen da. Twist egitura nahiko interesgarria da,
izan ere, egitura horretan hidrogeno lotura kooperatiboak egitura osoan zehar hedatzen
baita. Gibbs-en grafikoan energiatan minimoenak diren lehenengo hiru egiturak energia
absolutuan minimoak diren arren, B-GleNAc_01 egituran, non hidroximetiloa G-g+
konformazioa duen, tenperatura altutan nahiko egonkortzen dela ikusi daiteke faktore

entropikoaren ondorioz.

Aurreko anomeroarekin bezala, azetamidaren errotazioaren PGS egin da (11. irudia).
Hidroximetiloaren errotazioaren langa energetiko o anomeroaren oso antzekoak dira
(E6. irudian ikusgai). PGS diagrama kalkuluak egiteko, hidroximetiloaren G+ eta T
posizioen errotazioaren bataz besteko balioak erabili dira. (E7. irudian eta ES8. irudian
hidroximetilo G+ eta T posizioen amidaren errotazioaren grafikoa garatuago). PGS
diagraman, bi familia nagusi daudela ikusi da. Lehengo familia osatzen duten ¢ egiturak
egonkorrenak dira eta bigarren familia ¢ (gibbs-en diagraman berdez adierazita
daudenak) egiturak dituztenak dira. Bitartekoak familia horietara erlaxatzeko duten joera
oso handia izango da, hau da, termodinamikoki erdi faboratuta egon daitezkeen arren

zinetikoki ez dira faboratuta egongo.
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11. Trudia- Eskuinean N-C2 atomoen Newman proickzioaren bidez irudikatutako mekanismo kontzertatua eta egitura
egonkorrenen irudiak. Newmanen proiekzioaren posizioa karboniloak finkatzen du. Ezkerrean, mekanismo
kontzertatuan langa handieneko interkonbertsioaren etapen bidezko mekanismoa eta mugitutako diedroak.

Amidaren errotazioak, mekanismo kontzertatuaren bidez langa oso handia duen arren,
etapen bidezko mekanismoan, langa hori askoz txikiagoa dela ikusi daiteke (11a. irudia).
Hau da, amidak errotatzeko beharrezkoa duen energia molekularen bestelako

ordezkatzaileen posizioaren araberako konformazioak inposatutakoa izango da.
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Bi anomeroan aurkezpena egin eta gero, bien artean lortutako emaitzak eta beste fase

batean lortutakoak glukosarekin konparatu dira.

“"Almidoia™

12. Irudia- fase desberdinetan eta anomero desberdinen GleNAc, Gle eta bere polimeroen egiturak.

12. irudian GlcNAc eta Glc, fase solido, likido eta isolatuan agertzen diren molekula
nagusiak irudikatuta daude.”** Erronboetan, gas egoerako egiturak adierazi dira Glc
MW-ren bidez zalantzarik gabe egindako identifikazioa eta GIlcNAc lan honetan
kalkuluen bidez landua; borobilak, RMN eta dinamika molekularren bidez lortutako
egitura nahasteak dira ingurune urtsuan eta, laukietan, egitura polimerikoak eta egitura

kristalografikoak adierazi dira, neutroien eta X-izpien difrakzio bidez identifikatuak.

Lehenik eta behin gas faseko a-GIcNAc eta B-GlcNAc molekula bakoitzaren egitura
egonkotrrenen artean ~9kJ/mol-cko langa dagoela ikusi da (E9. irudian anomeroen
energia erlatiboaren konparaketa), anomero egonkorrena o delarik. o anomeroa,
normalean gas fasean egonkorrena den arren besteak beste efektu anomerikoa dela

19 zenbait ikerketek erakutsi dute nola, adibidez, Glc-ren kasuan disoluzioan

eta,
egonkorrena 3 anomeroa dela.” Bi anomeroen GPS ikusita, azetil amidaren biraketa

askea mekanismo kontzertatuaren bidez faboratua ez dagoela ondorioztatu daiteke.
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Anomero bakoitzak duen C'-C*>N-C(=O) diedroaren posizio egonkorrak desberdinak
dira. Mekanismo sinplifikatua den arren, esan daiteke, o-ren egitura egonkorrenak -

renak baino zurrunagoak direla. Izan ere, kalkulu eta GPS-rekin konfirmatu da, 8
anomeroan energia leiho txikiago batean konformero asko daudela eta egitura
malguagoa dela. Horretaz gain, anomero aldaketak efektu handia dauka GIcNAc
molekula osoan zehar, hau da, hidroxilo anomerikoak, domino piezen antzera,
molekularen “beste aldean” dagoen hidroxilo baten posizioan eraginak ditu, ez bakarrik
alboko atomoetan. Hau, molekula oso malgua delako gertatzen da, molekula zurrunetan
(atomoen arteko biraketa ahalbidetuta ez dagoen egituretan) ez dira horrelako efektuak

molekulan zehar garraiatzen.

Fase solidoan, bakarrik a-GlcNAc monomeroaren egitura kristalografikoa idenkifikatu
da.”” B-GIcNAc berriz, kitinaren monomero moduan ikusi da.”’ Fase likidoan, bi
anomeroen nahasteak egon oi dira.”® Beraz, arraroa dirudi, naturan a-GlcNAc
monomeroarekin polimeroren bat edo B-GlcNAc monomeroaren kristalik ez aurkitzea.
Hala ere, Glc-ren kasuan, adibidez, bi anomeroen kristal zein polimeroak identifikatu
dira (12. irudia). Zergatia ezezaguna den arren, sistema bakoitzean ikusten dena azaldu

eta gas fasean ikusitakoarekin konparatu da.

12. irudiaren begirada azkar batekin, ingurunearen arabera eratzen den konformeroa oso
desberdina dela esan daiteke, hau da, molekularen egitura oso baldintzatua dago

ingurunearekin.

Fase solidoko egitura kristalinoan, inguruneko molekulen kokapenak eta H loturek
monomeroaren egituran izugarrizko eragina dute. Hala ere, a-Glc eta a-GlcNAc-ren
egitura kristalografikoak nahiko antzekoak dira, monomeroak xafletan antolatuta daude
eta xafla horiek paraleloki ordenatuta daude, non monomeroak xaflen artean
txandakatuta agertzen diren. GIcNAc-n gainjarritako xaflen artean, besteak beste,
C=0-""HN lotura intermolekularra ematen da. B-Glc-ren egitura kristalografikoan
ikusten da glukosak ez daudela guztiz gainezarrita eta [B-GlcNAc egitura horren
antzekoa lortzekotan ez litzatekela C=O---HN H lotura eratzerik izango. Fase
isolatuan kalkuluen bidez lortutako emaitzekin konparatuta, GlcNAc baten inguruan

bestelako molekulak jartzean H lotura intermolekularra intramolekularra baino
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faboratuago dagoela ikusten da. Egitura kristalografikoan hidroximetiloak ez du G-

konfiguraziorik hartzen.

B-GlcNAc monomeroaren kristalaren determinazio estrukturalik lortu ez den arren,
kitina polimeroaren (poli-B-GlcNAc) egitura kristalografikoa aztertuz, geruzetan

antolatzen dela ikusi daiteke. Egitura xafladun horrek, antzekotasun handia dauka B-Glc
polimeroarekin (zelulosa). Glukosa eta kitinak funtzio estrukturala dute, batak

landareetan eta, besteak, artropodoen exoeskeletoan eta hondoetan.

RMN eta dinamiken bidez determinatutako egiturak, nahiko malguak direla ikusi
daiteke. 12. irudian erronboetako egituretan zuriz irudikatutako atomoak, mugikorrak
dira. Aipatu beharra dago, hidroximetiloaren G- egituraren kontribuzioa hutsala dela eta,
gogoratu beharra dago aurretik Gibbs-en grafikoan ikusi dela hidroximetiloaren G-
errotameroak, normalean tenperaturarekin Gibbs-en energia erlatiboa ezegonkortzen
direla. Horretaz gain, fase urtsuan eta gas fasean agertzen diren egiturak nahiko
antzekoak diren arren, amidak, fase urtsuan, H lotura kooperatiboa apurtzen du,
eraztunarekiko  perpendikular jartiz (H>-C>N-H: =180°). Beraz, urak, amidaren
karboniloarekin elkarrekintzak eratzeko erraztasuna du, gas fasean aurretik ikusi den
moduan.” Gogoratu beharra dago, amidaren erresonantzia aztertuta, karboniloaren
oxigenoan karga partzial negatibo bat dagoela, eta horrek, ziurrenik interakzioak
eratzeko joera nahiko handia ematen dio. Aurretik amidaren errotazioak nolabaiteko
zurruntasuna duela esan da, baina hori egoera isolatuan gertatuko litzatekeenaren
hurbilpen bat da, hori guztiz aldatzen baita molekulen arteko elkarrekintzen bidez.
Dinamiken bidez determinatutako kontribuzio handiena duten egiturak gas fasean

egotekotan, 13. irudiko ikuspegia lortuko lirateke.

q}egonkorren o 6390“"0"’@%

=[13] [10.8] [9.5] \ [12.2] (8.7] [8.6] j

13. Irudia: RMN-ren bidez eskuratutako egiturak gas fasean edukiko lukeen energia MOG-2X basea eta 6-
311++G(d,p) mailan optimizatuta ZPE erabilita.
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Gas fasean, molekulak berez, hidroximetiloaren G- posizioa ezinduago  dago

tenperatura handiagoan ere bai faktore entropikoaren ondorioz.

Orokorrean, ondorio moduan esan daiteke, C*ra atxikitutako amidak, Glc-rekin
konparatuta, H lotura kooperatiboan eragin nabariak dituela. Gainera, anomeroaren

aldaketaren efektua molekula osoan zehar hedatzen da, domino fitxen antzera eta,
hotren aldaketak, adibidez, B anomeroan ¢/ egitura egonkorrak egotea ahalbidentzen du,

o anomeroa ezegonkorrak diren bitartean.

Orokorrean alde batetik, gas fasean egitura egonkotretan, karboniloa edo alboko O’H
posizio dertigortu batean finkatzen den arren (C>-C’loturarekin eklipsatuta), zenbait
ingurunetan, amida eraztunarekiko perpendikularrago finkatzen da, H lotura
kooperatiboa eraldatuz eta O’H askeago utziz. Gas fasean hidroximetiloak hiru posizio
egonkor dituen arren (G-, G+ eta T) bestelako faseetan ez da G- errotameroaren
kontribuziorik ematen Gibbs-en diagramak aurresan duen moduan. Beraz, gas fasean
GlcNAc monomeroak Glc-rekin  antzekotasun handia duen arren, argi dago

molekularen konformazioa bestelako ingurunetan asko aldatzen dela.

4.2. GIcNAc'--PhOH
Laser espektroskopiaren bidez esperimentalki aztertu daitekeen GIlcNAc dimero
sinpleenetarikoa  GIcNAc'-*PhOH  dimeroa da. Gainera, fenolak H lotura
intermolekularra eratzeko duen joeragatik, sistemaren konformeroaren zalantzarik
gabeko determinazio konformazionala erraz egiteko probabilitate handia dago, izan ere,
H lotura zuzena eratzen duten hidroxiloen seinaleak gorrirantz desplazatuko baitira.
PhOH molekula zurruna denez, GlcNAc monomeroan ikusitako anomero bakoitzaren

bilakaerak, molekula zurrun batekin nolakoa den ikusi da.

Horretaz gain, PhOH, tirosina aminoazidoaren gune aktiboa da, eta entzima eta
bestelako egitura asko aurkitzen dira non PhOH eta GlcNAc-ak edo bere polimeroak
interakzionatzen duten.”” Beraz, interesgartia da kluster horren determinazio teoriko
zein esperimentala egitea, horrela bi molekula horiek duten interakzioa aztertu,
monomeroaren kalkuluen egokitasuna balioztatu eta H lotura kooperatiboak duen
bilakaera aztertu da. Erositako azukre monomeroa bi diasteroisomeroren nahaste

moduan saltzen da, baina salgai dagoen konposatuaren RMN eta kristalografia

artikuluetan anomero nagusia o dela adierazten dutenez, hasiera batean esperimetalki
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neurtutakoa bakarrik o anomeroa dagoela kontsideratu da. Aurrerago, kluster honen
bidez, esperimentalki nagusiki o0 anomeroa dagoela ondotioztatu da (E14. irudian B-
GlcNAc--PhOH  espektro teorikoak esperimentalarekin  konparatuta). ILortutako
espektro gehienak nahiko zaratatsuak izatearen zergatia, besteak beste, sartutako
konposatuak diasteroisomero nahaste bat izatea izan daiteke. Hala ere, GlcNAc-aren bi
diastereoisomero kalkuluak egin dira. Horrekin, fase isolatuan zein anomero dagoen
identifikatu, kalkulu teoriko eta esperimentalen arteko konparaketa egin eta bi

anomeroen klusterren arteko konparaketa egin da.

Aztertutako lehen sistema o-GIcNAc:--PhOH izan da. Esperimentalki lortutako
emaitzak 14. irudian ikusi daitezke (E10. irudian PhOH monomeroaren REMPI eta

IDIRS espektro teoriko eta esperimetala eta PhOH molekularen irudia jarri da).

36088cm’!

a) b)

/ /. 5 | Mﬂf
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14. Trudia- a) Esleitutako konformazioa, berez hidroximetiloaren hiru errotameroak egon daitezke baina irudian
bakarrik G- adierazi da, besteak 16. irudian daude. Energia txikiko esleitu gabeko konformeroen espektro teorikoak
E11. irudian daude. Koloreetan espektro esperimetalean esleitzen diren seinaleak. b) PhOH eta o-GleNAc-PhOH
REMPI esperimentala. C) IR/UV espektro esperimetanla eta esleitutako hiru egituren espektro teotiakoa.
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REMPI espektroan eskuratutako intentsitate maximoko uhin zenbakian, 36088cm™,
non 0o-GlcNAc'-'PhOH dimeroaren trantsizio erresonante bat ematen den, masa
espektroa jaso da (15. irudia). Neurtutako sistemaren konplexutasuna masa espektroan
antzeman daiteke. Lan honetan GIlcNAc:--PhOH eta GlcNAc:--B-PhGle dimeroak
esperimentalki neurtu dira, 15. irudian gorriz markatuta daudenak. Ikusten den moduan,
dimeroaren trantsizio erresonante batean jasotzen den seinalea, justu kuantifikazio muga
(KM) gainetik dago. KM hori, 32,5-35us tarteko oin lerroaren BBZ (bataz bestekoa) +
10-DE (desbideratze estandarra) eginez lortu da. Hori dela eta, jasotako IR/UV

espektroek s/z oso txikia dute.
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15. Irudia- Neurketa egun batean eskuratutako masa espektroa GleNAc-PhGle trantsizio batean. Gorriz, neurtutako
sistemen seinaleak. Berdez, aurretik argitaratutako sistemen seinaleak. Kuantifikazio muga (KM) oin lerroaren BBZ
+10-DE-ren bidez kalkulatu da.

REMPI espektroa nahiko zabala dela ikusten da (14. irudian begiratu) . Seinale horren
zabalera frekuentzia baxuko bibrazio moduen akoplamenduaren ondorioz ematen da.
Horretaz gain, PhOH-rekiko gorrirantz desplazatuta agertzen da, fenilo eraztunaren
interakzioa dela eta. Bi gailur zabal gainjarrita agertzen dira, trantsizio desberdinen
ondorioz. Gailur bakoitza, PhOH-ren trantsizio bakoitzari dagokio, 14. irudian PhOH

monomeroaren trantsizio bakoitzean dimeroaren trantsizioak ikusten dira.

IDIRS espektroa 36088cm™ uhin zenbakian hartu da, REMPI espektroko lehen
gailurreko puntu maximoan. Ikusi daitekeen moduan, lortutako IR espektroaren s/z
nahiko txikia da eta horrek, seinaleen identifikazioa nekez lortzea eragiten du zenbait
kasutan, adibidez, OH askeen gunean. Hala ere, 3250cm™-ean agertzen den seinale

zabala, bakarrik PhOH:--O(=C) interakzioak ematen du, izan ere, amidaren oxigenoak
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dentsitate elektroniko handia duenez, hidroxilo batek berarekin interakzionatzean
seinalea asko desplazatzen da gorrirantz, H lotura oso sendoa delako. Lotura horren
sendotasunak, bibrazio energia jasiten du, IR seinalea gorrirantz desplazatuz eta
anharmonizitatea handitzen du, seinalea zabalduz eta kalkulu teorikoan errore handiagoa
emanez. 3450 cm™' inguruan bi maximo dituen gailur zabal bat ikusten da. Bi maximo
horiek, NH askearen (*3425cm™") eta OH lotzaile (*3450cm™) baten seinaleak dira. NH
askeak, normalean seinale nahiko estuak ematen ditu baina, kasu honetan OH
lotzailearen gainean ematen duenez, seinalea apur bat zabalagoa da. OH askeen gunean,
3550-3750cm’, argi, bakartik seinale bat ikusten da eta ezin da ondo esleitu espektro
teorikoekin. CH gunean (2800-3100 cm™' inguruan) seinale estu bat ikusten da. Sisteman
CH asko daudenez, ezin da aurresan zeini dagokion seinale hori. Batez ere 3250cm™

seinaleari esker, besteak beste, esperimentalki ikusitako konformeroak identifikatu dira,

15. irudiko lehen lerroko egiturak direnak a-GlcNAc:--B-PhOH_01, 02 eta 03. Egitura
horien artean ezin da bereiztu zein lortu den, baina ziurrenik hiruren kontribuzioa dago.

Egitura horietan, H zubi kooperatiboa bi molekulen artean hedatzen dela ikusten da.

Teorikoki lortutako egitura egonkorrenak familiatan multzokatuta 16. irudian ikus

daiteke.
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16. Trudia- Egitura egonkorrenak interakzio intermolekularraren bidez antolatuta koloteetan eta zutabeka,
hidroximetiloaren posizioa. Egitura bakoitzaren izendapena eta bere energia (MOG6-2X 6-311++(d,p)) ZPE ecta
Connterpoise zuzenketa aplikatuta.

10 kJ/mol energia leihoan, lau monomero mota nagusi daude. Familiak koloretan
multzokatu dira, aurrerago dagoen Gibbs diagramarekin bat datozenak. Egitura
egonkorrenen azukre monomero guztieck & moduko egiturak direla ikusi daiteke, o-

GlcNAc anomeroan egonkorrenak diren berdinak.

Egitura egonkorrenak aztertuz, fenolak, GIctNAc-k H lotura planarretik desbideratuen
dauden hidroxiloekin interakzionatzen duela ikusi daiteke. Hau da, H zubi planarra

distortsionatzen duten zubiekin  O3H--O(=C), O1H---O5, eta OGH:--O5

interakzionatzeko joera handiagoa du.
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17. Irudia- GIbbs-en energia etlatiboaren diagrama laburbildua, minimo orokorreko eta antzekotasun handieneko

monomeroak erabilita. Kolorean 20. irudiko familiekin bat datoz. Marka beltza AG=0 egiten den tenperatura da.
Tenperatura horretatik behera klusterren eraketa termodinamikoki faboratuta dago. Diagrama osoa E12. irudian dago.

Gibbs-en diagramak aztertuz, energia txikiena dutenak familia laranjako egiturak dira
(17. irudia). Antzekotasun handieneko diagraman, 1 eta 5 egiturak dira nagusiak, hau da,
bere lotura energia handiena da. 1 eta 5 egituretan, hidroximetiloaren orientazioa G+g+
moduan dago. Emaitza horien arabera, G+g+ egituraren interakzioak PhOH-rekin,
aparteko lotura energia bat ematen dio dimeroari CH: -7 interakzioaren bidez. Gainera,
Gibbs diagraman G- egituretan, tenperaturarekin Gibbs energia erlatiboa handitzen dela
ikusi daiteke. Monomeroaren RMN-aren emaitzetan ikusi da, ematen den
hidroximetiloaren errotamero nagusiak G+ egitura daukala eta G- ren kontribuziorik ez
dagoela. Emaitza hau, adibidez, errekonozimendu zelularrean, non errezeptore eta
ligandoaren interakzioak egitura zehatz batzuetarako izan behar diren, hidroximetiloaren

errotamero egonkorrenak nolabait hori ahalbidetzeko gai izan daitezke.

Beste GlcNAc diasteroisomeroarekin, B-GIcNAc:--PhOH dimeroaren azterketa egin
da. Kasu honetan, B-GlcNAc lagin komertzialik ez dagoenez salgai, atal hau bakarrik
teorikoki landu da. a-anomeroaren kalkuluak ondo egin direnez eta espektro

esperimentalarekin  ondo doitzen direnez, eta [ anomeroarekin antzeko datu

tratamendua egin denez, ondo egongo direla pentsa daiteke.
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18. Trudia- GIeNAc-PhOH dimeroaren egitura egonkorrenen antolaketa. Horizontalean interakzio intermolekularra
eta bertikalean GLcNAc monomeroaren H zubi kooperatiboaren norabidea. Erlojuen orrantzen norantzaren kontra
CC cta orratzen norantzan CL. M06-2X/6-311++G(d,p) ZPE eta Counterpoise erabilita <10kJ/mol energia duten
egituren interakzio gune, jatorrizko monomero eta energiak E1. taulan daude adierazita.

Kasu honetan, <10 kJ/mol duten egitura asko topatu dira. 30 inguru, non fenolak,
azukre monomeroarekin interakzionatzen duen gune desberdinetatik. Egitura horiek
familiatan sailkatu dira (18. irudian). Orokorrean, fenolak protoi emaile moduan
jokatzen du, baina protoi hartzaile moduan ere joka dezake, oxigenoaren zein T
interakzioaren bidez. Kasu honetan, non azukrearen ordezkatzaileak ekuatorialean
dauden, fenolak ez dauka interakzionatzeko afinitate handieneko gunerik, hori bai,

egitura gehienetan azukrearen hidrogeno lotura kooperatiboa mantentzen laguntzen du.

Egitura egonkorrenen artean, ¢ eta ¢/ egitura asko daudela ikusi daiteke. B-GlcNAc

monomeroaren kalkuluetan ere ikusi da B anomeroarem ¢ eta ¢/ egiturak energia
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antzekoan dutela eta, dimeroan ere, gauza bera ikusten da. Dimero honen kasuan,
amidaren posiziori erreparatuz, monomeroarekiko egitura oso desberdinak eratzeko
aukera ematen duela ikusi daiteke. Hidroximetiloa G- konformazioan duten [-
GlcNAc - -PhOH egituretan, Gibbs-en energia erlatiboa egonkortuta dago tenperatura
handietan OH:-*m eta CH:-'m interakzioa ematen den egituretan, adibidez, -

GleNAc - -PhOH_12 eta B-GlcNAc: - -PhOH_24 egituretan.

19. irudian, familia bakoitzeko egitura egonkorrena dago Gibbs grafikoan irudikatuta.
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19. Irudia- Minimo orokorra eta antzekotasun handieneko Gibbs diagrama sinplifikatuak. Koloreen bidez interakzio
bakoitzaren Gibbs energia minimodun konformeroa adierazi da. E13. irudian Gibbs energien grafiko osoak irudikatu
dira. Marka beltza AG=0 egiten den tenperatura da

Gibbs-en diagrametan, (19. irudia, E13. irudia) adierazgarriena ziurrenik, interakzio oso
desberdineko konformeroek, Gibbs energia erlatibo zein Gibbs lotura energia erlatibo
oso antzekoa dutela ikusi daiteke (E13. irudian Gibbs diagrama osoak) . Horretaz gain,

aipagarria da lotura indarrik handieneko dimeroa ez dela 2 H zubi intermolekular eratzen
dituena, baizik eta H zubi bat eta askotan ahulagoa kontsideratzen den OH-''m
interakzio bat eratzen duten dimeroak direla. Gainera, T interakzioei deritzola, interakzio

desberdinak ematen dira, OH:*m, CH: -7 eta O=C- 7t besteak beste. Interakzio hotien
sendotasuna esperimentalki ezagutzea oso zaila den arren, OH interakzioek sendotasun
berezi bat dutela ikusten da, adibidez energia minimodun egituran, edo lotura energia

handieneko egituran.

Aurretik esan den moduan, klusten honen bidez B-GlcNAc anomeroaren kontribuziorik
ez dagoela ondotioztatu da. E14. irudian energia minimodun B-GlcNAc:--PhOH
dimeroaren espektro teorikoak eta esperimetalak daude. Bertan ikusi daiteke o-

GlcNAc:-PhOH  dimeroa hobeto esleitzen dela espektro teorikoarekin. [3-

GlcNAc--PhOH_11 konformeroaren baztertzeko espektro esperimetala eta teorikoa
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bat datorrenez, berez energia nahiko handia duenez, familia energia gutxiagoko

konformeroren bat agertu beharko litzateke eta argi dago ez dagoela horrelakorik.

Orokorrean, fenolarekin  aztertutako bi  sistemak konparatzen badira, -
GIcNAc:--PhOH eta B-GIcNAc:--PhOH, o anomerodun dimeroa, selektiboagoa
dela esan daiteke, batez ere bere interakzioak O'H-O°H eta O’H-O(=C) gunean ematen
direlako. B anomeroan, interakzioa askeagoa da, hau da, monosakaridoaten gune
desberdinetan interakzionatzeko joera du. Monomeroen emaitzak gogoratuz, [
monomeroak konformero egonkor gehiago ditu. Horrek, B-GleNAc:--PhOH dimeroan
energia PhOH GlcNAc-rekin gune oso desberdinetitatik lotzea ahalbidetzen du. Hau da,

monomeroan ikusten den efektu anometrikoa, dimeroan ere ematen da.

Horretaz gain, monomeroetan fase desberdinetan ikusi den moduan, hidroximetiloaren

G- konformazioa galarazita dago T interakzioen bidez C°H ez bada egonkotzen.

4.3. GIcNAC:--PhGlc
Aipatu den moduan, bi azukre monomero nagusiak naturan Glc eta GIcNAc dira.
Zenbait sistema biologikoetan, biek antzeko interakzioak jasaten dituztela ikusi da.”
Hortaz, gas fasean beraien arteko interakzioak aztertu dira, horrekin haien interakzio
puntu nagusiak eta afinitatea aztertzeko. Glukosa deribatuen anomero desberdinen
ikerkuntza ugari egin direnez, Glc GIcNAc batetekin ordezkatzean ematen den

aldaketak ikusi dira, horrekin amidak duen eragina ikusteko.

B-PhGlc monomeroaren azterketa espetimental zein teorikoa aurretik eginda
dagoenez,”' (E15. irudian B-PhGlc REMPI eta uhin luzeera batean IR/UV espektroak
eta egitura egonkorrenak adierazi dira) ez da aparteko aipamenik egingo horri buruz.
Hala ere, B-PhGlc-ren REMPI espektroa erreferentzia moduan erabili dela sistemaren

funtzionamendu egokia bermatzeko (E15. irudian).

Komertzialki aurkitzen den GIcNAc, anomero (diasteroisomero) nahaste bat moduan
saltzen den arren, GIcNAc -'PhOH klusterrean dagoen anomero nagusia o dela
ondorioztatu denez, o-GlcNAc - -B-PhGlc  dimeroa teorikoki eta esperimentalki

aztertu da eta B-GlcNAc- - B-PhGlc dimeroa bakarrik teorikoki. Horrela o/ eta o/
dimeroen arteko konparaketa egin da, anomeroaren arabera ematen diren eraldaketak

ikusteko eta Glc:*-B-PhGle-ren anomero desberdinekin konparatzeko.
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0-GlcNAc:-B-PhGlc dimeroaren esperimentalki lortutako REMPI eta IDIRS
espektroak 20. irudian daude ikusgai. REMPI espektroan ikusi daiteke B-PhGlc REMPI
espektroarekiko gortirantz desplazaturik dagoela, B-PhGlc SO-S1 trantsizioa 36868 cm'!
dagoelako. Horrek, dimeroan eraztun aromatikoarekiko interakzioak daudela adierazten
du. Horretaz gain, dimeroaren REMPI espektroa zabala da. Seinale horren zabalera
frekuentzia baxuko bibrazio moduen akoplamenduaren ondorioz ematen da. Hala ere,

REMPI espektroan zenbait gailur sasidiskretu identifika daitezke.

a) c)
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20). irudia- a) esperimetalki esleitutako egiturak. b) UV/IR esperimetala eta esleitutako egituren espektro teorikoa

(M06-2X/6-311++G(d,p)). ¢) PB-PhGlc eta klusterraren REMPI espektroak. Bestelako egitura egonkorren IR
espektro teorikoak E16. irudian daude.

Azkenik REMPI espektroari detitzola, aipatzekoa da 36349 cm™ uhin zenbakian seinale
jaitsiera oso bortitz bat dagoela, ziurrenik jer molekularrean dagoen fenolak laser

erradiazioa xurgatzen duelako.

REMPI espektroaren gailur intentsuenean 36922cm™ IR/UV espektroa jaso da. IDIRS
espektroa uhin luzera desberdinetan jasotzea interesgarria izan litzatekeen arren, gailurrik
intentsuenean lortutako s/z eta seinale txikiagatik, bestelako uhin luzeratan KM-tik
behera egon da. Hala ere, 36922cm™ uhin zenbakian, lortutako IDIRS espektroa nahiko
konplexua da, sistemaren OH/NH kantitatea eta sistema konkretuaren

konplexutasunagatik, eskuratutako seinalea oso txikia delako. IR/UV espektroa,
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zaratatsua eta konplexua denez, bere erabateko esleipena ezinezkoa da. Hala ere,
kalkuluen laguntzaz, espektroaren seinale guztiak esleitzeko beharrezkoak diren
konformeroak, edo konformero familiak adierazi dira. Horrelako arazoak ohikoak dira
konformero asko edo seinale asko dituen sistema batean. Beraz, orokorrean, espektro
esperimentalak informazio gutxi emango duen arren, teoriaren bidez lortutako

konformero egonkorrenekin konparatu da, emaitzen koherentzia baieztatzeko.

CH guneko 2800-3100 cm™" seinaleek informazio oso gutxi ematen dute. 3250-3550 cm®
"_ean ikusten den seinale zabala NH aske eta OH lotzaileei dagozkienak dira. OH
lotzaileek, normalean, lotura ahulagoak eratzen dituzte eta bere baitan bibrazio modu
ahulak dituztenez, bibrazioaren anharmonizitatea handitu egiten da. Horren ondorioz, H
lotzaileen seinaleak gorrirantz desplazatu eta seinaleak zabalagoak bihurtzen dira. Kasu
honetan, seinale diskreturik esleitu ezin den arren, seinalearen zabalera ikusita, gutxienez,
20. irudiko bi dimeroak beharrezkoak dira ondo egokitzeko esperimentalki ikusitakoa.
OH askeen gunea, 3550-3750 cm’, informazio gehien ematen duena da. Orokorrean,
hiru seinale multzo ikusi daitezke 3700 cm™ inguruan, gorriz, berdez eta urdinez

markatuta agertzen direnak.

Lortutako espektro esperimentala teorikoekin konparatzen bada, egitura edo egitura
multzoaren zalantzarik gabeko determinazioa egitea ezinezkoa da. Hala ere, kasu
honetan, lortutako espektroaren definizio falta eta s/z etlazioa txikiarekin ere, gutxienez,
20. irudian esleitutako bi konformero familiak beharrezkoak dira espektro teorikoa
guztiz doitzeko. Aurretik esan den moduan, CH, NH eta OH lotzailen guneak ematen
duten informazioa ez da zehatza. Baina, orokorrean ikusi daiteke, esleitu beharreko
egituran zenbait OH lotzaile egongo direla. OH lotzaileak 3300-3600 cm™ tarte osoa
hartzen dutenez, H lotura eratzen duten izaera desberdina duten konformeroak egongo
dira. Esleituriko egituretan OH:--O(=C) eta OH"**-Oy izaera desberdineko H loturak
daude, seinale horren zabalera arrazoitzen dute. OH askeen gunean, ikusten den
moduan, hiru seinale multzo antzematen dira. Alde batetik, seinale urdinak nahiko ondo
esleitzen dira espektro teorikoarekin. Seinale gorria, gailur ez gausstar bat denez, bere
baitan seinale desberdinen nahaste bat dagoela ondorioztatu daiteke. Seinale horren
zabalera eta intentsitatea azaltzeko, gutxienez 14 irudiko bi egiturak beharrezkoak dira,
non 4 H lotura ematen diren. Azkenik, seinale berdeak nahiko ondo doitzen direla

ikusten da.

28



4. EMAITZAK - 4.3. GIcNAc*-PhGlc

Kalkuluei deritzola kasu honetan, 9kJ/mol energia baino gutxiago duten (ZPE eta
Connterpoise zuzenketa aplikatuta) hiru konformero bakarrik daude, 21. irudian Gibbs
energia askea, lotura Gibbs energia askea eta egitura egonkorrenak adierazi dira (21.
irudian ez dauden egiturak E17. irudian daude) Gibbs energia askearen grafikoa
begiratuz  o-GleNAc-B-PhGlc_01 egitura egonkorrena dela ikusi daiteke. Gainera,

konformero hori energiatan minimoa da.

Antzekotasun handiena grafikoan, molekulen arteko loturaren Gibbs energia erlatiboa

ematen da. Kasu honetan, konformero askok indar intermolekular oso antzekoa dute.

Minimo orokorra Antzekotasun handiena

>
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4,
| Sall-p,
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21. Irudia- Minimo orokotreko Gibbs energia erlatiboa eta antzekotasun handiencko Gibbs energia erlatiboaren
diagramak. Kasu honetan, minimo orokorra AG(r:()K)>10kj /mol eta antzekotasun handiena AG('1<:()K>>7 kJ/molez

dira adierazi. H lotura koporuarekin antolatutako energia minimodun egiturak. Hidroximetiloaren konformazioaren
arabera berdea (G-) gorria (G+) urdian (T) markatu dira. Bestelako egiturak eta bere energia E17. irudian daude.
Marka beltza AG=0 egiten den tenperatura da.

o-GlcNAc: - -B-PhGlc dimeroaren kalkuluei begiratuz, bi interakzio gune nagusi ikusten
dira, O°H eta amida. Egitura egonkorrenetan, bi interakzioa nagusi horiek ikusten dira,
eta bestelako egitura gehienetan, hidroximetiloak H loturak eratzen ditu, ziurrenik bere

errotazio gaitasunagatik hoberen moldatzen duen konformazioa har dezakeelako.

Anomero honetan, fenolaren kasuan bezala, amidaren karboniloak protoi hartzaile

izaera nahiko handia duela ikusi da.
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4. EMAITZAK - 4.3. GIcNAc*-PhGlc

Sistemaren anomero desberdinen eragina aztertzeko, B-GlcNAc+B-PhGlc dimeroaren
kalkulu teorikoak egin dira. Lortutako konformero nahastea eta Gibbs grafikoak 22.

irudian multzokatu dira (22. irudian agertzen ez diren egiturak E18. irudian daude

adierazita).
a) Minimo orokorra b) o Antzekotasun handiena
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22. TIrudia- B-GleNAc-B-PhGle Gibbs energia etlatiboak tenperatura desberdinetan minimo orokorran eta
antzekotasun handiencko monomeroak erabilita eta dimeroaren egitura egonkorrenak eta bere energia.
Hidroximetiloaren konformazioaren arabera berdea (G-) gorria (G+) urdian (T) moduan markatu dira. E18. irudian
Gibbs grafikoan agertzen diren egitura guztiak daude.Marka beltza AG=0 egiten den tenperatura da.

B-GlcNAc:-B-PhGlc dimeroan, energia absolutua (ZPE eta Counterpoise zuzenketan
gehituta) 9 kJ/mol baino energia gutxiagoko duten bakarrik 5 egitura daude. Dimero
horien interakzio gune nagusiak O°H, O'H eta O(=C) dira orokorrean o/ anomeroan

ikusten diren berdinak.

Gibbs energiaren grafikoei begiratuta, energiatan minimoak den egitura eta lotura indar
handiena duen egituren berdina dela ikusi daiteke, GlcNAc: - B-PhGlc_02 egitura.
Egitura horrek, lau H lotura intramolekular eratzen ditu eta horrek, Gibbs lotura energia

oso handia izantea ahalbidetzen du.

a-GlcNAc:--B-PhGlc eta B-GlcNAc:--B-PhGlc-rekin  lortutako  informazioaren
konparaketa eginez, bi sistemetan energiatan minimoak diren bi konformeroak berdinak
direla ondorioztatu da. 23. irudian bi konformeroen energia eta egiturak gainezarrita
irudikatu dira. Glukosa anomero desberdinen ikerkuntzak egin diren arren, azukre

dimero oso gutxitan aurkitzen dira anomero desberdineko baina konformazio berdineko
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4. EMAITZAK - 4.3. GIcNAc*-PhGlc

egiturak. Diasteroisomeroen arteko propietate fisiko—kimiko desberdinak dituzte eta
kasu honetan, bi diasteroisomeroen egitura egonkorrenak bakarrik kontuan hartzen
badira , o/f egiturak energia gutxiagokoak direla ikusi daiteke, hau da egonkorragoak
direla. Horretaz gain, bestelako propietate oso garrantzitsu bat, molekulen arteko
interakzio indarrak dira. Horrek, adibidez, izugarrizko eragina du errezeptoreekiko

interakzioan.”” Kasu honetan, energiatan minimoak diren egiturak hartuta, B/f

konplexuen lotura energia o/ baino handiagoa dela ikusten da, beraz, B/ dimeroaren
arteko interakzioa sendoagoa da. 23. irudian bi kasu zehatz bakarrik adierazita dauden
arren, kalkulu guztiak aztertzean /P dimeroen lotura energia handiagoa dela ikusi da,
batez ere, ordezkatzaile guztiak ekuatorialean dituen dimeroak elkarrekintza

eraginkorragoak egin ditzakeelako.

) b]
Gibbsen lotura energia _ Energia absolutoa
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3 2 T 1
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B-GleNAC-B-PhGlc_02 [p -p_02) B-GlcNAC-p-PhGlc_01 (B -p_01)

23. Trudia- o/B-GleNAc'B-PhGle energiatan minimoak diren egituren a) Gibbs-en lotura energia b) energia

absolutoa c) bi anomeroen irudiak gaijarrita eta OH- -7 interakzio.

B anomeroan, hidroxilo anomerikoak, planoan egonik, beste molekularekiko O°H- "1t
interakzioak eratzea ahalbidetzen du lotura energia handitzen delarik. Askotan, atomo
edo molekulen arteko interakzioen sendotasuna sailkatzerakoan, lotura indarren ordena
lotura kobalente>H lotura>m interakzioak > dispertsio molekularrak bezala finkatzen
da. Baina, kasu honetan bezala, ez da ahaztu behar molekula konplexuetan indar ahulek

eragin oso garrantzitsua eduki dezaketela. Kasu honetan, B-PhGlc-rekin GleNAc
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4. EMAITZAK - 4.3. GIcNAc*-PhGlc

anomero bat interakzionatzea nahi bada, Gibbs lotura energia handiagoa duen dimeroa

B/B den arren, egonkorrena o/ dela.

Orokorrean bi dimero sistemak ikertuta, molekula nahiko malguak diren arren, bi
kasuetan, amida eta O°H guneek interakzionatzeko joera handiago bat dutela

ondorioztatu daiteke, ziurrenik euren malgutasunagatik.

B-fenil-N-azetil-D-glukosaminaren---nH,O fase isolatuko ikerkuntzetan, amidaren
karboniloak H lotura intermolekularra eratzeko joera oso handia du. Horrekin,
printzipioz pentsa daiteke GIcNAc-ren amidaren karboniloaren oxigenoak protoiak
hartzeko joera handia duela. Orokorrean, amidarik gabeko monosakaridoetan protoi
hartzaile izaera handiena O°H-ak duen arren, kasu honetan amidaren karboniloaren

oxigenoak protoi hartzaile izaera handiagoa du.

.20 -
230
-40 4
-50 -

-60 4

GlcNAc - PhGlc
Gibbs lotura
energia handiena

Gibbs lotura energia (kJ/mol)

0 50 100 150 200 250 300 350 400
T(K)

24. irudia- Glc'-"PhGlc eta GlcNAc'--PhGle Gibbs lotura energia minimodun Gibbs-en energiak eta GlcPhGle
amida hidroxilo H lotura.

Fase isolatuko GlcNAc'--PhGlc eta Glc'*-PhGlec-ren konparaketa orokor bat eginez,
Glc'+-PhGlc emaitzak bibliografiatik eskuratu dira (Ref: 20) C*ko amidak lotura Gibbs

energia handitzen duela ikusi daiteke (24. irudia). Glukosa deribatu desberdinen
anomeroen ikerkuntzetan, o/f eta a/a anomeroaren Gibbs lotura energia B/B-rena
baino askoz txikiagoa dela ikusi da. Normalean, o anomeroa duten klusterretan H lotura
intermolekular gutxiago emateko gaitasuna du (normalean o/a etao/B <3 H zubi

intermolekular eta /B 4 zubi intermolekular), O;H axialean aurkitzen delako. Kasu
honetan bertiz, amidak, azukre dimeroan interakzio intramolekularrean 4 H lotura
emateko gaitasuna ematen dio eta horren ondorioz, bi anomeroen arteko Gibbs lotura

energia antzekoagoa da. Horretaz gain, bi sistema hauetan arreta apur bat jarriz, O'H
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eta O’H-rekiko interakzioak ez daude faboratuta. O*H eta O’H-rekin interakzioak

aurkitzen diren egituretan, beti, aparteko interakzio puntu sendoak daude, GlcNAc-n
amidaren karboniloarekin hidrogeno lotura eta 3-Glc-n CH: -1 interakzioarekin. a-Glc-

n ez da O'H eta O’H-rekin interakziorik aurkitu optimizatutako egituretan. 3

anomeroan, energetikoki faboratuago dago O*H O’H loturan interakzionatzea. Hala ere,

fase isolatuko B hexosa hidratatuetan, O*H-rekiko interakzioak nahiko faboratuak

daude.

Orokorrean, monomero eta GlcNAc:'PhOH sistemetan ikusitako bilakaera azukte
dimeroan apurtu da. Kasu honetan, GlcNAc hidroximetiloa eta amida elkarrekintzak

eratzeko gune nagusiak da non molekulen artean 4 H lotura ematea ahalbidetzen den bi

anomeroetan. Horren ondorioz, B-PhGlc, kokatzeko aukera gutxiago ditu eta, horrek

zerotik hurbileko energia lethoan konformero familia gutxi egotea eragiten du.

4.4. LOTURA DISTANTZIEN KONPARAKETA
o-GlcNAc:--B-PhGlc, a-GlcNAc:--B-PhOH eta a-GIcNAc egitura egonkorrenen H

loturen distantzia 25. irudian dago.

a-GIcNAC o-GIcNAcC ---PhOH  a-GIcNAc --B-PhGlc

/0—6

>20A; Camm— <18 A: ) 19-20A: e

25. Trudia-a-GlcNAc energia minimodun monomero eta klusterren OH:-O(=C) lotura distantzia kololeen bidez
adierazita.

o-GlcNAc anomeroaren konplexuetan, H loturen amidaren karboniloak protoi hartzaile
moduan jokatzen duenean, H---O distantzia < 1.8 A dela ikusten da, hau da, izaera
nahiko kobalentea duela (25. irudia). Hori ziurrenik amidaren  karboniloaren
oxigenoaren dentsitate elektroniko handiaren ondorioz gertatzen da. o-GlcNAc

monomeroan betriz, O’H:--O(=C) lotura intramolekularraren distantzia laburragoa da,
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O’H'-*O(=C)NH---O'H lotura intramolekularra eta H lotura kooperatiboa molekula

osoan hedatzeko joeragatik.

o-GleNAc - B-PhGle eta o-GleNAc-B-PhOH infragorri esperimetalak konparatzen
badira, fenol dimeroaren kasuan agertzen den OH banda lotzailea, gorrirantz oso
desplazatuta dagoela ikusten da. Argi ez dagoen arren, fenolaren azidotasun handiak
(fenoxidoaren egonkortasuna dela eta, erresonantziaz egonkortutako egitura baita),
protoi hori nahiko aske egotea ahalbidetzen du, IR banda gorrirantz ohikoa den baino
gehiago desplazatuz. Desplazamendu handi horrek eta loturaren anarmonizitate handiak,

espektro teorikoaren doiketa desbideratuta agertzea eragin du.

B-GlcNAc::-B-PhGlc, B-GlcNAc::-B-PhOH eta B-GlcNAc egitura egonkorrenen H

distantziak 26. irudian adierazi dira.

B -GIcNAC B -GIcNAC:-PhOH B -GlcNAc - B-PhGlc

<1.8 A: ) 18- 19A = 19-20A: o >20A: G

26. Trudia- GlcNAc energia minimodun monomero eta O(=C)-rekin intermolekularki elkarrekintza eratzen duten
energia minimodun klusterren OH---O(=C) lotura distatzia.

B anomeroaren monomero konplexuetan, o anomeroan bezala, H zubi intermolekular
interakzio laburrena OH---O(=C) elkarrekintza da. Aurreko kasuan bezala, amidaren
karboniloaren oxigenoaren soberako dentsitate elektronikoa, lotura horren

hurbiltasunaren ondorioa da ziurrenik.

B-GleNAc monomeroa aztertuz, 3 anomeroan, H lotura intramoilekular laburrago eta
efektiboagoa ematen da karboniloak H lotura kooperatiboa mantentzen duelarik
O’H---O(=C) distantsia hurbileko lotura eratzeko gaitasuna du. Egitura egonkorrenetan,
amidaren H lotura intramolekularra, H lotura kooperatiboa molekula hedatzeko

konformazioa hartzen du.
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5. ONDORIOAK:

Lan honetan GlcNAc-ren bi anomeroen gas faseko ikerketa egin da. Horretarako, laser
espektroskopia eta kalkulu mekanokuantikoak erabili dira. GIcNAc eta Glc-ren arteko
desberdintasunak aztertuz, Glc-ren C* posizioko hidroxiloa amida batekin ordezkatzen

bada GIcNAc eratzeko, molekularen propietateak asko aldatzen dira.

GlcNAc monomeroan, anomeroen artean dauden desberdintasunak nahiko handiak
direla ondorioztatu da. Gainera, Glc-rekin konparatuta ere, molekula isolatuaren egitura
eta propietateak oso desberdinakdira. GlcNAc molekulan, anomeroaren aldaketak,
molekularen konformazio osoan zehar eragina du, molekularen hidroxiloak H lotura
kooperatiboen bidez komunikatuta baitaude. o anomeroan adibidez, H lotura

kooperatiboa ¢« moduan bakartik aurkitu daitekeegonkortuta, eta § anomeroan, H lotura

kooperatiboa ¢ eta ¢ egituretan agertu daiteke. Orokorrean o anomero nolbaiteko
zurruntasuna arekusten dute. Horretaz gain, hidroximetiloaren G- egitura ez dago
entropikoki faboratuta, eta horrek fase likido eta fase solidoan ez aurkitzearen arrazoi

bat izan daiteke.

GlcNAc: - 'PhOH-n anometroaren arabera emaitzak nahiko desberdinak dira. o
anomeroan, fenolaren protoi azidoak egitura egonkorrenetan, CH--'m elkarrekintza
lagunduta amidaren karboniloarekin H lotura oso sendoa sortzen du. B anomeroan
berriz, ez dago interakzio puntu selektiborik eta orokorrean fenolak elkarrekintza
intermolekularra, puntu desberdinetan eman ditzake aparteko egonkortasunik gabe.
GlcNAc PhOH bezalako protoi emaile izaera duen molekula zurrun batekin
elkarrekintzak ematean, monomeroetan ikusten den antzeko joera bat ematen da. o
anomeroan elkarrekintza selektiboa da eta egonkorrak diren egitura gutxiago daude eta 3
anomeroan, elkarrekintza askeagoa da, besteak beste, B-GIcNAc monomeroak
konformazio egonkor ugari dituelako. Hala ere, amidaren karboniloarekiko afinitate

handia nabaria da bi anomeroetan.

GlcNAc - -PhGlc klusterrean, monomeroan ikusten den tendentsia apurtu da, hau da, bi
anomeroetan ematen diren interakzioak nahiko antzekoak dira. Kasu honetan, lotura
putu nagusiak, O°H eta O(=C) dira. Horren ondorioz, energiatan minimoak diren H
zubi intermolekular kopuru handiko azukre dimeroak eratzeko aukera gutxi daude eta

horrek, energia minimodun egitura gutxi egotea eta bi anomeroetan oso antzekoak izatea
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eragiten du. Hala ere, bestelako glukosa dimeroen emaitzekin konparatuta, GIcNAc-n

amidak bi anomeroetan, 4 H lotura intramolekular eratzeko joera handia du, eta horrek,

bi anomeroen lotura energia bestelako Glc deribatuen arteko baino antzekoagoa izatea

ahalbidetzen du.

Orokorrean GIcNAc molekula zurrun batekin interakzionatzean, monomeroetan

ikusten den panorama konformazionala mantentzen da. Glc bezalako molekula malgu

batekin interakzionatzean berriz, H lotura O(=C) eta O°H-n ematen denez, energia

minimodun konformeroen sorrera baldintzatuago dago.
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ERANSKINAK

ERANSKINAK

El. irudia: Jatorri moduan eskuz eta mekanika molekularreko indar eremu desberdinak
hartuz M06-2X/6-311++G(d,p) mailan optimizatutako energia minimodun egiturak
GlcNAc --PhOH eta GlcNAc'--PhGlc dimeroetan. Mekanika molekularrean eremu
desberdinen erabileraren justifikazio moduan erabili daiteke.

a-GlenAe - PhOH

B-GICNAC_PhOH_27
MM3 [9.64]

NN
B- Ac_PhOH_01
AMBER [0.0]

B- c_PhOH_02
MMFFs [0.8]

B-CGlenAg --PhOH

a-GleNAc_PhGlc 01l a-GlcNAc_PhGlc_02 a-GICNAC_PhGlc_27

Eskuz [0] MMFFs [2.58] COPLS[17.63]

—

i ||

N N
N\
ﬁ-@@AC-Ph@lc_m B-GIcNAC-PhGIc_13 B-GIcNAC-PRGIC_04 ﬁ{;@c,phgmm
Eskuz[0] MMFFs [15.34] AMBER[6.11] OPLS [0.12]

3. KALKULU TEORIKOAK:

E2. irudia: o-GlcNAc-ren egitura egonkorrak (E+ZPE<10k]/mol) eta bere energiak
MO06-2X/6-311++G(d,p) mailan optimizatua ZPE aplikatuta. Amida konformazio
desberdina duten ¢/ moduko egitura batzuen adibidea eta bere energiak.
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a-GlcNAc-02 a-GIcNAc-04  a-GIcNAc-01 a-GIcNAc-03  a-GICNAC-05
[0.2] [6.9] [0.0] [0.3] [9.5]
a-G-g+/cc/g-  a-G+g-/cc/g-  a-G+g+/cc/g- a-Tg-/cc/g-  o-Tg-/cc/g-

a-GIcNAc-06 o-GlcNAC-08 a-GlcNAc-13  &-GICNAC-15
(9.5] (10.4] [1.7] [12.3]
a-Tt/cc/g- a-G+g+/cl/t a-G+g+/cl*/t  a-G+g+/cl*/t

4.1. GlcNAc monomeroa:

E3. irudia: a-GlcNAc-ren hidroximetiloaren G-, G+ eta T-ren konformazioaren PGS
MO06-2X/6-311++G(d,p) mailan optimizatuta ZPE erabili gabe.

a-GleNAc-02 el c-03 \
woletiAcD aGicNAC O N 2/ @-GleNAc-18 @-GleNAC-15 a-GleNAC-31

kJ/mol (/\:6_% i

K

a-GlcNAc-34 a-GlcNACc-22 a-GlcNAc-28 a-GlcNAC-12 u-GlcNAC-08 u-GleNAC-25
4.1. GlcNAc monomeroa:

E4. irudia: B-GlcNAc-ren egitura egonkorrak (E+ZPE<7k]/mol) eta bere energiak
MO06-2X/6-311++G(d,p) mailan optimizatua ZPE aplikatuta. Amida konformazio
desberdina duten ¢/ moduko egitura batzuen adibideak eta bere energiak. Twist egitura
egonkorrena.
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B-GIcNAC-01 B-GlcNAc-02  P-GICNAc-C3 B-GIcNAC-04 p-GlcNAC-05 ﬁ'G‘C;E’f‘C'Oé
[0.0) 03] [0.3] [1.6] 1.8 B—G-[ ;/LC/ .
p-G-g+/ce/g- p-T+g-/cc/g- p-Gtg+/ce/g- p-Tg-/cetg- B-G+g+/cl jg+t* g 9

p-CGlcNAC-27
[12.6]
B-G+gt/cl/g-

-GIcNAC-07  P-GIcNAC-08 B-GIcNAC-09  B-GIcNAC-10
i [2.6] [4.0] 5.9] [6.5] B-GICNAC-13 b GleNAL28

B-Gt/cl/g+tr  P-Grgt/ec/gr pGegicc/g- pTgol gt [7.9] [12:8]
prwist B-Gg+/cl 1

4.1. GlcNAc monomeroa:

E5. irudia: B-GlcNAc-ren Gibbs diagrama osoa 7kJ/mol eskalan. Kalkuluak MO06-
2X/6-311++G(d,p) mailan egin dira. Izen laburbilduak, B-GIcNAc_01 = B-01...

X~ o o~

w

*" -
B-06 -k

b - - = = -

N

Gibbs eneria (kJ/mol)

200
Tenperatura (K)

4.1. GlcNAc monomeroa:

E6. irudia: B-GlcNAc-ren hidroximetiloaren errotazioaren PGS MO06-2X/6-
311++G(d,p) mailan optimizatuta ZPE erabili gabe.
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Energia (kJ/mol)

Ly

ri

P24

p-GleMAC-01 p-GlcNAC-09 B-GlcNAC-03 B-GleNAc-02

4.1. GlcNAc monomeroa:

E7. irudia: B-GlcNAc-ren hidroximetiloaren G+ konformazioaren PGS M06-2X/6-
311G(d,p) mailan optimizatuta ZPE erabili gabe.

° 3 + .
© 1. ::t:% ]f B\

\

5 % c’ e / \'\
E 40 / ‘-\
E 1[ i
o . ] 1
2 /N / \
o -’f \‘ v, 1'!- -\'\

10 - i a\. F’, %

4.1. GlcNAc monomeroa:

E8. irudia: B-GlcNAc-ren hidroximetiloaren T konformazioaren PGS (M06-2X/6-
311++G(d,p)) mailan optimizatuta ZPE erabili gabe.
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8 8 3 8

Energia (kJ/mol)
8 &

20

4.1. GlcNAc monomeroa:

E9. irudia: GIcNAc anomero desberdinen energia erlatiboen konparaketa M06-2X/6-

311++G(d,p) mailan optimizatuta ZPE erabilita. Efektu anomerikoa dela eta o
anomeroa egonkorragoa da.

30 -

25 1 I
— :
[] * !
£20 1 s
2 (]
w ' H
815 1
+
[ ;
O) - —

E:J 10 P OmeﬁkOCﬂ’ﬂ?h _W_"
i . Qs sund

5 - . ©@e p.ooﬂkorm

o H

a-GlcNAc B-GIcNAc

4.1. GlcNAc monomeroa:

E10. irudia: Fenolaren egitura egonkorra eta espektro teorikoa [M06-2X/6-
311++G(d,p)] eta REMPI eta IR/UV esperimentala.
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REMPI esperimentala

36300 36500 36700 36900 37100

PhOH egitura egonkorra
blenr!)

IR/UV esperimentala

IR teorikoa J “ .
2700 2900 3100 3300 3500 3700

0 [cm)

4.2. GlcNAc:--PhOH

E1l. irudia: o-GlcNAc:--PhOH-ren espektro teotrikoak (M06-2X/6-311++G(d,p)

kalkulu mailan eskuratutakoak)  eta esperimentalki ~ 36088cm™uhin zenbakian
eskuratutakoa.

Y. Jg n U a-GlcNAc-PhOH_01
|
FORITY R L a-GlcNAc-PhOH_02
D U J | Ll a-GlcNAc-PhOH_03
o Ll | | «-GlcNAc-PhOH 04
B O it Gl a-GlcNAc-PhOH_05
2800 3000 3200 3400 3600 3800

v (cm™)

e X6

\ i . Ju_l a-GlcNAc-PhOH_07
I ) o-GlcNAc-PhOH 08
M I+ adJ_ o-GlcNAc-PhOH_10
N BN S i a-GlcNAc-PhOH_12
JE U IR B a-GlcNAc-PhOH_06
W S o h it o.-GlcNAc-PhOH_11
N o 4 o-GlcNAc-PhOH_0¢

f ! J " J T T T T T 1

2800 3000 3200 3400 3600 3800

o (cmh)
4.2. GlcNAc:--PhOH

E12. irudia: o-GlcNAc--PhOH minimo orokorreko Gibbs diagrama osoa.

Antzekotasun handiencko diagrama osoa 19. irudiko berdina da. Izen laburbilduak
erabili dira. (M06-2X/6-311++G(d,p)
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Gibbs energia erlatiboa (kJ/mol)
N Wk 00O~ N @ OO

o —
E

N\
\
\

I\

AN

0 100

4.2. GlcNAc---PhOH

E13. irudia: B-GlcNAc'--PhOH Minimo orokorreko eta antzekotasun handieneko
Gibbs energia erlatiboaren diagrama osoa. Izen laburbilduak erabili dira eta koloreek 19.
irudiko elkarrekintza berdinak adierazten dituzte. M06-2X/6-311++G(d,p) mailan

optimizatuak.

Minimo orokorra

Gibbs energia erlatiboa (kJ/mol)

10 5
38
/ 2 %_9
3-21 £e
i
Es
5 5
o
s 4
&
g 39
H]
22
o
N
3-01 _/0/.
0 . Le » 0 .

100 150 200 250

4.2. GlcNAc'--PhOH

300 350

450
K

400 500

0 50 100 150

200

250 300

350

450
T(K)

400

E1l. taula: B-GlcNAc'--B-PhOH dimero egonkorrenen energiak eta konformazio eta
elkarrekintzen taula. M06-2X/6-311++G(d,p), ZPE eta Counterpoise zuzenketa erabilita

RE
Name ZP}SZ}; BS
(kJ/mol)
b-GIcNAc_b-PhOH_01 | 0.00
b-GIcNAc_b-PhOH_02 | 0.80
b-GIcNAc_b-PhOH_03 | 1.25
b-GIcNAc_b-PhOH_04 | 1.57
b-GIcNAc_b-PhOH_05 | 1.76
b-GIcNAc_b-PhOH_06 | 1.97
b-GIcNAc_b-PhOH_07 | 3.72
b-GIcNAc_b-PhOH_08 | 3.90
b-GIcNAc_b-PhOH_09 | 4.59
b-GIcNAc_b-PhOH_10 | 5.62
b-GIcNAc_b-PhOH_11 | 5.63
b-GIcNAc_b-PhOH_12 | 5.68
b-GIcNAc_b-PhOH_13 | 5.76
b-GIcNAc_b-PhOH_14 | 5.89

*1 b-GIlcNAc_14.

RE
GIBBS
(kJ/mol)
0.61
4.82
4.24
2.76
4.19
3.10
0.00
3.67
6.72
3.72
4.93
4.40
7.63
7.65

B-GIcNAc

monomeroa

b-GIcNAc_14*1
b-GIlcNAc_05
b-GlcNAc_02
b-GlcNAc_17*2
b-GIcNAc_16%3
b-GlcNAc_05
b-GIlcNAc_09
b-GlcNAc_14
b-GIlcNAc_05
b-GIlcNAc_21*4
b-GIlcNAc_02
b-GIcNAc_31%5
b-GlcNAc_08
b-GIlcNAc_08

H-Bond
INTERMOLEKULARRA

P---06G
GO4H:---P---O6G
P---06G
GO3H:*-P---O=C
GOI1H:--P---O=C
GO4H:---P---O6G
P---06G
GOI1H:---P---O6G
GOGH:---P---O1G
P---O6G
GO3H:*-P---O=C
P---O=C
P---0O6G
P---O=C

energetikoki faboratuta ez dauden monomeroak dira.

4.2. GlcNAc---PhOH
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H-Bond

INTRAMOLEKULAR
RA

O3H:--0O=C
O1H'--O=C
O3H:--0O=C
O1H --O=
O3H:--O=
O3H -

O1H:-
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E14. irudia: B-GlcNAc - -PhOH-ren espektro teorikoak [M06-2X/6-311++G(d,p)

kalkulu mailan eskuratutakoak]  eta esperimentalki

36088cm™ uhin zenbakian

eskuratutakoa. Ikusi daitekeen moduan espektro teorikoak eta esperimentalak ez dira

ondo esleitzen.
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p-GlcNAc-PhOH_05
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% [ i p-GlcNAc-PhOH_07
B-GlcNAc-PhOH_08
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, ) ? B-GleNAc-PhOH_11
B-GlcNAc-PhOH_12
Y B-GlcNAc-PhOH_13

! H B-GlcNAc-PhOH_14

E15. irudia: B-PhGlc-ren REMPI eta IR/UV espektroa uhin luzera bakarrean.
Esleitutako konformeroaren IR teorikoa. Irudian REMPI espektroko beste uhin

luzeeretan agertzen diren konformeroak.

PhGlc REMPI-a
o
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Uhin-zenbakia (cm™")

PhGlc IR/UV esperimetala 36854cm-1
PhGlc_01 teorikoa Jh

e

3400
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4.3. GlcNAc--PhGlc

E16. irudia: o-GlcNAc - -B-PhGlc egitura egonkorrenen espektro teorikoak MO6-
2X/6-311++G(d,p).
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4.3. GlcNAc'*-PhGlc

E17. irudia: o-GlcNAcB-PhGlc  energia minimodun egiturak MO06-2X/6-
311++G(d,p) ZPE eta Counterpoise zuzenketa aplikatuta.

*%

a-GlcNAc -B-PhGlc_01 GICNAC i FhG\c 02 | ; 1-GlcNAc - B-PhGle_05 tG\cNAc \) PhG\c 10
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.
1-GlcNAc -B-PhGlc_04
% h
w-GIcNAC -B-PhGIc_1 - GIcNAc B-PhGlc_03 a-GlcNAc -B-PhGlc_08 o= GIcNAc |3 PhGIc 74
3.3 [5.3] (191
4 H lotura 3 H lotura | 2 H Iotura

4.3. GlcNAc-*-PhGlc

E18. irudia: B-GlcNAc: - --PhGlc energia minimodun egiturak M06-2X/6-311++G(d,p)
ZPE eta Counterpoise zuzenketa aplikatuta.

B-GIcNAc -B-PhGlc _04  B-GIlcNAc-B-PhGlc 05
[6.1] [7.8]
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