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Complex carbohydrates 
(glycans) decorate the 
surface of proteins and 
lipids

o Recognition
o Binding 
o Cell migration
o Cell‐cell interaction
o Protein stability
o Protein conformation
o Protein function



Timeframe of Molecular Motions

Dror et al, JGP (2010) 135 (6): 555



High conformational flexibility => “intrinsic disorder”

Structural/Conformational Disorder



Sugars can be highly flexible 
and dynamic

1l6x PDBid
250 ns single trajectory



Conformational ensembles

250 ns single trajectory overlay 1l6x PDBid



Not every N‐glycan acts the same!

… so where is the difference?… so where is the difference?



Sequence‐to‐structure relationships
This conformational propensity/degree of flexibility (or lack‐there‐of) depends on 
the glycan’s sequence and linkages

Glu GalMan Fuc

GlcNAc Sia

One trillion possible 
combinations!! 

… but only a few of 
those are actually found



Sequence‐to‐structure relationship

L‐Fuc‐(1‐6)‐GlcNAc L‐Fuc‐(1‐3)‐GlcNAc

This conformational propensity/degree of flexibility (or lack‐there‐of) depends on 
the glycan’s sequence and linkages

  
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Conformational analysis of MD data
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Conformational 
analysis (3 s) 
shows that the 
Gal (1‐6) arm is 
prevalently found 
in a “folded‐over” 
conformation, 
while the (1‐3) 
arm is mostly 
extended
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6 s simulation time

Conformational analysis of MD data
Non Gal (1‐6) arm is prevalently found in a 
“extended” conformation, with the (1‐3) arm 
also extended (6 s) 



Why Classical Mechanics 
is a fair enough 
approximation?

According to the Born Oppenheimer 
(BO) or adiabatic approximation we 
can separate the motion of the nuclei 
from the motion of electrons and 
safely assume that the electron 
cloud adjusts instantly to changes in 
the nuclear configuration



Sugars in a Classical Mechanics 
Representation Atoms are represented 

by hard, impenetrable 
spheres

Bonds/Angles/Torsions 
are reproduced by a 
Hooke‐type potential

Electrostatics are 
reproduced by a Coulomb‐
type potential

Dispersion interactions 
(hydrophobic) are 
reproduced by a van der 
Waals‐type potential



Molecular Dynamics
Initial positions given by the PDB
Initial velocities determined based on a Boltzmann 
distribution of velocities at the target temperature

THE FORCE FIELD

New positions and velocities through 
integration

MD run ➜ trajectory



Computational Biophysics

With High Performance Computing (HPC) you can study,

• Conformational propensity of large biomolecular systems
• Binding energetics
• Chemical reactions energetics
• Peptidomimetics and glycomimetics design
• Enzyme engineering



GLYCAM06 Carbohydrate Force Field

Kirschner et al J Comp Chem (2008) 29(4): 622–655
Fadda and Woods Drug Discov Today (2010) 15(15‐16):596‐609

A complete, self‐contained and transferable set of parameters for the simulation of carbohydrates and glycol‐conjugates

• Carbohydrates of all ring sizes and conformations for both monosaccharides and 
oligosaccharides (not open ring conformations)

• Parameters for N‐ and O‐glycosidic linkages, suitable for combination with the 
param99sb version of the AMBER protein force field

• Parameters for sulfated (and not) GAGs

• GLYCAM06 is a ‘stand alone’ force field that can in principle be combined to any 
other protein ff (non‐covalent linkages)

• It is the only ff that uses the same atom type (CG) for  and anomers allowing for 
ring conformational changes (puckering)



GLYCAM‐Web (glycam.org)

*You will build a simple and a 
complex carbohydrate this 
afternoon  



CHARMM + CHARMM‐GUI
• CHARMM36 Carb parameter set (PAR_ALL36_CARB.PRM) 



Fadda and Woods Drug Discov Today (2010) 15(15‐16):596‐609



What do I need to run an MD simulation?
1. Coordinate file (pdb)
2. Decide what force field your want to use

Carbohydrate Protein/Ions Water MD software
GLYCAM06 AMBER99‐SB‐ILDN Tip3P AMBER v.12/16/18
CHARMM36 CHARMM36  Tip4P(Ew) CHARMM

Tip5P GROMACS

Carbohydrate Protein/Ions Water MD software
GLYCAM06 AMBER99‐SB‐ILDN Tip3P AMBER v.12/16/18
CHARMM36 CHARMM36  Tip4P(Ew) CHARMM

Tip5P GROMACS

3. Convert the coord file to be read by the MD running software
4. In AMBER this is done by a tool called tleap which produces .rst

and .prm7 files, i.e. the amber coordinate file and parameters 
(topology) file



An MD run protocol
1. Simulation box and adjust ionic concentration
2. Energy minimization 

3. Equilibration phase
1. Heating 0 ‐> 300 K (NVT)
2. Equilibration of the pressure (NPT)
3. Equilibration of the conf. degrees of freedom (NPT)

4. Production (data collection) 

How long should I run steps 3.3 and 4?

*
*



Reaching thermodynamic equilibrium

P = 1 bar
T = 300 K
E = constant



Sampling: How long is long enough?
It depends on the system, on its intrinsic flexibility, and on the chosen ff

T = 300 K

coordinate coordinate coordinate

en
er
gy



Enough sampling: Exploring the PES exhaustively



Tough cases: Sampling rare events

gg (67%)

tg (24%)

gt (9%)

Man‐(1‐4)‐GlcNAc‐(1‐4)‐[(1‐6)‐Fuc]‐GlcNAc‐‐OH

1 s MD



The MD trajectory was extended to 1 s
to analyze the conformational behavior of 
the sugar. A visual analysis has shown that 
there is a significant conformational 
change occurring at first around 60 ns.

The conformational change lasts for 
about 40 ns. If the MD trajectory was of 
100 ns, the relative stability of the 2 
conformations would have been 60:40, 
largely overestimated. 

Time (100 ps per frame) 

C6
C5

C4
O
4 

Over 1 s the ratio is 76:24 => G° ≈ ‐ 3 kJ/mol

Man‐(1‐4)‐GlcNAc‐(1‐4)‐[(1‐6)‐Fuc]‐GlcNAc‐‐OH
Confomational sampling from MD

closed closed

openopen open



Pholiota squarrosa lectin (PhoSL)

5xzk PDBid
Yamasaki et al Sci Rep (2018) 8:7740

• Highly selective for (1‐6)‐
fucose

• Very low binding affinity for L‐
fucose (5.8 – 6.2 mM)

• Higher affinity for N‐glycans (3 
M), prob interactions with 
GlcNAc moieties

Conformational sampling and molecular 
recognition



Pholiota squarrosa lectin (PhoSL)
HADDOCK docking to gg, tg and gt
conformers

gt disaccharide (4AGT*) binds in the 
conformation suggested based on NOE 
(shown)

The bound conformation is consistent 
with additional contacts to the GlcNAc

gg tetrasaccharide does not seem to 
have the correct conformation to bind

*Houser  et al (2015) Acta Crystallogr.,Sect.D 71: 442

Y23

V3

W28

Y15

Recognition of gt conformer



Recognition of gt conformer in the 
sugar d tetrasaccharide

Pholiota squarrosa lectin (PhoSL)
structural alignment of gt conformers

gt tetrasaccharide presents minor steric 
clashes.

The ”recognition complexes” will need 
to be studied via MD simulation to 
release the clashes

Docking alone is not always the answer!



A few take home messages
•MD is a powerful structural biology tool that allows us to 
understand molecular behavior at the atomistic level of 
detail
• The above is true provided that the system is properly 
equilibrated and that the simulation is converged
• Through identification of the glycan conformational 
propensity we can understand molecular recognition
• Docking is a very helpful technique, but is often not plug‐
and‐play 
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Sampling through high and 
low populated 
conformational states 
during a 1 s MD trajectory 

Man‐(1‐4)‐GlcNAc‐(1‐4)‐[(1‐6)‐Fuc]‐GlcNAc‐‐OH (sugar d)
Ring conf and (1‐6) linkage torsion angles



The MD trajectory was extended to 1 s
to analyze the conformational behavior of 
the sugar. A visual analysis has shown that 
there is a significant conformational 
change occurring at first around 60 ns.

The conformational change lasts for 
about 40 ns. If the MD trajectory was of 
100 ns, the relative stability of the 2 
conformations would have been 60:40, 
largely overestimated. 

Time (100 ps per frame) 

C6
C5

C4
O
4 

Over 1 s the ratio is 76:24 => G° ≈ ‐ 3 kJ/mol

Man‐(1‐4)‐GlcNAc‐(1‐4)‐[(1‐6)‐Fuc]‐GlcNAc‐‐OH (sugar d)
Confomations from MD

closed closed

openopen open



VMD 
File>New Molecule> Browse: closed_conf_f2785.pdb

Mouse > Label > Dihedrals 4
Select the following atoms represented in the VMD OpenGL Display and write down the 
corresponding value for the dihedral angle (torsions):
on GlcNAc(1)  O4 – C4 – C5 – C6
on GlcNAc(1)‐Fuc(2) O5 – C1 ‐ O6 – C6 (), C1 – O6 – C6 – C5  (), O6 – C6 – C5 – C4  ()

> VMD Main Window: deselect “D” which makes the indicated molecule not visible, then 
load open_conf_f4810.pdb and repeat the steps above

Man‐(1‐4)‐GlcNAc‐(1‐4)‐[(1‐6)‐Fuc]‐GlcNAc‐‐OH (sugar d)
Confomations from MD



Write your results in a table like the one shown below,

Trajectory 
frame O4C4C5C6 O5C1O6C6 () C1O6C6C5 () O6C6C5C4 ()

2785 59.95 ‐87.86 ‐178.54 53.15 (gg)
4810 158.11 ‐80.11 122.24 ‐69.97 (tg)

For nomenclature and other info see also Wormald et al Chem Rev (2002) 102:371‐386

Man‐(1‐4)‐GlcNAc‐(1‐4)‐[(1‐6)‐Fuc]‐GlcNAc‐‐OH (sugar d)
Confomations from MD

Trajectory 
frame O4C4C5C6 O5C1O6C6 () C1O6C6C5 () O6C6C5C4 ()

2785
4810


